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ABSTRAKT

Bakterialni biopolymer poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) je pro svij plvod z obnovitelnych zdrojd a svoji
biodegradabilitu a biokompatibilitu zajimavym kandidatem pro nékteré moderni aplikace. Sdam
o sobé vsak pfi zpracovani v taveniné vykazuje termickou nestabilitu a naslednou krehkost. Tato
prace se zabyva zpracovanim PHB do funkcénich materidld pro 3 klicové aplikace. V prvni &asti
prezentuje vybrané vysledky v oblasti vyzkumu biokompozitnich materidld pro 3D tisknutelné
resorbovatelné nahrady kostni tkané a dava do souvislosti materidlové sloZeni, strukturu, morfologii
povrchu se specidlnimi vlastnostmi a chovanim v simulované télesné tekutiné. Ve druhé ¢asti jsou
uvedeny poznatky z oblasti technologii vyroby vldken metodami odstfedivého zvldknovani a moznosti
fizeni vlastnosti takto vyrabéné netkané textilie pro medicinské aplikace. Treti ¢ast se zabyva
technologiemi vyroby povlakovanych hnojiv se zpomalenym uvolnénim pro moderni agronomii
a prezentuje dosazené vysledky vyvijeného konceptu z nddobovych a maloparcelnich pokusua.

ABSTRACT

The bacterial biopolymer poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) is an interesting candidate for some modern
applications due to its origin from renewable sources and its biodegradability and biocompatibility.
However, it exhibits thermal instability in melt processing and following brittleness. This work deals
with processing PHB into functional materials for three key applications. The first part presents
selected results in the field of research on biocomposite materials for 3D printable resorbable bone
tissue substitutes and relates the material composition, structure, and surface morphology to special
properties and behaviour in a simulated body fluid. In the second part, findings from the field of fibre
production technologies using centrifugal spinning methods and the possibility of controlling the
properties of the nonwoven fabric produced in this way for medical applications are presented. The
third part deals with the production technologies of coated fertilizers with slow release for modern
agronomy and presents the achieved results of the developed concept from the greenhouse pot and
small-plot field experiments.
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PODEKOVANI

Védecko-vyzkumna cinnost je pro mne symbolem tymové prace. Dnesni doba ptinasi zajimavé vyzvy
a témata casto na pomezi mnoha védnich obor(, kde je vyzkum bez spoluprace nemyslitelny.
| vysledk( této prace bylo dosaZzeno intenzivni spolupraci s mnoha pro mne dileZitymi osobami, tymy
a institucemi. Nelze zde vyjmenovat vSechny, dovolim si zde alespori zminit osoby, které vyznamné
ovlivnily moje smérovani pfi cesté ke zde prezentovanym vysledk(im za poslednich 10 let, za cozZ jim
patfi moje upfimné diky.

Dékuji timto prof. Ivané Marové a prof. Stanislavu Obrucovi za moZnost nahlédnout do
biotechnologie vyroby PHB a vibec za téma PHB, které umoznilo vznik Laboratofe bioplast(, jez svym
aplika¢nim vyzkumem navazuje na technologii vyroby PHB. Dlouhodoba spoluprace s PhDr. Lenkou
Mynafovou a celym tymem spolecnosti Nafigate byla klicovym prvkem pro smérovani aplika¢niho
vyzkumu i zajiSténi projektového i smluvniho financovani vyzkumnych praci a vnimani strategie
a legislativy EU. Doc. Jifimu Tochackovi vdéci nas tym za praktické zaklady zpracovani polymer(
a pristup ke zpracovatelskym strojlim na CEITEC. Bez osudového setkani s prof. Pavlem Alexym a jeho
tymem si nedokazZi predstavit vice jak polovinu realizovanych vystup(, nebot dal slechetné k dispozici
veskeré technologie zpracovani termoplastl a vidy ochotné pfidal cennou odbornou radu. V oblasti
vysledk( s presahem do mediciny dékuji doc. Lucy Vojtové za cenné konzultace a mozZnost zapojeni
se do jejich synergickych projektl na CEITEC. Velké diky za spolupraci v oblasti povlak( hnojiv patfi
také doc. Petru Skarpovi z MENDELU, v oblasti biologickych testli doktorce Michale Klusadek
Rampichové z UEM AV CR a v oblasti zpracovani plastt doc. Tomasi Sedlackovi z UTB.

Neméné dulezité je pochopitelné podékovani celému mému tymu, ktery vidy loajalné a ochotné
pfijimal vsechny vyzvy, které nam umoznily dalSi rozvoj a financovani celé skupiny. Bez tohoto
fungujiciho a rozvijejictho se tymu a ochoty si kdykoliv vzajemné pomoci by tyto vysledky ani
pfedloZend prace nevznikly.

Dékuji timto také za podporu vedeni FCH VUT a vSem provoznim oddélenim. Jsem si védom obcas
narocnych a komplikovanych pozadavkd z moji strany vyvolanych potfebami akutniho feseni ¢asto
vzniklych nestandartnich situaci pfi feSeni mnoha projekt( a zakazek smluvniho vyzkumu.

A konecné velké podékovani patfi moji rodiné, ktera dlouhd léta musi respektovat nékdy az
ponékud prehnané casové pracovni vytiZzeni a z toho plynouci ¢asty nedostatek energie pro aktivni
rodinny Zivot. | proto je pro mne moment odevzdani predlozené prace jakymsi pomyslinym
ohlédnutim za tim, co jsem se svym tymem dokazal, ale také motivaci k optimalizaci Zivotnich priorit.
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1 UvoD

Tato prace je kombinaci komentovaného souhrnu publikovanych praci a nékterych puvodnich
vysledkll, které nebyly tymem autora doposud publikovany. Predstavuje tak zaméreni autora
v poslednich deseti letech plsobeni na FCH VUT na pozici odborného asistenta a vyzkumného
pracovnika v rdmci desitky ziskanych dotacnich projekt(. Spole¢nym prvkem téchto vybranych témat
je biopolymer poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) zrodiny polyhydroxyalkanoatl (PHA). Inovativni
biotechnologii vyroby tohoto biopolymeru a tim i celé téma ptinesl na FCH VUT tym prof. Ilvany
Marové spolu s prof. Stanislavem Obrucou. Patentem této technologie pak poloZili oficidlné
pomyslny zakladni kdmen vyzkumnému sméru PHA biopolymerd na FCH VUT, ktery byl motivaci i pro
dalsi fakultni vyzkumné skupiny. V ndvaznosti na vyzkum technologie vyroby PHA vznikly poZzadavky
na vyvoj findlnich aplikaci ze strany primyslovych partner a prilezitost ke vzniku nové vyzkumné
skupiny v ramci Centra materidlového vyzkumu FCH VUT orientované na vyvoj zpracovatelskych
technologii PHA.

Pod autorovym vedenim tak byla zaloZena Laboratof bioplastll s cilem hledat a vyvijet aplikace
PHB. Material byl testovan z pocatku v technologiich zpracovani termoplastli a kompozitld. Nasledné
i na zakladé strategie EU, kterd zacala bioplastové aplikace spiSe potlacovat, a na zakladé poptavky
z primyslu, bylo portfolio testovanych technologii rozsifeno. ProtoZe je PHB spolu s ostatnimi
kopolymery PHA vhodnym kandidatem pro vyuZiti v mediciné, byla logickd ndsledna orientace tymu
na materidlové technologie pro tyto aplikace. Ve spojeni s 3D tiskovymi technologiemi biokompozit(
totiz PHB poskytuje zajimavy smér vyuZiti materidlu jako nahrady tkani ve tvaru pfizplsobeném
pacientu na miru. Vldkenné membrany z téchto biomaterialli pak mohou byt funkénim stavebnim
prvkem vrstevnaté struktury krytd ran nebo nosicem s vnitini 3D vlakennou strukturou pro kultivaci
bunék tkani. Pomérné snadna rozlozZitelnost PHB v podminkach Cisticky odpadnich vod, pudy, slané
i sladké vody pak vybizela ktématiim sméfujicim knahradé nebiodegradabilnich materiall
v kosmetice a povlak(l v agrochemickych aplikacich.

Kazidé z vySe uvedenych témat ma svd specifika, stanovené cile a také jiné dosazené vysledky,
které jsou snad prinosem pro poznani v oblasti zpracovani biopolymeru PHA. Proto byla prace
rozdélena do samostatnych kapitol a ke kazdé jsou tyto informace uvedeny zvlast.

Osobni motivaci ke zde prezentovanym vysledkim prace byl respekt k Zivé i neZivé ptirodé
a pfirozenym procesim v ni, k Zivotu jako takovému a k lidskému zdravi. S vizi bezpecného
a udrzitelného vyuzivani pfirodnich surovin a jejich zpracovani do formy funkénich materiala
a vyrobkl z nich, které po ukonceni doby svého Zivota nezatizi ptiliS Zivotni prostfedi a idedlné se
stanou zdrojem pro proces dalsiho vyuZiti. AC se tato vyzva zda byt nefesitelnd, Ize pomoci nastrojli
védy a vyzkumu hledat feSeni, kterd se alespon tomuto idedlu budou bliZit [1]. V posledni dobé je
proto kladen ¢im dal vétsi dliraz na eliminaci negativnich dopadu lidské Cinnosti. Jednim z nosnych
pilitd pozitivni zmény je prechod z linearni ekonomiky na cirkularni (CE). Ta se stava stdle vice
dlleZitou v globalnim méfitku. V poslednich letech pfijaly kromé Evropy i zemé jako Cina a Japonsko
plany na podporu CE, které maiji za cil podpofit pfechod na ekonomiku, ktera minimalizuje odpad
a vyuziva zdroje efektivnéji. A pravé k tomuto zaméru ma prispét svym zamérenim vyzkumna skupina
Laboratore bioplast( se svymi vysledky, které sumarizuje predloZzena habilitacni prace.



2 PODNETY K VYZKUMU

2.1 Legislativa

2.1.1 Legislativa na evropské trovni

Nejvétsim legislativnim ,balikem” zmén v ramci EU je Zelend dohoda pro Evropu (GD) a cirkularni
ekonomika (CE) je jeho zékladnim pilifem, ktery se projevuje ve vSech nafizenich a smérnicich. GD
vytvarii ramec pro bioplasty a jejich uplatnéni na trhu [2], [3].

Explicitné jsou pak cile Zelené dohody pro EU v oblasti CE a obsaZeny ve strategii Akéni plan pro CE,
aktualni verze vysla v breznu 2020. Akéni plan pro CE formuluje iniciativy v ramci celého Zivotniho
cyklu vyrobkl; jeho cilem je snizit dopad spotifeby EU a do r. 2030 zdvojnasobit miru obéhového
vyuzivani materiald v EU. Je zaméren na zplsob navrhovani vyrobkd, podporuje procesy obéhového
hospodafstvi, udrZitelnou spotifebu a snazZi se zajistit predchazeni vzniku odpadu a udrzeni
pouzivanych zdroji v ekonomickych cyklech v EU co nejdéle [4]. Akéni plan k cirkularni ekonomice
smérfuje ktransformaci vSech sektor(. Evropska komise (EK) pokracuje v plastikarské strategii
zr. 2018, zamérené, mimo jiné, na opatfeni, jak uchopit problém umysiné pridavanych mikroplast(
a neumysiné uvolnénych plastl, napfiklad z textilu ¢i pfi opotfebovavani pneumatik [5]. Evropska
komise také rozviji pozadavky k zajisténi toho, aby vSechny obaly zboZi na trhu EU byly do r. 2030
znovu pouZitelné nebo recyklovatelné ekonomicky smysluplnym a prokazatelnym zplsobem. Do
celkové strategie proto zahrnula regulatorni ramec pro bio-rozlozitelné a bio-based plasty a aplikace
z nich [6].

2.1.2 Legislativa na narodni trovni

Na ndrodni drovni CR byla na konci r. 2021 pFedstavena komplexni strategie pod nazvem Cirkularni
Cesko 2040. Strategie Cirkularni Cesko 2040 reflektuje nezbytnost prosazeni principli ob&hového
hospodarstvi v CR a fadi CE mezi jeji priority. Klade si za cil udrZet hodnotu vyrobkd, material(
a zdroj v ekonomickém cyklu tak dlouho, jak je to jen mozné, a vratit je do vyrobniho cyklu na konci
jejich pouzivani, pficemz se minimalizuje tvorba odpadu. Diraze je kladen na recyklaci (podporou
recyklacnich technologii) a na opétovné pouziti, zlepSenim zejména v oblasti bioodpadu, textilniho,
stavebniho a potravinového odpadu, oball a dosloufZilé elektroniky [7].

Pro pramysl, stavebnictvi a energetiku je prioritou vyuZivat druhotné suroviny. Stat ve verejnych
zakazkach podpofi ty podniky, které pouzivaji vyrobky s obsahem druhotnych surovin a recyklatd.
V oblasti produktu a designu by firmy mély zavddét v maximalni mozné mife nové vyrobni metody
vyuZzivajici nejmodernéjsi technologie k dosaZeni cirkularnich produktd jako napf. wvyuZivani
druhotnych recyklovanych materidld a predchdzeni vzniku odpadu pfi vyrobé. V oblasti
bioekonomiky a potravin pljde o snizeni mnoZstvi potravinovych oballl a zefektivnéni prace
s bioodpadem, napf. kompostovanim biologicky rozloZitelnych odpadld nebo jejich materidlové
vyuziti. V oblasti spotfeby by mély byt vyrobky opétovné vyuzZivany a dostavat tak ,druhy” Zivot.
Omezit by se mélo vyuzivani jednorazovych vyrobk(. Nejvétsi zména je ocekavana v oblasti chovani
vyrobcll a zakaznikd, tak aby byly vice vyuzivany v minulosti pouZité materialy ¢i vyrobky a zdkaznik
informované volil, jak s nimi naloZi az doslouzi.



Véda a vyzkum bude finanéné motivovana prostfednictvim projektl zabyvajici se CE napf.
zfizenim specializovaného inovaéniho fondu pro obéhové hospodarstvi, nebo zavedeni inovacnich
voucherll pro technologie zamérené na obéhové hospodarstvi. Vzdélavani v oblasti cirkularni
z obnovitelnych zdroju, poufZiti biologicky rozloZitelnych plastli ve smysluplnych aplikacich a jejich
vyroba z odpadnich surovin je jednim z mnoha sméri naplnéni této strategie.

2.2 Bioplasty

Zajem o bioplasty v poslednich letech rostl spoleéné s uvédoménim, Ze nerostné suroviny nejsou
nevyCerpatelné a s vizi, Ze je mozné vyuzit uhlik z atmosféry skrze fotosyntézy u rostlin. Nicméné
predpona ,bio-“ nezarucuje bezpodminecnou udrzitelnost daného materidlu. Podle stdle platné
definice se jednd o skupiny polymer(, které maji plvod v pfirodnich materidlech (bio-based) NEBO
jsou biodegradabilni (pfipadné nesou obé dvé tyto vlastnosti), jak je vidét na Obr. 1. Bioplasty jsou
tedy Sirokou skupinou materiald a mohou byt vyrobeny z rliznych zdroji — kukuftice, cukrova tftina,
bavina, drevo, houby, fasy. Nékteré jsou biodegradabilni jako napf. polyhydroxyalkanoaty (PHA).
Mezi bioplasty ale patfi také bio-polypropylen a bio-PET vyrobené z rostlinnych materialG, ale
shodujici se chemickym sloZzenim s klasickymi plasty, tedy nerozlozitelné.

Z obnovitelnych zdroj

. Bioplasty

?lo_plasty . Napfi. PHA,
LE(es (5315, ofte- celuldza, $krob

PET, bio-PA ¢

Nebiorozlozitelné Biorozlozitelné

Konvencni plasty Bioplasty
Napf. PE, PP, PA, Napr. PBAT, PCL,

PVC a dalsi PBS

Z ropnych zdrojl
Obr. 1: Matice plastu podle surovinového zdroje a rozloZitelnosti. Zpracovdno dle [9]

Soucasnda véda ma k dispozici poznatky z téméf 200 let vyvoje a vyuZiti bioplastd, jelikoz prvni
komercéné vyuZivané plasty byly v podstaté bioplasty a zacaly byt vyuzivany v primyslovém méfitku
jiz v poloviné devatenactého stoleti (linoleum, ebonit, gutaperca, latex, viskéza, apod.) [10].

Kombinaci fenoll a formaldehydu byl v r. 1907 vytvoren bakelit, prvni z fady syntetickych plasta,
které postupné vytlacily diky lepsim materialovym vlastnostem a nizké cené plvodni bioplasty. Druha
svétova valka urychlila rozvoj petrochemického primyslu a orientaci na plasty vyrobené z ropy. Ve
valecnych letech byla jesté vice akcentovana nevyhoda bioplastd, které konkurovaly vyrobé potravin.

V roce 2020 bylo celosvétové vyrobeno témér 370 milionl tun plast(, jejich vyroba vyZaduje asi
4 % fosilnich zdroji ro¢né. Spolecnost bojuje s neblahymi nasledky znecisténi Zivotniho prostiedi
plasty a jejich vyrobou, a dle nékterych védeckych tym( jsou bioplasty jednou z moznosti, jak tuto
zatéz alespon néjak sniZit. Pozornost je soustfedéna zejména na materidly vyrobitelné z odpadl
a hlavnim kritériem pro jejich vyrobu a uplatnéni na trhu je udrZitelnost a environmentalni stopa
[11].



2.2.1 Nova generace zakladnich typa bioplastu

Nové typy biopolymerl pro bioplasty, které se zacaly vyrabét relativné nedavno v primyslovém

méritku, jsou vétSinou vyrobeny z celuldzy, Skrobu nebo rostlinného cukru. V souc¢asnosti jsou nejvice

vyuzivany [12]:

Acetat celuldzy (CA) - vyrabi se z baviny, dfeva nebo jinych rostlinnych materiald a ma dobré
izola¢ni vlastnosti. Pouziva se predevsim pro vyrobu filtri a textilnich vlaken [13].

Polylaktid (PLA) - objeven ve dvacatych letech minulého stoleti. V r. 1989 Patrick R. Gruber zjistil,
jak vyrabét PLA z kukutice. To umoznilo firmé Novamont vyvoj bioplastl pod komeréni znackou
MATER-BI. V r. 1997 pfisla s vyrobou PLA z kukufice také firma Cargill and Dow Chemicals, a od r.
2005 tato firma funguje pod znackou NatureWorks a je jednim z hlavnich vyrobc( PLA [14].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) - tato skupina zahrnuje celou fadu polymer(, které se vyrabéji
pomoci mikroorganismU, v nichZz polymer vznikd jako zdsobni latka. PHA biopolymery jsou
biologicky odbouratelné a maji Siroké moZznosti vyuZiti - od oball po medicinské implantaty [15].

Polybutylensukcinat (PBS) — mUzZe byt produkovan jak polymeraci monomer( z petrochemickych
procest tak i ziskanych cestou bakteridlni fermentace. Vyrabi BioAmber Inc. od r. 2010
a Novamont S.p.A od r. 2016 [16].

Termoplasticky skrob (TPS) - vyrabi se z kukuti¢cného nebo bramborového skrobu a plastifikatoru
(zejména glycerolu). Ma dobré vlastnosti pro vyrobu tenkosténnych obalu a tasek [17].
Polykaprolakton (PCL) je biodegradabilni polyester (PCL) - ma nizkou teplotu tani a pouziva se
predevsim pro vyrobu medicinskych implantatd, nosi¢t léciv, tkanovém inZenyrstvi, ale také
v oblasti 3D tisku vyroby prototypl a jejich forem apod. [18].

Biodegradabilni polyamid (PA) - vyradbi se z obnovitelnych zdrojl, jako jsou rostlinné oleje
a pouziva se prevazné pro vyrobu textilnich vlaken a obal(i (napftiklad PA11 Rislan®) [19], [20].

Z historie bioplastd lze snadno vyvodit, Ze predpona bio- nezajistuje ekologicky produkt.

Udrzitelny bioplast by mél v rdmci svého Zivotniho cyklu splfiovat tyto poZadavky:

Vstupni surovina by neméla pochazet z masivni téZzby nerostnych zdrojli nebo byt pticinou
deforestace pra/lesi. Neméla by vyuzivat zdroji konkurenénich s vyrobou potravin a krmiv.

Produkce bioplast probiha na bazi Green Chemistry, tzn. nepouziva nebezpecénych chemickych
latek, ktera jsou zdravotnim rizikem pro pracovniky a zdroven rizikem kontaminace Zivotniho
prostiedi zejména v misté zpracovani.

Kvalita materidlu a design feSeni musi prinaset reseni pro vyrobky s vicendsobnym pouzitim,
protoZe nizka Zivotnost produktu zvysuje jeho environmentalni stopu.

Je nutné navrhnout a zajistit vhodny konec Zivota vyrobkl (tzv. End of Life) [21]. Preferovanym
a cirkuldarnim feSenim pred likvidaci v kompostarné je materidlovd recyklace. V pripadé
biodegradabilnich bioplastll, které je nutno likvidovat biologicky, je nutné zajistit podminky
a infrastrukturu pro idealni degradaci, a to v souladu s platnou legislativou.

Soucasny vyzkum a vyvoj se zaméruje predevsim na materiadly z nepotravinovych, obnovitelnych

nebo lépe odpadnich zdroji [22], jako je odpadni Skrob a cukr, proteiny, odpadni celulézy, ligno-

celulézy, houby a rasy [11]. Pfikladem je biotechnologie vyroby PHA na principu CE, kterd muze za

urcitych okolnosti na trh pfinést pravé takovy biomaterial s velmi Sirokym vyuZzitim a s dikazy o jeho

environmentalni stopé v podobé LCA [23].
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3 POLY-3-HYDROXYBUTYRAT

Za polyhydroxyalkanoaty (PHA) je oznacovana Siroka skupina biopolymer( - bakteridlnich polyester(.
Jde jak o homopolymery, tak o statistické kopolymery 3-hydroxybutanové kyseliny (3HB), 4-hydroxy-
butanové kyseliny (4HB), 3-hydroxyhexanové (3HHx), 3-hydroxyvaleratu (3HV), 3-hydroxyoktanoatu
(3HO) a mnoha dalSich monomerd [24]. V poslednich letech znacné vzrostl pocet typl PHA
biotechnologicky produkovanych jak ptirozenymi kmeny, tak geneticky upravenymi organismy, jako
napf. kopolymery P(3HB-co-4HB-co3HHXx) [25] , P(3HB/4HB/3HV/3HHXx) [26], ¢i acetoxyderivaty [27].

Tato prace je zaméfena primarné na poly[(R)-3-hydroxybutyrdt] (PHB), linearni alifaticky
termoplasticky polyester sloZeny z R jednotek kyseliny 3-hydroxybutanové (Obr. 2). Tento polymer je
znamy od r. 1926, kdy jej objevil francouzsky védec Maurice Lemoigne pti praci s bakteriemi rodu
Bacillus. V bunikdch existuje v amorfnim stavu ve formé hydrofobnich polymernich granuli (obvykle
o velikosti 0,2-0,5 um) [28]. Zde plIni Ulohu zasobniho uhliku a energie. Nékteré publikace potvrzuiji,
Ze pritomnost PHA granuli v prokaryotickych burnikach zvysuje odolnost vici stresovym faktordm, jako
je vysoka nebo nizka teplota, mrazeni, oxidacni a osmoticky tlak [29].

HO
O OY\/OH
P I [T —n P I

HC H O Ha C H O HCH O
Obr. 2: Chemickd struktura PHB

Lemoignlv objev mél dlouhou cestu na trh. V r. 1983 byla zaloZzena firma Malborough
Biopolymers, ktera nabidla PHB pod obchodnim ndzvem Biopol [30]. V soucasnosti jsou nejvétsi
vyrobni kapacity budovany v Ciné a USA, Evropa zaostava. TianAn Biologic Materials Co. Ltd. je &insky
vyrobce zaméreny na vyrobu poly (3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvaleratu) (PHBV) [31], CJ BIO
zahdjila vyrobu P3,4HB v zavodé v Pasuruanu v Indonésii [32], Danimer Scientific, se sidlem
v Bainbridge (USA) vlastni patent na vyrobu Nodax™ mcl-PHA [33]. Italskd firma Bio-on produkujici
material MINERV-PHA™ je v soucasnosti v Upadku [34], avSak diky MAIP Group ma novou Sanci [35].

3.1 Vlastnosti PHB

Z pohledu Strategie udrzZitelnosti chemickych latek EU ma PHB tyto klicové vlastnosti: bio-
degradabilita, biokompatibilita a netoxi¢nost. Pravé ty umozniuji nahradu rady latek v aplikacich, ve
kterych jsou postupné zakazovany nebo omezovany — napt. konvenéni polymery ve formé primarnich
mikroplastd v kosmetice, ve formé povlakl hnojiv, jednorazovych oballi ovoce a zeleniny apod.

Bakterie jsou schopné PHB produkovat s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 200-3 000 kDa
s polydisperzitou 2—3, v zavislosti na mikroorganismu a podminkach biotechnologického procesu
[36]. Procesem extrakce se vsak zpravidla distribuce molekulovych hmotnosti posunuje smérem
k nizsim hmotnostem. PHB je diky svoji optické Cistoté vysoce krystalicky, dosahuje krystalinity 55—
80 %. Jeho teplota tani se pohybuje vrozmezi 170-180 °C a teplota skelného prechodu lezi
v intervalu 0-5 °C. Maximalni rychlost krystalizace z taveniny leZi v teplotnim rozmezi 50-60 °C [37],
[38]. Mechanické vlastnosti, jako je Youngliv modul pruznosti a pevnost v tahu, se blizi vlastnostem
polypropylenu (PP), deformace pfi poruseni je vSak vyrazné nizsi nez u PP. Kfehkost je jednou
z hlavnich nevyhod PHB. Divodem je nizka hustota nukleace a pomald rychlost krystalizace, ktera
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vede k tvorbé velkych sférolitli s mezitrhlinami. Dalsi kfehnuti je zpGsobeno sekundarni krystalizaci,
ke které dochazi béhem skladovani pfi teploté nad T, [39]. DalSim omezenim pouZiti PHB je tepelnd
degradace, ke které dochdzi uz mirné nad teplotou tani. Degradace vede ke snizeni molekulové
hmotnosti v dlsledku Stépeni fetézce podle mechanismu eliminace a-vodiku [40], [41], [42].

3.2 Biosyntéza PHB

Biosyntéza PHB v Zivych organismech spocivd v nékolika zakladnich krocich: Prvnim krokem je tvorba
acetoacetyl-CoA ze dvou molekul acetyl-CoA, ktera je katalyzovana enzymem B-ketothioldazou. Poté
se acetoacetyl-CoA transformuje na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA acetoacetyl-CoA. Tretim a poslednim
krokem je polymeracni reakce katalyzovana PHB syntdzou vedouci k tvorbé PHB [43].

Biotechnologicka produkce PHB, respektive obecné PHA, umoifuje vyuZivat velmi Sirokou
zakladnu surovin - od levnych odpadnich latek, odpadnich vod, fepné nebo titinové melasy, az po
rostlinné oleje a jejich mastné kyseliny, alkany a jednoduché uhlohydraty. Pravé zde vznikl jeden ze
strategickych vyzkumnych zamér( Centra materidlového vyzkumu FCH VUT. Myslenka vyuZit odpadni
kuchynsky olej jako zdroj uhliku pro biotechnologickou produkci PHB vzesla z tymu prof. Marové
a prof. Obrudi. Vznikly laboratorni koncept technologie byl patentovan (V1). Vystupni material byl
zde charakterizovdn metodami termické analyzy, pfedmétem zajmu byla v tomto ptipadé zejména
termicka stabilita stanovovana nejprve na TGA, nasledné cyklickym mérenim na DSC, kde byl
vyhodnocovan posun teploty tani a krystalizace. V r. 2013 jiZ probihaly ve vySe zminéném tymu
vyzkumné prace zamérené na vyuZiti dalSich typd odpadnich materidl(. ProtoZe bylo v té dobé
zdmérem vyuzit PHA materidly i pro vyrobu plastl, vznikla pod autorovym vedenim Laboratof
bioplastll Centra materidlového vyzkumu FCH VUT, kterd dale provadéla podporu materidlové
charakterizace tymu biotechnologll a zacala pracovat na vyvoji aplikaci z tohoto materidlu. Vznikla
tak spolecna publikace Pub 1 vénujici se moznosti vyroby PHA z hydrolyzovaného kavového odpadu.

3.3 Extrakce PHA z mikrobialni biomasy

K biotechnologickému kroku vyroby PHA (Casto nazyvany up-stream) neodmyslitelné patfi i nasledny
proces extrakce (down-stream). Rizena biosyntéza v prvnim procesu uréuje chemickou strukturu PHA
a to se vSsemi moznostmi, které kombinace zvoleného organismu, pfipadné jeho genetické Upravy
a chemické struktury zdroje uhliku jako prekurzoru biochemické syntézy, nabizi. Lze také do jisté miry
fidit findIni distribuci molekulové hmotnosti v organismech, zejména zastavenim biotechnologického
procesu ve vhodny okamzik tak, aby syntetizujici mikroorganismy nezacaly vzniklé PHA opét
spotfebovavat. Klicovym parametrem hodnotici Uspéch tohoto kroku je vsak finalni PHA vytéZek
v procesu, tedy obsah PHA v bakterialni biomase.

vvvvv

vétsiho poruseni molekularni struktury. Existuji dva zakladni pfistupy [44]:
e Rozpoustédlova extrakce za pouziti vhodnych organickych rozpoustédel
e Digeséni metody narusujici bunéénou membranu, at uz chemicky, enzymaticky nebo fyzikalné
Studované metody izolace PHA jsou v r@izném stupni TRL (Technology Readiness Level, Uroveri
technologické pfripravenosti) [45]. Metody vyuZivajici organicka rozpoustédla jsou z pohledu
zachovani distribuce molekuldarni hmotnosti a dosazené Cistoty vyhodnéjsi [46]. V pfipadé PHB je vSak
skupina vhodnych rozpoustédel pomérné mald, obsahujici zejména halogenovana rozpoustédla.
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V laboratornich procesech izolace pro vyzkumné ucely se nejcastéji vyuzivd referencni extrakce
v chloroformu. Z pohledu legislativy je vak ve velkém primyslovém méritku v podstaté nemozné
v budoucnu takovy proces extrakce vyuZivat. Je proto zvySeny zajem o druhou skupinu izolaénich
metod, kde je fyzikdlné chemickym zpUsobem rozloZzena bunécna sténa organismi tak, aby bylo
mozné nativni ¢astice PHA od zbytk( buné&&nych stén nasledné odseparovat [47], [48]. Casté je vyuZiti
NaOH [49], jeho kombinace s chlorovanymi slou¢eninami jako chlornan sodny [50], vyuZziti amoniaku
[51], nebo surfaktantd.

Dle autorl lze vyuZit synergii NaOH se surfaktantem Lysol (alkylbenzene sulfonate) pfi izolaci
poly(3-hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu) (P3,4HB). Autofi dosahli Cistoty nad 93 % a vytézku
94 % a to bez dramatického poklesu molekulové hmotnosti oproti referenéni izolaci chloroformem
a uvadeéji, ze lze tuto extrakéni metodu pouZit pro vyrobu vysoce Cistého PHA pro biomedicinské
aplikace [52]. Ze ziskanych zkusenosti Laboratore bioplastl se zpracovanim PHB blend( vsak vyplyva,
Ze Cistota pod 97% je jiz velmi nevhodna pro termalni zpracovani. Mnozstvi zbylé biomasy zpUsobuje
akceleraci termické degradace, coZz bylo viditelné na TGA i cyklickych zdznamech DSC. Navic
dochdazelo ke shlukovani biomasy v polymerni taveniné a tvofeni defektl zplsobujicich éasto
nemoznost zpracovani napriklad do podoby rozfukované félie nebo vldken.

Vsechny izolacni metody jsou optimalizovdny na tfi parametry — vytézek, Cistota a vysledna
stfedni molekulovd hmotnost polymeru. Je zfejmé, Ze zlepSenim dvou libovolnych parametrl je
zpravidla zhorSen ten treti a je proto tfeba najit optimum pro konkrétni aplikaci. VSechny izola¢ni
metody produkuji pochopitelné odpad, ktery je tfeba v prlimyslovém procesu likvidovat.
Koncentrace surfaktant(, soli a organickych latek véetné zbytkd bunécnych stén (biomasy) je ¢asto
kritickym parametrem pfi up-scale zkoumané technologie izolace PHA.

ProtoZe byl tym Laboratore bioplastl zavisly na kvalité PHB, bylo rozsifeno portfolio fesenych
témat i o tuto problematiku. V ramci Uspésné obhdjené disertacni prace Ing. Anety Pospisilové, Ph.D.
bylo jednim z cil( vyuZit diges¢ni metodu izolace PHB za pouZiti mydla. Toto mydlo bylo pfipraveno
zmydelnénim odpadniho kuchyriského oleje, ktery se vyuziva praveé jako zdroj uhliku pro fermentacni
proces. V procesu vyroby PHB z kuchynského oleje byla tedy cast vstupniho materidlu odklonéna
a vyuZita na vyrobu surfaktantu pro izolaci PHB. Po jeho vyuZiti v procesu izolace bylo mydlo spolu
s neoddélitelnymi zbytky bunécénych stén vysrazeno, pfevedeno zpét do formy mastnych kyselin
a vyuzito jako zdroj uhliku pro dalsi fermentacni proces. Tato unikatni metoda byla publikovana v Pub
2. Optimalizaci procesu izolace z pohledu koncentrace mydla a vyuZiti proteazy bylo dosazeno pfi
poméru hmotnosti mydla na suchou buné¢nou biomasu o hodnoté 0,125 Cistoty vy3si nez 95 %.

Tato metoda pak byla srovndvdna s vyvijenou a optimalizovanou alkalickou a kyselou digesci
a chloroformovou extrakci. Cilem bylo nalézt podminky pro dosaZeni polymeru s dostatecnou
Cistotou pro kosmetické aplikace nebo dostatecnou molekulovou hmotnosti a dCistotou pro
zpracovani do podoby plastu napfiklad pro 3D tisk. Vzorky PHB ziskané za plsobeni alkalickych Cinidel
mély extrémné nizkou tepelnou stabilitu a teploty tani se béhem experimentld DSC vyznamné sniZily.
GPC vzork( po izotermické degradaci potvrdilo vyrazny pokles molekulové hmotnosti. Pro eliminaci
hydrolyzy PHB v zdsaditém prostfedi byl testovan pfidavny krok kyselého promyti extrahovaného
PHB a pridavek anhydridu kyseliny jantarové pfi jeho zpracovani v taveniné. Molekulovd hmotnost se
tak sniZila mnohem méné nez bez této stabilizace a PHB bylo moZné zpracovat v typické referencni
recepture pro vyrobu struny pro 3D tisk. Vysledky byly publikovany v Pub 3.
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4 TERMOPLASTY NA BAZI PHB PRO 3D TISK

3D tiskem je zde v textu minéna metoda aditivni vyroby tfidimenzionalnich predmétll. PfestozZe nejde
formalné o tisk, termin je takto pouZivan mezi odbornou i laickou verejnosti. FDM (Fused Deposition
Modeling) a FFF (Fused Filament Fabrication) pak znaci tisk z polymerni taveniny, zpravidla vzniklé
roztavenim kalibrované tiskové struny v tiskovém extruderu.

Za datum vzniku techniky FDM je povaZovan rok 1989 diky S. Scott Crumpovi. Pojmy 3D tisk a 3D
tiskarna se vsak i diky dalsim aditivnim technologiim zacaly objevovat az v druhé poloviné 90. let.
Roku 2004 Adrian Bowyer zaloZil projekt RepRap (Replicating Rapid Prototyper), ktery zpfistupnil
moznost 3D tisku béZné verejnosti. V lednu r. 2009 byla dostupna prvni 3D tiskdrna BfBRapMan 3D
ke komercénimu prodeji ve formé kitu. Poté v dubnu byla uvedena na trh dalsi tiskdrna spolecnosti
MakerBot, ktera také stoji za online knihovnou 3D modell Thingiverse. Firmu MakerBot koupila roku
2013 za zhruba 400 milion( dolar(i spole¢nost s ndzvem Stratasys [53].

Od r. 2009 dochazi k prudkému rozvoji FDM 3D tisku. Ve stejném r. zahdjil svoji ¢innost Josef
Prdsa, ktery nasledné svymi tiskarnami pro Sirokou verejnost dokazal vybudovat Uspésny byznys. 3D
tisk plastovych vyrobk( v dnesni dobé vyuZivaji firmy nejen ve vyzkumu a vyvoji, pfi prototypovani,
ale také Uspésné ve vyrobnich procesech [54].

4.1 Motivace

S prudkym rozvojem FDM 3D tisku logicky nastal také rozvoj v oblasti materialli pro tuto technologii.
A zde vznikla pfilezitost hledat nova feSeni pro nové vznikajici segment trhu. Poptavka od
spottebitelll z priimyslové sféry i od domdacich uZivatell je diametrdlné jind. Zatim co primysl si Zzadal
feSeni s mechanickou a teplotni a chemickou odolnosti, domdci uZivatel vyhledaval ¢asto material
s péknym designem, snadnou tisknutelnosti, ptirodniho plvodu nebo materidl ,se zajimavym
pfibéhem*”. V posledni dobé uZivatele upfednostnuji materialy, které pfi tisku neuvoliuji neptijemné
emise a zajimaji se o ekologické aspekty spojené s pouzitim tiskového materidalu. PHB vyrabéné
zamyslenou a optimalizovanou technologii Hydal z odpadniho kuchyriského oleje ma diky vyuziti
odpadu nizkou uhlikovou stopu a tim i sv{ij pozitivni pfibéh pro spotiebitele. Oproti ABS nezapacha
styrenem a oproti PLA nabizi diky své krystalinité vyssi teplotni stabilitu. V neposledni fadé bylo
jasné, ze zvladnuti technologie 3D tisku na bazi PHA otevie dvefe do velmi zajimavych a atraktivnich
aplikaci v mediciné [55]. Spolec¢né s nadSenim pro automatizaci, robotizaci, nové technologie byla
vize zvladnout cely proces vyvoje od surového materialu PHB po zdafily vytisk obrovskou vyzvou.

Tomu vSemu vSak musela zakonité predchazet snaha zvlddnout proces zpracovani PHB
z technologie Hydal, jeho charakterizace za ucelem vstupni kontroly, aditivace z divodu procesni
stabilizace, modifikace a fizeni mechanickych vlastnosti pridavkem zmékcéovadel, vytvareni vhodnych
kompozitnich materidll a sledovani biodegradability a mozZnosti recyklace. Podstatné vysledky
z téchto praci jsou se stru¢nym komentarem zahrnuty do nasledujici kapitoly.

4.2 Metody a uskali zpracovani PHB

V dobé vzniku zdméru tymu Laboratore bioplastl (2013) vyvinout plastovy materidl na bazi PHB
pochazejiciho z technologie Hydal (se svymi specifiky) bylo k dispozici jen nékolik malo publikaci
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s informacemi o redlném chovani PHB v procesech primyslové kompaundace. Bylo to zfejmé dano
i nedostupnosti dostate¢ného mnozstvi kvalitniho PHB pouZitelného pro zpracovani v taveniné.
Vétsina publikaci se tak z pocCatku opirala zejména o studium chovani PHB a jeho kopolymerl
pfipraveného do podoby félie z roztoku chloroformu nebo lisovanim materidlu ve vyhtivanych lisech.

Vlastnosti PHB a jeho kopolymer( byly zkoumany uz v 70. letech 20. stoleti. Napfiklad v publikaci
zr. 1963 byla popisovana molekulovd hmotnost a intristickd viskozita, stereoregularita i struktura
krystal(l PHB [56]. V r. 1971 vysla publikace srovnavajici bakterialni PHB se synteticky pfipravenym
PHB z beta-butyrolaktonu [57] a vr. 1984 trojice publikaci popisujici mechanismus termalni
degradace PHB jak z pohledu produktl reakce [40], dopadu na molekulovou hmotnost [41]
a reakéniho mechanismu [42]. V publikaci [58] z r. 1994 jsou sledovdny mechanické vlastnosti PHB
a PHBV v zavislosti na jeho tepelném zatizeni (180 a 190 °C, 0-10 min) a ddvané do souvislosti
s mérenou molekulovou hmotnosti. V komunité védc( zabyvajicich se timto materidlem bylo v tu
dobu ziejmé, ze PHB i PHBV jsou proti konvencénim plastim velmi citlivé na parametry zpracovani.

4.2.1 Krystalizace

Cisté PHB ma velmi nizkou nukleaéni hustotu [59]. To md za nasledek tvorbu velkych krystalovych
struktur, na jejichz prevainé ¢asti se tvori mikrotrhliny, coz zhorsuje mechanickou odezvu PHB [60].
Pouziti nukleacnich cinidel podporuje tvorbu mensich sférolitd a konzistentnéjsich krystalickych
struktur, aby se zabranilo porucham a jevu rekrystalizace v PHB a zajistilo se konzistentni mechanické
chovéani PHB v Case. Z efektivné fungujicich nukleant( pro PHB je znam nitrid boru [60], sacharin [59],
TiO, [61], orotova kyselina a mastek [62]. Mastek je diky svym OH skupindm schopen v taveniné
polyesteru transesterifikacni reakce. Vznikne tak produkt, ktery plsobi jako nukleant [63]. Testovan
byl i nukleaéni uéinek zamérné pridavaného nizkomolekularniho PHB, dle autor( vzrostla razova
houZevnatost, nicméné ani v téchto materidlech se nepodarilo dosdhnout vyssi taznosti nez 8 % [64].

Jak bylo zminéno vyse, skelny pfechod PHB je kolem 0 °C, proto pfi laboratorni teploté maji
amorfni fetézce PHB dostatecnou pohyblivost, aby pokracovaly v krystalizaci, coz ma neblahy vliv na
mechanické vlastnosti. Bylo zjiSténo, Ze Zihani pti teplotach 120 °C nebo vyssich vede ke zlepseni jak
kritického faktoru intenzity napéti, tak rychlosti uvolfiovani deformacni energie lomové
houZevnatosti, kterd je do znacné miry zachovana pfi opétovném starnuti [65]. Navazujici prace
zjistily a potvrdily, Ze PHB podléha krystalizaci fyzikalnim starnutim, coz zplsobi zkfehnuti materialu
a omezi jeho moZnosti pouZiti, a Ze Zihani ovliviiuje chovani PHB pfi lomu [66] [67] [68]. Zatim co pfi
fyzikdlnim starnuti dochazi k dokonalé krystalizaci, kterd neposkytuje dost volného prostoru
molekuldm podléhat plastické deformaci, v pfipadé wvyzihani a zchlazeni vznikd nedokonald
krystalicka struktura, ktera plastickou deformaci molekul na rozhrani umozni. Autofi také upozoriuji
na fakt, Ze teplota tani této krystalické faze se nachazi jiz v rozmezi od 80 do 165 °C [69] [70].
Vyuzitim vté dobé pomérné nové metody modulovaného DSC bylo zjisténo, Ze sekundarni
krystalizace dale znamena také vitrifikaci ¢asti amorfnich retézcl spojenych s krystaly za vzniku tuhé
amorfni frakce (RAF). Diskutovan je také vliv RAF na krystalizaci PHB, protoZe jeho vitrifikace béhem
krystalizace mUZe branit nebo dokonce zastavit dalsi rdst krystalQ [71] [72]. Difuzni aktivacni energie
obou procest krystalizace (v taveniné a ve skelném stavu) jsou srovnatelné, stim rozdilem, Ze
krystalizace ztaveniny je difuzné fizena a probihd 1D rlstem sférolitd za konstantni nukleacni
rychlosti se systematictéji orientovanou strukturou nez v pripadé 2D krystalizaci sférolit( za skelného
stavu. [73]
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4.2.2 Distribuce molekulové hmotnosti

Mechanické vlastnosti polymerniho materialu jsou pochopitelné zavislé na jeho distribuci molekulové
hmotnosti. Ne vzdy autofi uddvaji molekulovou hmotnost (M,) PHA pfed a po jeho zpracovani. Jiné
prace se vztahu procesnich podminek a zmény M., pfimo vénuji. Poznatky ze skute¢ného zpracovani
PHBV do podoby rozfukované fdlie jsou diskutovany naptiklad v publikaci [74]. Vysledné félie maji
pomérné vysokou pevnost, ale nizkou tazinost (2-6 %), kterd je zdvislda na molekulové hmotnosti
polymeru. Ta klesd jak s rostouci teplotou zpracovani, tak s rychlosti otacek Sneku.

V publikaci [75] byly udaje o moldrni hmotnosti ziskané pomoci SEC pred zpracovanim pouzity
k odhadu snizeni moldrni hmotnosti v dlsledku tepelné degradace polymeru a porovnany
s experimentalnimi hodnotami ziskanymi z PHB po extruzi a po extruzi s naslednym vsttikovanim.
Vysledky ukazaly, Ze redukce polymerniho retézce po zpracovani byla vyssi, nez se ocekavalo, coz
naznacuje, ze tepelna degradace nebyla hlavni pfi¢inou poklesu M,. V podminkdch studovanych
v této praci se stfih polymerniho fetézce existujici v procesech vytlacovani a/nebo vstfikovani jevil
jako dulezity faktor, ktery je tfeba vzit v Gvahu pfi feseni velkych/primyslovych aplikaci PHB.

4.2.3 Procesni stabilizace

Logickym dusledkem tohoto poznani je snaha vyzkumnych tymU potlacit nebo kompenzovat pokles
M, pfi termickém zpracovani v taveniné. Vzhledem ke zndmému mechanismu tepelné indukovaného
stfihu retézce PHB je ziejmé, Ze potlaceni tohoto jevu Ize realizovat pouze snizenim procesni teploty
a doby pobytu polymeru v téchto podminkach. Z tohoto pohledu je vyhodnéjsi vyuzit kopolymery
PHA, které maiji nizsi teplotu tani a tim Sirsi zpracovatelské okno. Jak bylo zminéno vyse, jednou z cest
je i snizeni interakci molekul pomoci lubrikantu a tim snizeni smykového namahani v taveniné. | pres
to, Ze nebyla prokazana role oxidacnich reakci pfi degradaci PHB, se v nékterych novych pracich stéle
objevuje pridavek konvencnich fenolickych antioxidacnich stabilizator( [76], [77], [78] a [79].

Prokazatelny stabilizacni Ucinek na M, a vyvoj elastického modulu pruznosti PHB po kompaundaci
a vstfikovani byl pozorovan u pfidavku vytazku z vinnych pokrutin [80]. 15% pfidavek zaroven snizil T,
a pevnost v tahu a zvysil taznost PHB, takZe se aditivum zachovalo i jako plastifikator [81]. Podobné
byla testovana kyselina tfislovd, u které nebyl vliv na M,, prokazan [82].

Dalsim zplGsobem zmény degradacniho chovani polymeru je mozné dosdhnout zménou chemické
struktury. V publikaci [83] autofi provedli maleaci PHB v péti stupnich roubovani 0,21 — 1,18 %.
Teplota 5% hmotnostniho Ubytku se dle TGA sice posunula k vy$§im hodnotam, ale maleace byla také
provazena dramatickym poklesem M, (az na desetinu plv. hodnoty u nejvyssiho stupné maleace).

4.2.4 Plastifikace zmékcovadly

Snaha zlepsit kifehké chovani PHB vedla také spoustu tymu k jeho zmékcovani pomoci plastifikator(.
Vybér zmékcéovadla zahrnuje nékolik dalezitych kritérii. Je to napriklad vysoky stupen kompatibility
s polymerni matrici, ktery je odpovédny za jeho snadnou rozpustnost a jeho schopnost fungovat jak
v krystalickych, tak v amorfnich oblastech. Plastifikatory sniZuji T; @ modul pruznosti a zvySuji taznost.
Dulezita je molekulova hmotnost a chemicka strukturu zmékcovadla, véetné polarity, tvaru a velikosti
molekuly. Zasadni je také nezddouci migrace zmékéovadla. Cim vétsi je molekula zmékéovadla, tim
nizsi je jeho tlak par a tim vétsi je jeho stdlost uvnitf polymeru. Velice rozsdhld resSerSe [84]
prezentuje seznam 25 testovanych zmékcovadel v PHB. VétSina zmékcovadel dosahuje nizkych

hodnot taznosti PHB pod 15 %. To je ptipad ¢asto pouZivaného acetyltributylcitratu (ATBC), ktery
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dosdhl taznosti pod 10 % a to i presto, Ze je reportovan posuv PHB T; aZ na -30,7°C [84] [85] [86] [77].
Hranici taznosti nad 15 % pak presahuje dnes jiz velmi ¢asto pouzivany tributylcitrat a trietylcitrat
[84]. Dle taznosti vynikaji svoji hodnotou nad 15 % také aditiva: decylester, 2-butyloctylester
a hexylester kyseliny acetylsalicylové a etyl2-(3-benzoylfenyl)propanoat. Zde je nutno uvést, Ze
materialy byly pfipraveny roztokové do podoby félie a neprosly tedy zpracovatelskym cyklem. Dle
autor(i testované derivaty s kratkym retézcem se rychle vypafovaly a uvolfovaly ve vodném
prostiedi, zatimco slouceniny s dlouhym fetézcem mély tendenci krystalizovat. V obou ptipadech
vSak PHB filmy béhem kratké doby zkiehly. Decylester kyseliny salicylové a 2-butyloktylester kyseliny
salicylové byly tak autory povazovany za zmékcovadla vhodna pro PHB v Iékafskych aplikacich [87].

Publikace [88] zkouma plastifikacni ucinek aditiv na bazi esterl kyseliny ferulové (esterifikovano
butandiolem, pentandiolem a glycerolem). Pridavkem 30 % aditiv bylo mozné dosahnout taZnosti
250 %, ale v prlibéhu nékolika hodin dochazelo ke kiehnuti a snizeni taznosti na velmi malé hodnoty.

4.2.,5 Miseni s dalSimi polymery

Z informaci vyse vyplyvd, ze samotné PHB je klasickymi postupy aditivace stabilizatory a plastifikatory
jen velmi téZce zpracovatelné a vysledné mechanické vlastnosti nejsou akceptovatelné pro mnohé
aplikace. Vyzkumné tymy se tak velmi brzy zacaly ubirat cestou vytvareni smési, a to i s vyse
popisovanymi prisadami (napt. plastifikdtory, nuklea¢nimi cinidly, lubrikanty, stabilizatory) na
zpracovatelny termoplast s akceptovatelnymi mechanickymi vlastnostmi [89] [90]. PHB dodava casto
vyslednému materidlu zajimavé vlastnosti, jako je jeho biorozlozitelnost a biokompatibilita.
K dispozici jsou kvalitné zpracované rozsahlé reserse [84], [89], [90] zahrnuijici pres 500 zdroju.

Polymerni termoplasticka aditiva vyuZivana ve smésich s PHB jsou dle plvodu uhliku polymery
z obnovitelnych zdrojli a to bud' syntetické (PLA, PBS [91], biopolymery (sem patfi celd skupina PHA,
termoplasticky skrob), nebo polymery z fosilnich zdroja (PBAT [92], PVAc, PVA, PCL, PEG, PPG [93].
Popis aktudlniho stavu z tohoto pohledu jiz pfekracuje moZnosti této prace a budou zde uvedeny jen
kombinace pouZivané ve vyzkumu publikovaném tymem Laboratofe bioplasta.

4.2.5.1 PHB/PVAC

Blendy s PVAc byly jedny z prvnich Uspésnych feSeni nedostatk(i PHB [94]. Pfestoze misenim
biopolymeru se syntetickym polymerem z fosilnich zdrojl findlni smés ztraci jednu ze svych klicovych
vyhod (material z plné obnovitelnych zdrojl), tato smés nabizela akceptovatelné mechanické
vlastnosti pro rfadu aplikaci. PVAc je pIné misitelné s PHBV (12% HV), coz dokazuje linearni zavislost T,
na misicim poméru [95]. Podobny trend byl pozorovan u PHB. Analyza dle modelu Avrami ukazala, ze
pridani PVAc do PHB ma za nasledek snizeni celkové rychlosti krystalizace faze PHB, ale neovliviiuje
mechanismus nukleace PHB a geometrii rdstu krystal( [96].

Citlivost PHB pfi zpracovani se podafrilo sniZit pfidavkem PVAc spolec¢né se zmékéovadlem (napfr.
ATBC), lubrikantem (glycerol monostearat) a nukleacnim cinidlem (sacharin). Z ¢asové zavislosti
viskozity taveniny pti zpracovatelské teploté 185 °C je viditelna lepsi stabilita blendu proti PHB [97].

4.2.5.2 PHB/PLA

Polylaktid (PLA) je biologicky odbouratelny termoplasticky polymer patfici chemicky do skupiny
polyesterd. Chiralni atom uhliku v monomerni jednotce kyseliny mlécné cini strukturu opticky aktivni.
Proto existuji dva stereoizomery mlécné kyseliny a vysledny polymer PLA je komeréné dostupny
v mnoha typech liSicich se pomérem L a D formy, ktery definuje jeho vlastnosti [98]: L-poly(kyselina

17



mlécnd) (PLLA) a D-poly(kyselina mlécna) (PDLLA). PLLA je semikrystalicky polymer s krystalinitou
kolem 37 %, teplotou tani 170-180 °C a teplotou skelného prechodu v oblasti 60-67 °C, coZ pfispiva
ke krehkosti materidlu pri teploté okoli. PDLLA je amorfni polymer, ktery ma teplotu skelného
pfechodu mezi 50-60 °C [37]. Stejné tak jsou na trhu typy liSici se distribuci M,, vhodné svym
indexem toku pro vytlacovani, vstfikovani i vldknarské aplikace [89]. PLA ma nékteré vyznamné
nedostatky, jako je nizkd pevnost taveniny, pomala rychlost krystalizace, Spatna zpracovatelnost,
vysoka kfehkost, nizka houZevnatost a nizka provozni teplota, které omezuji jeho pouZiti. Proto je
i v jeho pfipadé hledana mozZnost jeho miseni s dalSimi polymery. [99]

V roztoku vysokomolekuldrni PLA obecné nemisitelné s vysokomolekuldarnim PHB, jak je vidét ze
studia izotermické krystalizace, kdy pti 150 a 155 °C dochazi k separaci fazi PHB a PLA [100]. Naproti
tomu, nizkomolekuldrni PLA je misitelné s vysokomolekuldarnim PHB a naopak [90]. V taveniné je pak
za vhodnych podminek PLA s PHB misitelné a smési vykazuji synergicky efekt [101]. PLA je efektivné
nukleovdno PHB a pritomnost PLA stabilizuje PHB. Zejména, kdyz je pouzito zmékcéovadlo funkéni pro
oba polymery, dosahuji plasty na bazi téchto smési vhodnych mechanickych vlastnosti [98].

Pfi smichani v poméru 1:1 méni PLLA mechanismus krystalizace PHB a snizuje jeho teplotu
krystalizace (T¢). V misitelnych smésich PHB a PLLA s nizkou M\, je pfi 110 °C zapotiebi 8 hodin
k dokonceni ko-krystalizace. V nemisitelnych smésich vykazoval PLLA sniZzenou rychlost krystalizace
zpUsobenou efektem zfedéni taveniny PHB, zatimco T; zlistalo nezménéno [102]. Pridani PLLA
k matrici PHB vede ke zvySeni T; a T. a poklesu Tn, spolu s rozsifenim piku tani, coZ Ize vysvétlit
rekrystalizaci a/nebo ztlusténim lamel. Kromé toho se sniZi krystalinita a podet velkych sférolit(
a snizi se rychlost krystalizace PHB. V pfipadé amorfni PDLLA sférolity PHB objemové vyplfiuji PDLLA
inkorporovanou v intersferolitickych oblastech [103].

Kompatibilita smési PHB/PDLLA se da zlepsit ¢asteénym zesitovanim za pouziti DCP. PHB tak diky
zesiténi vykazovalo zhorseni krystalizac¢ni schopnosti a smés vykazovala sniZzenou teplotu krystalizace
a nizsi krystalinitu, naopak doslo ke sniZeni teploty tani. Mechanické vlastnosti, zejména pevnost
v tahu a ohybu a rdzova houZevnatost smési, a také reologické vlastnosti taveniny se zlepSily [104].

4.2.5.3 PHB/PCL

PCL je biologicky odbouratelnym semikrystalickym polymerem z rodiny syntetickych alifatickych
polyester(, ktery je v omezeném mnozstvi misitelny s PHB, pfi vyssi koncentraci vytvafi PCL domény.
V préci [105] byla vyvijena nova biologicky odbouratelnd zmékcéovadla na bazi kopolymeru P(3HB-
co-PCL) pro zlepsSeni fyzikalné-chemickych vlastnosti smési PHB a PCL. Ptridanim zmékcovadel do
smési PHB/PCL se cca 4-6 zvysila taznost smési PHB/PCL 50/50 ve srovnani s Cistym PHB. Pridavek

vevs

pozorovan zadny neptiznivy dopad na pevnost v tahu a modul pruznosti smési.

PCL v kombinaci s PHB miZe zvysit tuhost i elasticitu smési, pokud je kompaundace provedena
reaktivné za pritomnosti peroxidu [106]. Podobné je tomu u smési PCL s PHBV, biopolymerem
pfibuznym PHB. Smés PHBV PCL pfipravena pomoci reakéniho vstfikovani s pridavkem
dikumylperoxidu vykazuje vlastnosti liSici se od velmi pruznych aZ po houZzevnaté materialy [107].
Reaktivni extruzi smési PHBV/PCL v pfitomnosti 1% sitovaciho cinidla 1,3,5-tri-2-propenyl-1,3,5-
triazin-2,4,6(IH,3H,5H)-trion (TAIC) a peroxidu bylo dosaZeno zvyseni taZnosti ze 6,7 % na 25 %.
Zlepsend mezifazovd kompatibilita také prispiva ke zlepSeni houZevnatosti smési [108].
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4.2.6 Kompozity na bazi PHB

Termoplastické kompozitni materidly predstavuji pomysiny vrchol v konstrukci funkénich materiald.
Potkavd se zde know-how z mnoha oblasti diskutovanych vySe: zpracovani termoplastickych
polymer(i, fizeni reologie pfi zpracovani taveniny, problematika lubrikace, stabilizace, nukleace
vhodnymi aditivy a zmékcovani pomoci kompatibilnich zmékcovadel, pfipadné reaktivni procesy
modifikujici cely materidlovy systém. K tomu vSemu vsSak pfibyvd znalost vlastnosti vyztuze, jeji
kompatibilita z hlediska povrchové energie a funkénich skupin, kompatibilizace pfed zpracovanim
nebo v priibéhu zpracovani a zabezpeceni dispergace plniva nebo vyztuze ve findlnim materialu.

V pfipadé termoplastické matrice na bazi PHA je logicky predmétem zdjmu zachovani
biodegradability celého systému a vyuZiti pfirodnich obnovitelnych zdroji. Vétsinova ¢ast praci je tak
zamérena na obecné lignocelul6zova plniva a rostlinné vlakenné vyztuze. Z pochopitelnych divodi je
zajem cilen hlavné na odpadni materidly, které sniZuji environmentalni stopu vzniklého materidlu.
Tuto problematiku shrnul autorsky kolektiv v r. 2021 do prehledného 15 strankového review s témér
100 odkazy. V textu jsou uvedeny jednotlivé strategie pti zpracovani kompozitli [109].

Vyuziti lignoceluldzy jako plniva neni v cilech ani prezentovanych vysledcich této prace, proto
budou podrobnéji komentovany jen zdroje zamérujici se pfimo na 3D tiskové aplikace pomoci
metody FDM v kapitole 4.6.7. Druhou obrovskou skupinu materialG tvofi PHA kompozity na bazi
anorganické vyztuze. Diky biokompatibilité PHA polymer( je pozornost ve vyzkumu téchto kompozitQ
vénovana jejich potencialu vyuziti v mediciné [110].

Sirokou paletu kompozitnich material(i na bazi PLA/PHB a jejich vlastnosti shrnuje obsahlé review
[89]. Jsou zde predstaveny r(zné konstrukce materidlového sloZeni blendld a kompozitd na bazi
PLA/PHB a rlznych vyztuzi. Pfi blizsim studiu dosaZenych hodnot materidlovych vlastnosti uvedenych
v této publikaci se ukdzalo, zZe jde bohuZel v podstaté o neporovnatelné vysledky dosazené rdznymi
zpUsoby pfipravy i charakterizaénimi technikami. A pravé této oblasti ¢asticovych anorganickych
kompozitd pro FDM 3D tisk zamyslenych pro medicinské aplikace je vénovana kapitola 5.

4.3 PHA materialy pro 3D tisk

Pro Uplnost je také tfeba poznamenat, Ze materidly na bdzi PHA je mozné tisknout i jinymi
technologiemi neZz FDM [111]. Tato prace vSak bude déle pojedndvat pouze o FDM metodé tisku PHA
materidll, ktera byla vyuZita ve vyzkumu Laboratore bioplastl. Materidly na bazi PHA maji diky svym
vlastnostem potencial zejména v mediciné [112] a pravé tam je mifena velkd cCast dnesnich
vyzkumnych praci [113]. Aktuadlni stav tohoto Uzce specializovaného vyzkumu je soucasti kapitoly 5.2
zamérené pouze na FDM 3D tisk PHA materiald pro medicinu.

K dnesnimu dni existuje mnoho komeréné dostupnych materidlll pro FDM 3D tisk od Cistych
termoplastd po kompozity, bioplasty a biokompozity z bioplastd. Do kompozitnich tiskovych
materialQ jsou pouzity rlizné typy plniva a vyztuze, typicky mikrocCastice, nanocastice, ale i néktera
kratka vlakna, aby se zlepsily vlastnosti vyslednych vytisténych dild [114].

Prvni pokusy testovat PHB v 3D tisku metodou FDM byly nalezeny v publikaci z r. 2016 [115].
Experimenty zahrnuté v této préci ukazuji, Ze pomoci extruderu EX2 Filabot Ize polymer PHA vytlacit
do konzistentniho vlakna pfi 170 °C a rychlosti Sneku 15 otacek za minutu. VIakno bylo po prichodu
vodni lazni navijeno pomoci automatického navijeciho zafizeni fizeného platformou na bazi Arduino.
Jak sdm autor uvadi, testy redlné tisknutelnosti vSak viceméné selhaly.
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Lze predpoklddat, Ze z informaci o vlastnostech PHB uvedenych vySe bylo usouzeno, Ze Cisty
polymer PHB neni vhodnym materidlem pro 3D tisk. Vyzkum se tak ubiral podobné jako v ptipadé
ostatnich metod zpracovani cestou miseni polymer(, vytvareni kompozitll nebo vyuziti kopolymert
PHA. To vSe za poutZiti vhodnych zmékcéovadel ptipadné reaktivnich cinidel. Plasticky a houZevnaty
polymer PBS ve smési PBS/PHB zlepsil tepelné zpracovani a reologické vlastnosti [116]. Podobnou
strategii zvolili v praci, kdy za Géelem kompatibility Spatné misitelnych PHB/PCL smési byl pouzit
dikumylperoxid (DCP) [117]. Vysledné materidly PHB/PCL-DCP vykazovaly mirné zvyseni prodlouzeni
pti pFetrZeni a vyznamné zlep$eni rdzové houZevnatosti (7,2 kJ-m2) ve srovnani s PHB. Dal$iho snizeni
Youngova modulu a zlepSeni razové houZevnatosti (15kJ-m?2) bylo dosaZzeno zaélenénim
nizkomolekularniho polyethylenglykolu jako zmékcovadla. Taznost vsak zlstala pod 10 %.

Podobny problém se Spatnou misitelnosti a tim i zpracovatelnosti do podoby tiskové struny byl
feSen v pripadé PHBV/PLA kompatibilizaci za pomoci styren-akrylatového kopolymeru s oxiranovymi
skupinami - zndmého aditiva (chain extenderu - CE) Joncryl ADR-4368. Reologicka analyza prokazala
zlepSeni tisknutelnosti smési PHBV:PLA:CE umoZnénim vyssi teploty tisku (220 °C) a dostatecné
rychlosti tisku (45 mm-s?). Prace ukézala, jak procesni parametry (teplota a rychlost tisku, tloustka
vrstvy a teplota tiskové podlozky) mohou ovlivnit mechanické vlastnosti 3D vytisku. Optimalizované
vzorky tisku vykazovaly vy$$i modul pruZnosti, pevnost i houZevnatost. TaZznost nicméné opét
nepresahla 10 %. Autofi dosli k zavéru, Ze dobra tvorba vazby mezi jednotlivymi vrstvami pfi tisku
byla rozhodujici pro zlepSeni mechanickych vlastnosti. [118].

Vliv parametr( tisku sleduje i nasledujici publikace na materidlu PHBHx [119]. Zde je diskutovéana
zejména problematika adheze prvni vrstvy k tiskové podloZce a krystalizacni smrsténi, které ma
negativni efekt na warping a tim zhorsuje tisknutelnost.

Smés P3,4HB (10 mol% 4HB)/PLA byla zkoumana kolegy z FCH VUT. Reologické a mechanické
vlastnosti kopolymeru byly modifikovany pfidanim zmékcovadel (acetyltributylcitrat) nebo
smichanim s PLA. Pouzit je také CE Joncryl ADR4468 a fenolicky antioxidant Irganox 1010. P3,4HB
mirné potlacovalo tepelnou degradaci, ale nejlepsi stabiliza¢ni ucinek byl zjistén v pripadé
kopolymeru ve smési s PLA. Dle téchto vlastnosti autofi konstatuji, Ze mékéeny P(3HB-co-4HB) je
potencidlnim kandidatem biodegradabilniho polymeru pro procesy FDM [79].

V posledni dobé se tési zajmu pridavani prirodnich plniv do biologicky odbouratelnych polymert
kvali zvySené poptavce po biologicky odbouratelnych kompozitnich materidlech [120]. Vyzkum se
zaméfil na vyvoj biokompozitniho vldkna na bazi PHB/PLA, Casticové vyztuze 10, 20 a 30 %
hydroxyapatitu (HA) a polypropylenglykolu (PPG) jako zmékéovadla [121]. Pfidani PPG zlepsilo
zpracovatelnost béhem vyroby filamentu a 3D tisku. Biokompozit s 10 % HA a 10 % PPG vykazoval
vynikajici 3D tisknutelnost. Zminény kompozit ma vynikajici mechanické vlastnosti - razovou
houZevnatost 1,85 kJ-m, modul pruznosti v ohybu 3,2 GPa a napéti v ohybu pfi 2% deformaci 42,5
MPa. Autofi také uvadéji prodlouzZeni pfi pretrzeni (6 %), které je vyssi nez u komercniho PLA (4 %).

Pridani lignocelulézovych vidken do polymerni matrice je jednou z cest, jak nahradit napfiklad
sklenéna vlakna v biokompozitech. Zajimavou praci je vyuZiti odpadniho ligninu z borového dreva
jako vedlejsiho produktu biorafinerie. Pfidavek ligninu v PHB v mnoistvi 20 % w/w zlepsuje adhezi
vrstvy béhem 3D tisku a zvySuje kontaktni uhel vody. Navic znatelné snizuje warping. Zkousky 3D
tisku byly provedeny pomoci tiskarny MakerGear™ V2 vybavené pomérné velkou tryskou 0,75 mm.
Vyska vrstvy byla nastavena na pomérné velkych 0,3 mm, rychlost tisku byla 1500 mm/min. Tryska
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byla temperovana na 190 °C a sklenéna tiskova podlozka potazena PVA lepidlem byla vyhtivana na
40 °C [122]. Do PHA (blize nespecifikovano, Tm 145 °C) byla také pfiddvana drevni moucka (stfedni
velikost ¢astic 75 um). Vzhledem k tomu, Ze nebyla pfidavana Zzadna kompatibilizace ani plastifikace,
vysledny materidl se choval kiehce [123]. Jednou z moZnosti je pouziti bunifinovych vldken
z celulézového a papirenského primyslu [124]. V této praci byly pripraveny biokompozity z PLA, PHA
a vlaken sulfatové buniciny za uc¢elem nalezeni vhodného sloZeni filament(l pro 3D tisk. Pfidani 30 %
sulfatovych vldken k PHB/PLA nevedlo ke zlepseni mechanickych vlastnosti. Tisknutelnost sloZitych
geometrii byla dobra.

PHB bylo také miseno s vicesténnymi uhlikovymi nanotrubkami (MWCNT) v mnoZstvi od 0,25 do
5% pro dosazeni elektrické vodivosti biomateridlu [125]. U kompozitl byla pozorovana dobra
dispergace v makro- a mikroméfitku. Pfidani MWCNT mélo za ndasledek zvyseni Youngova modulu
pruznosti a sniZzeni napéti pti pretrzeni. Materidly Uspésné prosly test biokompatibility s burikami
MRC. Vysledky ukazuji potencial pro pouziti v biomedicinskych elektronickych zafizenich.

4.4 Biodegradabilita finalnich PHA bioplastti a biokompozitu

Biodegradace je proces, pfi kterém se rozklada molekuldrni struktura organické latky plsobenim
mikroorganism( za pritomnosti kysliku (aerobni) na oxid uhliéity, vodu, mineralni soli a novou
biomasu, nebo za anaerobnich podminek za vzniku metanu. Kromé prostredi zavisi biodegradace na
mnoha materidlovych faktorech (chemicka struktura, morfologie, My, krystalinita, a dalsi).

Ocekavani védcl i politikd od bioplastl nyni nardzi na realitu a potrebu cirkuldrniho pfistupu.
Biodegradabilita znamena ztratu hodnoty materidld. Proto tuto vlastnost doporucuje EK vyuZivat
pouze tam, kde je to Zadouci - napf. jako bariérovy povlak nebo nosi¢ hnojiva a dalSich
agrochemikalii, obaly na c¢ajové sacky, na bioodpad, nebo materidl pro ndhradu syntetickych
primarnich mikroplastl apod. Rychly prehled o biodegradabilité biopolymerl poskytuje Obr. 3 [126].
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Aerobni degradace je pokryta zkuSebnimi metodami ASTM D5988 [127] a D5338 [128]. Oba
standardy popisuji méfeni vyvoje CO; s ohledem na mezofilni nebo termofilni teploty. Podle normy
ASTM D5988 by biodegradace méla dosahnout 70 % do 45 dn( a jeji hranice by méla byt dosazena za
méné neZ Sest mésicl, aby byla povaZzovana za platnou [57]. Standard ASTM G160 [129] popisuje
proces biodegradace pomoci méfeni Ubytku hmotnosti. Anaerobni degradace je dokumentovana
v normach ASTM D5511 [130] a D5526 [131], které se podobaji prostredi biologicky aktivnich
skldadek. Kromé toho je cyklus nasledné degradace na sklddce tvoreny aerobni degradaci
nasledovanou anaerobni degradaci diskutovan v normé ASTM D7475 [132], [109].

Uz v r. 1992 vysla publikace [133] ukazujici vliv teploty prostredi na rychlost biodegradace PHB
aPHBV a to v prostiedi pldy za laboratornich podminek, ve vodnim prostfedi a kompostu.
Vstrikované zkusebni vzorky z PHB ve tvaru dogbone ztratily po 200 dnech pfi 28 °C v plidé 74-93 %
pGvodni hmotnosti. V univerzitnim sladkovodnim rybniku polymery degradovaly velmi pomalu; po
pll roce ponoru byl zaznamenan pouze 4-7% Ubytek hmotnosti. V lokalni kanalizaci bylo dosazeno
podobnych procent Ubytku hmotnosti, ale po pouhych 2 mésicich. V morské vodé dochazelo k rychlé
degradaci: po pll roce zlstalo 61-71 % plvodni hmotnosti. Rychlost degradace PHA je obtizné
predpovédét, a to i pfi kontrole teploty, pH a obsahu vody.

Ve smési PHB s PHBV (22% HV) s vétsi koncentraci PHBV klesa krystalinita a roste rychlost
hydrolytického rozkladu ve fosfatovém pufru s pH 7,4 [134]. Vyrazné rychlejsi biodegradace PHBV
neZ PHB byla prokazana i v kompostu [135].

Tenké filmy ptipravené litim z roztoku chloroformu byly podrobeny degradaci jak v pufru, tak
v pfitomnosti extracelularni PHB depolymerazy. Rychlost enzymatické degradace byla mnohem
rychlejsi nez rychlost jednoduché hydrolytické degradace. K enzymatické degradaci doslo povrchovou
erozi. Hmotnost a tloustka filmu s ¢asem klesala, zatimco M., polyesterovych filmd zlstala béhem
enzymatické degradace témér nezménéna. Rychlost eroze polyesteru depolymerazou klesala v ¥adu
P3,4HB > PHB > PHBV. Rychld eroze P3,4HB filmu PHB depolymerdzou miZe byt zplsobena
snadnéjsim atakem molekuly enzymu smérem k esterovym skupindm kopolyesterovych fetézc(,
protozZe sterické branéni jednotek 4HB je mensi nez u jednotky 3HB nebo 3HV [136]. V pfipadé
biodegradace PHA v morské vodé je mechanismem degradace také povrchovd eroze

vvvvvv

| vysoce krystalické PHB tedy podléha biologickému rozkladu. Konstrukce vyrobku na jeho bazi
vSak vyZaduje casto pridavek jiného polymeru, pouziti procesnich aditiv a reakénich Cinidel, pripadné
plniva a vyztuze. Navic pfi termické degradaci v ramci procesu zpracovani PHB vznikaji krotonové
konce. Je tedy otdzkou, jak ovlivni sloZeni plastu a jeho zpracovani finalni biodegradabilitu.

4.5 Cile

Postupné zlepsujici se dostupnost a kvalita PHB HYDAL a PHB TianAn byla motivaci k vytyceni v té
dobé pomérné odvazného cile — vyvinout a optimalizovat PHB material s fizenymi vlastnostmi pro 3D
tisk metodou FDM. Tento cil byl také deklarovan v projektové Zadosti posléze Uspésné realizovaného
projektu PR 4. Tomuto cili vSak predchazel mnohem dulezitéjsi dil¢i cil - nalézt zpracovatelské
postupy pro experimentalni material PHB HYDAL a PHB TianAn do formy funkéniho recyklovatelného
termoplastu. A jak ukazuje vySe uvedena reserse, z pohledu dnesnich publikovanych informaci to byl
nelehky Ukol s ambiciéznim cilem.
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4.6 Dosazené vysledky

Tato kapitola je pravodcem vybranych vysledkd publikovanych v 11 publikacich tymu Laboratore
bioplastl za poslednich 10 let (Pub. 4-14) a je zdmérné doplnénd o nékteré nepublikované vysledky.
K nékterym vysledkim jsou také uvedeny komentdfe z dnesSniho pohledu a ve svétle nové
publikovanych informaci z literatury.

4.6.1 Zpracovatelnost a stabilizace PHB

Prace probihaly s experimentalnim materiadlem Hydal, jehoz produkci zajistovala spoleénost Nafigate.
Vyvoj procesu vyroby zahrnoval jak optimalizaci upstreamu tak downstreamu, coz mélo za nasledek
proménnou a aZz na vyjimky zpravidla zlepsujici se kvalitu produkovaného materidlu (Obr. 4). Jako
zdroj uhliku pro bakterie byl pfi procesu fermentace vyuzivan pouzity kuchynsky olej, ktery mél
kolisavou kvalitu a sloZeni. Biotechnologicky proces nebyl na tyto zmény citlivy, ale nevyuZzité latky
z fermentace prechazely do druhého kroku extrakce. Obsah zbytkového oleje byl monitorovan
a predpokladalo se, Zze bude v procesu izolace odstranén. Extrakce probihala v chloroformovém
roztoku, kdy se sedimentaci oddéleny polymerni roztok ndsttikoval do horké vody srazeci smycky
(V2). Vysrazeny polymer se jimal ve formé ,vlocek”, které se nasledné susily. V pfipadé neoptimalné
provedeném izola¢nim procesu vsak prechdzely estery mastnych kyselin spolu s dalSimi [dtkami do

polymeru. Podobné sniZovaly Cistotu finalniho polymeru i zbytky bunécnych stén.
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Obr. 4: Vyvoj kvality PHB Hydal z pohledu Cistoty a dosaZeného vytéZzku

Tyto zbytkové latky se pak projevovaly pfi zpracovani v taveniné jako prodegradacni Cinidla, ktera
urychlovala termicky rozklad, drasticky sniZzovala stfedni molekulovou hmotnost, tim i viskozitu
a zpracovani klasickou extruzi tak v podstaté znemozZiovala. | malé mnoZstvi necistoty kolem 1%
zpUsobuje chovani viz Obr. 5. Bylo nezbytné sledovat Cistotu, distribuci molekulové hmotnosti
a reologické chovéni taveniny. Cistota matrialu byla sledovdna metodou GC-FID (chromatografické
stanoveni zastoupeni esterli 3HB), ale chyba méreni této metody pfi redlnych Cistotach nad 99 % byla
kolem 1 %. PHB vsak bylo na svoji istotu pfi zpracovani v extruderu mnohem citlivéjsi. Projev byl
zaznamenan zejména v barevnosti (Zlutosti) po pretaveni v definovanych podminkach a ve vyvoji
posunu barevnosti s teplotou. Vznikl proto jednoduchy vzornik zohlednujici Zlutost vs. Cistotu, dle
kterého bylo mozné se jednoduse orientovat.

Distribuce molekulovych hmotnosti byla sledovdana pomoci GPC. Diky ¢astym porucham tohoto
zafizeni na FCH VUT bylo z poc¢atku méreni provadéno i na dalSich dvou pracovistich, vysledky vsak
nebyly zcela souméritelné. Hodnoty M,, se pohybovaly mezi 400-600 kDa. DllezZitéjsim ukazatelem
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kvality polymeru vsak byla stabilita My pti procesu zpracovani v taveniné. Protoze M, ovliviiuje
reologické chovani, bylo logické sledovat reologickou stabilitu pfi teploté zpracovani. Prvni pokusy na
rotacnim reometru ARG-2 vsak dopadly nevalné. Metoda musi obsahovat krok, pfi kterém se PHB
mezi deskami reometru roztavi, coz je vzhledem ke konstrukci tohoto reometru a vysoké krystalinité
Casové narocné a dochazi k degradaci PHB uZz vtomto kroku. Pfi méreni pak dochazi k takovém
poklesu viskozity, Ze tavenina odtéka z méficich ploch a méreni je zkresleno (a navic pokazdé jinak).
Ze stejného divodu selhdvalo i méfeni MFI. Ve spolupraci se Slovenskou technickou univerzitou
v Bratislavé (STUBA) tak vznikla metodika sledovani komplexni viskozity a relativni viskozity v Case pfi
teplotach 170, 180 a 190 °C na gumarenském reometru, ktery disponuje zavienou komorou. Ten
navic dokaze simulovat i vyssi smykové namdhani podobné tomu ve dvojSnekovém extruderu.
Z rychlosti poklesu viskozit byla usuzovana stabilita a tim i kvalita PHB. Tato metoda se pouZiva
s uspéchem do dnes.

Obr. 5: KdyZ PHB nedosahuje zdkladnich zpracovatelskych parametrda...

Stabilitu materidlu bylo mozné sledovat také vytvorenou metodou cyklického DSC. Vzorek je pfi
této metodé vystaven opakujicim se cyklim ohfevu na zpracovatelskou teplotu, isotermni vydrzi
a naslednému chlazeni na 40 °C, kdy jiz neprobiha krystalizace. Z rozdil( zdznamu jednotlivych cykli
Ize usuzovat mira stability PHB. Obr. 6 ukazuje citlivost materidlu na zpracovatelskou teplotu. PFi
180 °C nedojde v DSC k Uplnému roztaveni materialu. Polymer z(istdva nukleovan zbytky krystalické
faze avelmi rychle (pfi teplotach nad 110 °C) zacind pfi chlazeni krystalizovat. Teplota tani
i krystalizace se méni jen velmi malo. UZ pfi ohfevu na 190 °C dochazi k heterogenni nukleaci aZ pfi
teplotach pod 90 °C. Pfi méfeni s maximem v 200 °C jsou jiZ pozorovatelné zmény v teploté tani a pfi
maximu v 220 °C lze jiz vidét prudky pokles teplot tani a krystalizace souvisejici s degradacnimi
procesy.

Paralelné s testovanim PHB Hydal a poskytovani zpétné vazby k optimalizaci procesu vyroby
zejména v ramci projektu PR3 probihal vyzkum v rdmci PR1 a PR2 i na komerc¢nich materidlech PHB.
Jednim z nich bylo PHB od spolec¢nosti TianAn, ktery byl pfepracovavan v némeckém Biomeru pod
stejnou obchodni znackou. Surovy (TianAn ENMAT) i kompaundovany polymer s 5% tributylcitratem
a nukleanty (smés BN a nezndmé organické latky) byly pouzivany pro vyvoj receptur. Vychazelo se ze
zkusSenosti se zpracovanim konvencnich plastl, a proto byly nejprve testovany pridavky zmékcovadel,
nukleant(, lubrikantld a stabilizator(l. Testy byly provadény na hnéti¢i Brabender a vysledny
kompaund byl prelisovdn na vyhfivaném lisu do podoby zpravidla 0,5 mm tlusté félie. Z ni byla
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vyseknuta testovaci télesa ve tvaru malého dogbone 5B. Z testovanych variant materidlovych slozeni
zahrnujiciho celkem 103 kombinaci 40 vybranych aditiv nedosahla Zadnd zdsadni zmény
v mechanickych vlastnostech. VSechny vzorky se po nékolika dnech za pokojové teploty chovaly
kfehce s taznosti do 10 procent. Pozorovatelné byly zmény reologie a stability materidlu pfi pouziti
nékterych zmékcovadel a stabilizdtoru na bazi karbodiimidovych nebo epoxidovych skupin. V ramci
bakaldrské prace VSKP1 byly také testovdny moznosti zmény struktury roubovanim chléru a fléru.
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Obr. 6: Hodnoceni stability PHB pomoci cyklického DSC, vliv maxima teploty pfi ohrevu

Zdnedniho pohledu je zfejmé, Ze Zadna zasadni zména v mechanice nastat ani nemohla. Jak
vyplynulo zreSerSe vySe uvedené, pfidavek aditiv k ¢istému PHB obecné neposkytuje zlepSeni
mechanickych vlastnosti vlivem fyzikdlniho starnuti PHB spocivajiciho v dokrystalizaci amorfni faze.
Navic, jak bylo posléze zjisténo, experimenty byly zatizeny dvéma negativnimi skutec¢nostmi. Teplota
hnétice byla fizena termostatovanou olejovou Iazni. Skutecna teplota hnétice vsak kolisala nékdy azZ
20 °C pod nastavenou hodnotou (zjisténo po dvou letech po zprovoznéni méfenim primo v komore).
Proto byla teplota nevhodné zvedana k 190 °C, coz zpUsobovalo degradaci nékterych vzork(. Druhym
problémem je samotnd charakterizace vzork(l zrozlisované fdlie. Tato metoda byla vyuZivana
z divodu nedostatku materidlu pro vstfikovani a jak se ukdzalo, i jinak funkéni matridly na bazi PHA
zpracované touto metodou nevykazovaly valné vysledky. Charakterizace vzork( fdlii pripravenych
z roztoku chloroformu, kterd se objevuje v mnohych publikacich, byla kvali zkresleni zavrzena.

MnoiZstvi materidlu dostupné pro experimenty v pfipadé PHB Hydal umozZriovalo od r. 2018
navrhovat experimenty s maximalni hmotnosti zpracovaného materidlu kolem 300 g. To umoziiovalo
prichod materidlu mensim jednosnekovym extruderem (Haake 19 mm, L/D 25) ze ziskem cca 200 g
granulatu. Zaludnost zpracovani PHB Hydal vSak navic spocivala v jeho fyzikalni formé. Diky srazeni
chloroformového roztoku do horké vody vznikaly 5-15 mm velké nepravidelné a velmi ¢lenité lehké
utvary, které byly pracovné nazvany vlocky (Obr. 7). Tyto vlocky nebyl schopen davkovat Zadny
z konvencénich testovanych systému, nebot pfi tlaku tvofily relativné spojenou hmotu podobnou plsti.
ProtoZe byly vlocky velmi mékké, nebylo je mozné ani efektivné mlit na ddvkovatelny prasek. Vznikla
tak myslenka pomlet tento materiadl na noZzovém mixeru s velmi ostrymi planzetovymi cepelemi.
Modifikaci 20L nerezového drtice ovoce tak v laboratofi vznikl stroj, ktery umoznil pfedzpracovani
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tohoto problematického materialu. Sypnost se tim zlepsila natolik, Ze na miru vyrobeny davkovac se
spirdlovym Snekem byl schopen ddvkovat material do nasypky a bylo mozné jej v jednoSnekovém
extruderu granulovat pro nasledné poutziti v konvenénich zpracovatelskych strojich.

-
Obr. 7: Zleva: PHB pred zpracovdnim, drti¢ na ovoce, PHB po zpracovdni

ProtoZe i tak bylo mnozstvi vysledného materidlu nedostatecné pro vstfikovani, pro zakladni
orientacni testy mechanickych vlastnosti byla vyuZivana struna ziskana z extruderu. Charakterizace
vtahu byla provddéna svédomim, Ze je ve struné material castecné zorientovan a nelze tak
vlastnosti pfirovnavat ke zkusebnim vstfikovanym télesim. Nicméné se tento typ vzorku ukazal byt
proti tém vyseknutym z lisovanych félii mnohem vice vypovidajici.

Problémem byl i proces chlazeni taveniny ve formé struny, ktery neodpovida teplotni historii
vzorku pripraveného vsttikovanim, coz se projevi v jeho odlisné krystalické struktuie a tim na jeho
vlastnostech. Bézné pouzivany proces chlazeni struny do zdmérné dochlazované vody Ize teplotnim
profilem pfirovnat spiSe k technologii vyroby chill-roll félie. Za téchto podminek je vsak PHB
prechlazeno ve smyslu neprobéhlé krystalizace, a zOstavd mékké, velmi lepivé a tedy
nezpracovatelné. Pfi odtahu struny totiz nema potfebnou pevnost a granulace ve stfizném
granulatoru zcela selhava. Z tohoto divodu byla navrzena modifikace procesu extruze a chladici lazen
byla vybavena ohfivaéem nastavenym na teplotu 60 °C. PHB tak bylo ochlazovano ze zpracovatelské
teploty pomaleji a dochdazelo k dostatecné krystalizaci tak, aby byla moZnda vyroba struny i granuli.
A teplotnim profilem se vzorky struny pfibliZily vzorkdim vstfikovanym.

Jednou z logickych otdzek pfi zpracovani PHB byla jeho procesni stabilizace. V tu dobu se autofi
¢lankl orientovali na vyuZiti antioxidantl (Casto pravé Irganox 1010) a to bez vysvétleni dlvodu
pouziti. To vedlo ksystematickému vyzkumu vlivu pouZivanych antioxidacnich stabilizator(
(tabulka 1) na reologické vlastnosti PHB v pribéhu vicenasobné extruze (Obr. 8). Zdmérné byl pfidan
jeden zastupce chain extenderu, ktery se jevil pfi prvotnich testech jako slibny stabilizator
reologickych vlastnosti taveniny. Vysledky této prace byly publikovany (byt mnohem pozdéji, nez
redlné vznikly) v Pub 4.

Bylo potvrzeno, Ze béiné primarni a sekunddrni antioxidanty, stejné jako multifunkéni HALS, jsou
v PHB neudinné. Kromé toho, pfitomnost béznych antioxidantl v matrici PHB prokazala zcela
nepfiznivy Gcinek, ktery zvysil rychlost tepelného rozkladu. Prodegradacni efekt struktur obsahujicich
atomy fosforu a dusiku s asymetrickymi volnymi elektronovymi pary byl dokonce dramaticky. Zadna z
béiné pouzivanych struktur stabilizatord nevykazovala schopnost chranit PHB béhem zpracovani.
Smysl ma pouze pouZiti chain-extender(, pfestoZe nemaji skutecnou schopnost polymer chranit, ale
pouze kompenzovat Ucinky degradace.
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Tabulka 1: SloZeni jednotlivych testovanych materidlt (Pub 4)

Blank Base None

AO-1 Base + 0.5 % BHT Low-molecular phenol, 2,6-di-t-Bu substituted
AO-2 Base + 0.5% Irganox1010 High-molecular phenol, 2,6-di-t-Bu substituted
AO-3 Base + 0.5% Cyanox AO 1790 High-molecular phenol, 2-methyl-6-t-Bu substituted
AO-4 Base + 0.5% Irgafos168 Phosphite, non-hydrolyzable

AO-5 Base + 0.5% Irganox B225 Phenol-phosphite synergy blend (1:1)

AO-6 Base + 0.5% Ultranox 626 Phosphite, partially hydrolyzed

AO-7 Base + 0.5% Genox EP Amine oxide

AO-8 Base + 0.5% Irgastab FS042 Hydroxylamine

AO-9 Base + 0.5% Irganox HP136 Lactone, benzofuranone

AO-10 Base + 0.5% Uvinul4050H HALS, low-molecular

AO-11 Base + 0.5% Ronotec201 Vitamin E, 2,6-dimethyl substituted phenol
AO-12 Base + 0.5% natural curcuma Low-molecular phenol, 2-methoxy substituted
Ch-X Base + 0.5% Raschig 9000 Carbodiimide chain extender
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Obr. 8: Vyvoj indexu toku pri vicendsobné extruzi jednotlivych vzorku se stabilizatory

4.6.2 Miseni s ostatnimi polymery

V ramci feseni projektd bylo cilem vyvinout material vhodny ke vstfikovani (projekt PR1, vystup V4)
a k vyrobé biodegradabilnich fdélii pro agronomické aplikace (projekt PR2, vystup V5). Na zakladé
negativni zkuSenosti s pouhou aditivaci PHB bylo hledano feSeni v podobé polymerni smési. Na
zakladé reSerse byly vybrany polymery PLA, PBAT, PBS, PVAc a P3,4HB jako vhodni kandidati na dalsi
testy pro cilené aplikace. Bohuzel PBS ani P3,4HB nebylo v té dobé dostupné v dostatecném mnoZstvi
a kvalité a nebyly nakonec testovdny. Dnes je jiz znamo, Ze P3,4HB s vysokym podilem 4HB funguje
vyborné jako vysokomolekularni zmékéovadlo, modifikator houZevnatosti i jako procesni stabilizator.

PLA spolu s PVAc (v nékolika stupnich deacylace) bylo testovano s pfidavkem od 5 do 20 %. Spolu
s pfidavanym zmékcovadlem na bazi esteru citronové kyseliny bylo moiné nastavit vysledné
vlastnosti z hlediska reologie a taznosti v pomérné Sirokém rozsahu (5-250 %). | pfes pokles taznosti
po nékolika dnech za laboratorni teploty vykazovaly nejtaznéjsi vzorky 50 %. Z téchto kompaundi
bylo moZné pripravit vzorky injekénim vstfikovanim i félie rozfukovanim. Koncentraci PVAc bylo
mozné efektivné fidit (pfesnéji snizovat) rozloZitelnost v laboratornim kompostu.

Vybrané receptury byly na zdkladé pozadavk(l agronom(i obarveny modrym koncentratem
a pridavkem mletého vépence byla zamérné sniZena prisvitnost félie. Takto pfipraveny materidl byl
pouzit k vyrobé modelovych zemédélskych fdlii, které byly nasledné testovdny ve dvou sezonach na
zahonech s jahodami ve Vyzkumném a slechtitelském uUstavu ovocnarském Holovousy s.r.o (vystup
V4). Zde se vsak po dvou letech ukazalo nékolik zasadnich problému:
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e | v kompostu nejrychleji biorozloZitelné félie nevykazovaly na realném zahoné zadny rozklad.
e | félie s nejvyssi taznosti se v druhém roce zacaly kiehce drolit a generovat mikroplasty.
e QOdstranéni fdlie ze zahonu bylo doprovazeno tvorbou mikrocastic v ptdé.

Synergicky efekt poufZiti stabilizatoru (Rashig 9000) byl pozorovan i v téchto smésich. Smési byly
pro ovéreni zpracovatelnosti zkusebné kompaundovany na ¢tvrtprovozni lince (PIB Brno) a testovany
ve vstfikovné (Plastyko Kobyli) na redlnych vyrobcich. Testy byly UspéSné a smés se ukazala
zpracovatelna ve vstfikolisu bez jakychkoliv problémd(. Materidly bez PVAc, tedy smési na bazi
PHB/semikrystalické PLA/zmékéovadlo, neposkytovaly potfebny rozsah vlastnosti. Vznikla hypotéza,
Ze vysSi taznost a houZevnatost poskytuje materidlu pravé pfidani ryze amorfniho polymeru PVAc,
coz doposud pouzivané semikrystalické PLA nenabizelo. Vyménou PLLA za PDLLA bylo dosazeno
potfebnych vlastnosti i bez PVAc, ¢imz se zvysila schopnost biodegradace vysledného materialu. PVAc
tak bylo vyfazeno z dalSich experimentd.

4.6.3 Aditivace zmékcovadly

Vlastni kiehnuti bylo vSak nadale pozorovéno na fdliich i na vstfikovanych télesech. Aby bylo mozné
efektivné testovat dopad materidlovych zmén v recepture a podminek zpracovani na tento proces
kfehnuti, byly zkousky provadény akcelerované — pfi zvysené teploté (110 °C). Z provedenych
experimentl vyplynulo, Ze za kratkodobé kiehnuti je zodpovédné jiz popsané fyzikalni starnuti a za
dlouhodobé pak migrace pouzitych nizkomolekuldrnich zmékcéovadel. Byl pozorovan Uubytek
hmotnosti folii i vstfikovanych dill pfi vyssi teploté, ktery odpovidal hmotnosti zmékcovadla.

Z téchto vysledk( vyplynula vyzva hledat zmékcovadla s vétsi molekulou a nizsi schopnosti
migrace na povrch, kterd budou mit dostate¢né zmékcujici efekt. Byly vytipovany dalsi komeréné
dostupné estery kyseliny citronové: butyltrihexyl citrdt a acetyltrihexyl citrat (Citroflex B6 a A6), PEG
a jeho 2etylhexyl derivat, oligomerni adipat a dalsi laboratorné syntetizované molekuly. Studiem
efektu zmékceni a rychlosti migrace zmékcéovadla za rliznych podminek se zabyvala diplomova prace
VSKP2 a v pfipadé vildken diplomova prace VSKP3. Nejdulezitéjsi vysledky ukazuje Obr. 9 a Obr. 10.

——C-4 v PHB ——A-4v PHB A-6 v PHB
——B-6 v PHB ——C-2EH v PHB ——A-2EH v PHB
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Obr. 9: Ubytek zmékcovadla ze vzorkd pfi teploté 110 °C

<
—
[§S]
L) 4
Jh_
J‘_
=)}
~

28



Sledovani hmotnosti extrudovanych strun s pridavkem 15 % zmékéovadla vykazovalo obrovské
rozdily v rychlosti jeho migrace. Testem difuze zmékcovadel provedenym pfi 110 °C v laboratorni
susarné bylo zjisténo, ze komercni tributylcitrat byl nejvice difundujicim zmékéovadlem z PLA, PHB
i z jejich smési. Naopak nejméné difundujicim komercénim zmékéovadlem z PLA, PHB i ze smési
PHB/PLA byl acetyltris(2-ethylhexyl)citrat. Po 15 dnech z PHB/PLA vydifundovalo jen 2,4 hm. % oproti
tributylcitratu, kterého vydifundovalo z PHB/PLA 14,3 % z davkovanych 15 hm. %. Acetylace,
butyrylace i pfidavek ethylové postranni skupiny na hlavnich retézcich napomohly k zpomaleni difuze
zmékcovadla na bazi esteru kyseliny citronové. Ze syntetizovanych zmékcovadel se stalo nejméné
difundujicim z PHB i PHB/PLA zmékcéovadlo na bazi polyesteru kyseliny mlééné s Fetézci zakonéenymi
2-ethylhexylovymi skupinami. Z PHB/PLA po 15 dnech expozice 110 °C tohoto zmékcéovadla
vydifundovalo jen necelé 2 hm. % z predpokladanych 15 hm. %. V PLA toto zmékcovadlo zkouseno
nebylo. Tam byl nejpomaleji difundujicim ze syntetizovanych zmékcovadel tris(2-ethylhexyl)citrat.
Naopak nejrychleji difundujicimi syntetizovanymi zmékcéovadly z PLA, PHB i PHB/PLA se stala
zmékcovadla na bazi esteru kyseliny 2-ethylhexanové s PEG. Nékteré jeho estery vydifundovaly po
15 dnech expozice pfi 110 °C z PHB a PHB/PLA ve stejném mnozstvi jako tributylcitrat.

Nicméné po 3 dnech expozice 110 °C smési PHB/PLA jak s ATBC, tributylcitratem a komercénim
polyethylenglykol bis(2-ethylhexanoatem), tak se viemi testovanymi syntetizovanymi zmékcovadly
zaznamenaly rapidni zhorSeni mechanickych vlastnosti. Po 40 dnech smési s ATBC a tributylcitratem
opét ztratily svoji houZevnatost, i kdyZ ne tak vyrazné jako po jejich expozici 110 °C.
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Obr. 10: TaZnost strun pripravenych s riiznym zméekcovadlem

V této praci nebylo nalezeno vhodné zmékcéovadlo pro polymerni smés PHB/PLA, které by
zpUsobilo vhodné mechanické vlastnosti a zaroven by jeho diflize za zvySené teploty byla dostate¢né
pomald. Nékterd zmékéovadla se stala z hlediska mechanickych vlastnosti ucinnymi zmékcéovadly
v polymerni smési, jako napfiklad komercéni ATBC (zde A-4). Jejich difuze z plastu vsak byla za zvySené
teploty pfilis rychla. Na druhé strané byla nalezena zmékcovadla, kterd z polymerni smési za zvySené
teploty difundovala velmi pomalu, jako napfiklad syntetizované zmékcéovadlo na bazi polyesteru
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kyseliny mlécné s fetézci zakonéenymi 2-ethylhexylovymi skupinami, kterého po 15 dnech expozice
110 °C difundovalo z PHB/PLA smési nejmensi mnozstvi ze vech zkousenych zmékéovadel. Nicméné
toto zmékcéovadlo zplsobilo zhorseni mechanickych vlastnosti oproti smési nemékcené. Dalsi prace
by se proto mohly zaméfit na zmékcovani PHB/PLA smési kombinaci obou typd zmékcovadel.

Uinnost zmék&ovadel lze ur¢it také z posunu hodnoty T, polymeru. Zmék&ovadla oznadovana
jako primarni by méla T, polymeru snizit v dUsledku zvySeni pohyblivosti polymernich fetézcd
amorfni faze. Stanoveni je vSak komplikovano faktem, Zze PHB obsahuje jen malé mnozZstvi pohyblivé
amorfni faze. Z tohoto dlvodu je celkovd zména tepelné kapacity pomoci DSC obtizné detekovatelna.

4.6.4 Nukleace

Zmékceni pomoci pridavku vhodného organického zmékcovadla probihd v amorfni fazi, je vsak tfeba
ridit i strukturu krystalické faze PHB kinetikou krystalizace. Spolec¢ny zamér Laboratore bioplastli a
pracovisté prof. Alexyho na STUBA porozumét vlivu aditivace na krystalinitu a kinetiku krystalizace
smési PLA/PHB vydstil v prvni spole¢nou publikaci Pub 5 (2017). Vzhledem k predes$lému zaméreni
slovenského tymu na blendy s majoritnim podilem PLA aditivované krystalickym PHB, byly
kompaundovany smési semikrystalického PLA/PHB v poméru 60/40. Byl variovan pridavek
zmékcovadla ATBC vrozmezi 0-25% a pridavek nitridu boritého (BN) jako nukleacniho cinidla
v ddvkach 0-5 %. Sledovana byla zpracovatelska stabilita smési kompaundovanych na dvousnekovém
extruderu pomoci vyhodnoceni viskozity na oscilaénim reometru RPA 2000 se zavienou komorou.
Mechanické vlastnosti byly testovany na féliich vyrobenych technologii chill-roll. Pomoci DSC byla
sledovdna krystalizace.

PLA/PHE+ BN

+ 60/40 + 0% BN
60/40 + 1% BN
A 60/40 + 5% BN

0 5 10 15 20 25 0 S 10 15 20 25
Content of plasticizer [%] Content of plasticizer [%]

Obr. 11: Vliv koncentrace zmékcéovadla ATBC ve smési PLA/PHB na mechanické vlastnosti a role nukleantu

Pfekvapivym vysledkem byla zavislost taznosti a pevnosti félii na mnozstvi zmékéovadla na Obr.
11. | z dfive provedenych experimentl na smési PHB/PVAC/PLA bylo zfejmé, Ze pro materialy na
vyrobu félie je tfeba cca 15 % zmékcovadla a pro vstfikovani je tfeba minimalné cca 10 %. Vyssi
mnozstvi zmékcovadla nez 15 % vedlo zpravidla k jeho velmi rychlé difuzi z tuhnouciho materidlu.
V pfipadé majority semikrystalického PLA s PHB je dle vysledk( zavislost koncentrace zmékcovadla na
pevnost a taznost jesté ostrejsi.

Jak bylo jiz uvedeno v resersni ¢asti, vysokomolekuldrni PLA a PHB jsou zejména v poméru blizkém
1:1 nemisitelné. Ukazaly to i vysledky v této praci, kdy jsou jasné viditelné dva piky tani (140 a 170 °C)
prislusejici krystalickym doménam PLA a PHB. Pridavek BN zvysil dle predpokladu teplotu krystalizace
ve vsech vzorcich nezdvisle na mnozstvi zmékcovadla. ZvySeni koncentrace zmékcovadla posunovalo
s klesajicim T, studenou krystalizaci k nizSim teplotdm i v pfipadé ucinné nukleace (Obr. 12).
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Obr. 12: Vliv pfidavku ATBC na krystalizacni chovdni PLA/PHB smési

4.6.5 Stabilizace PHB/PLA smési

PfestoZe byly omezené misitelné smési PHB/PDLLA pomérné dobre zpracovatelné, bylo snahou fesit
jejich stabilizaci a kompatibilizaci. Vysledky byly publikovany v Pub 6 (2018). ProtoZe se vybrané
stabilizatory chovaji v obou polymerech odlisné, byl navrien experiment sledujici chovani taveniny
v pfitomnosti vybranych stabilizatord na trifenylfosfit (TPP), tris(nonylfenyl)fosfit (TNPP) a
difenylisodecylfosfit (DPDP) a chain extenderl na bazi poly-(1,3,5-triisopropylfenylen-2,4-
carbodiimidu) (Raschig 9000), a polymerni epoxy-styren-akryldt (Joncryl ADR-4368). Ucinnost
stabilizace byla sledovdna pomoci krouticiho momentu hnétaku PLA i PHB a jejich hodnoty krouticiho
momentu po odecteni referenéniho materidlu byly vyneseny v ¢ase.

Z grafQl na obrazku Obr. 13 je zfejmé, Ze pozitivni dopad na PHB mél pouze Rashig, coZz bylo
v souladu s vysledkem zjisténym v predchozi praci. DPDP mél negativni dopad na viskozitu, TNPP
aJoncryl také mirné negativni dopad, pfidavek TPP bez méfitelného efektu. Naopak, v PLA se
pozitivné projevil pfidavek vsech téchto aditiv. TPP a Rashig by tak mohly byt vhodni kandidati pro
stabilizaci blendu. Pro optimalizaci davky Rashig byly provedeny experimenty na blendu PHB/PLA
(70/30).
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Obr. 13: Vliv aditivace na reologii PHB a PLA
Jak je zfejmé z Obr. 14, uz samotny 0,5% pridavek Rashigu se pozitivné projevil ve schopnosti
stabilizovat reologii taveniny a jeho vyssi pridavek nemél jiz dalsi vliv. Dle vysledkd z GPC se pfi vyssi
davce nez 0,5% v taveniné hromadi nezreagovany Rashig a ovliviiuje tak parametry vypoctené

31



z distribuce M., zejména snizeni ciselné stfedni M,,. Vysledky jsou v souladu s navazujici praci jiného
kolektivu [138] (2021), kde testovali pridavek polykarbodiimidu v PLA kompozitu a prokazali
uspésnou reakci prodluzovani fetézce mezi karbodiimidovou skupinou a karboxylovou skupinou PLA.
Optimalni obsah PCDI pro nejvyssi pevnost taveniny, stabilitu filmu pfi vyfukovani a mechanické
vlastnosti byl 0,25 % aditiva. V reSerSni casti review [90] (2021) je dosaZeny vysledek citovan
a zminén jako vyuZitelnd metoda stabilizace reologie materiali na bazi PHB.
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Obr. 14: Efekt mnoZstvi pridaného aditiva Rashig na reologii a molekulovou hmotnost

4.6.6 End of life PHB/PLA smési
4.6.6.1 Recyklace PLA/PHB smési

Recyklace konvencnich plastl je diky legislativnim zménam a tlaku uvédomélych spotrebitelll jedno
neexistuje zavedeny postup separace téchto materiadl( v tfidicich linkach. Zfejmé nejrozumnéjsi je
zpétny odbér téchto material( k vyrobci, ktery znd sloZeni a chovani material(i a je tak schopen
recyklaci efektivné zabezpecit. Laborator bioplastli si dala za cil vyvijet materidly recyklovatelné
z materidlového pohledu, k ¢emuz je nutnd znalost reologického chovani pfi nasobném zpracovani.

| z toho dlvodu vznikla dalsi spole¢na prace s pracovistém prof. Alexyho nasledné publikovana
v Pub 7 (2020). Testovana byla smés PHB/PLA (55/45) s aditivy kombinovanymi na miru pro injekéni
vstfikovani. Tento blend byl od STUBA prevzat partnerskou komeréni spole¢nosti PANARA Ltd. Nitra
a dodavan pod obchodnim oznacenim NONOILEN®IM 3056-2. Materidl byl podroben vicendsobné
extruzi na 19 mm jednosnekovém extruderu Brabender Plasticorder s retenc¢nim ¢asem cca 1 min.
Pomoci reometru RPA 2000 byla sledovana komplexni viskozita, tahovou zkouskou byly
charakterizovany mechanické vlastnosti strun, pomoci DSC byly méfeny termické parametry a GPC
bylo vyuzito pro sledovani distribuce M,,. Uréovana byla také odchylka barevnosti.

Celkova chromaticka odchylka rostla s po¢tem cykl a tim s dobou setrvani v extruderu. Material
postupné jemné tmavnul. Napéti pfi pretrZeni se pohybovalo v rozmezi 23—35 MPa a nemélo zasadni
klesajici tendenci. Taznost se po prvnich dvou cyklech drzela na hodnoté nad 17 % a po 5 cyklech byl
zaznamenan pokles na cca 5 %. Teplota tani ani skelného prechodu nevykazovaly Zadnou zdsadni
zménu. Hmotnostné stfedni My klesala spolecné s klesajici viskozitou, nicméné na hodnoty, které
stdle umoZniovaly zpracovani materidlu a vyrobu testovacich téles vstfikovanim. Lze tak tvrdit, Ze tyto
materialy jsou z hlediska recyklovatelnosti srovnatelné s dalsimi konvencéné pouzivanymi polyestery.
Je nutno podotknout, Ze materidly neobsahovaly chain extender, zde je tedy prostor pro zlepseni.
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4.6.6.2 Biodegradabilita smési PHB/PLA

Jednou z velmi diskutovanych metod likvidace vyrobkd na bazi PHB po ukonceni Zivota je jeho
kompostovani, pripadné jiny zpUsob biodegradace. PrestoZe legislativa fadi biologickou likvidaci
téchto materidld v kompostarné az na posledni z moznosti, je snahou zachovat tuto pfirozenou
schopnost PHB i ve vyvijenych materidlech na jeho bazi. Toto Usili je hnano zkusenosti se zachdzenim
s plasty zejména v rozvojovych zemich a dopadem v podobé znecisténi, kterému celi celé lidstvo.

Prace pomérné Sirokého tymu na toto téma zapocala v r. 2019 a byla v r. 2022 publikovana
(Pub 8). Pro tuto studii byly vybrany materialy zahrnujici 5 odliSnych receptur na bazi PLA/PHB/TPS
a 3 redlnych zpUsobl zpracovani (vstfikovani IM, rozfukovani félie FB, termoforming TF). Vzorky byly
vystaveny uc¢inkim biodegradace in vitro dle pfizplisobené metody 1SO014855, dale v primyslové
kompostarné a v laboratornim komposteru pfi 58 °C a 28 °C simulujici prdmyslovy a domaci kompost.
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Obr. 15: Vyvoj ztraty hmotnosti vzorki v case v laboratornim komposteru a jejich molekulové hmotnosti.
A — bikomponentni vstfikovany kelimek tl. 4 mm z materidlu s TPS (vnéjsi ¢dst) a bez TPS (vnitini ¢dst);
B a C —vstfikovany kelimek tl. 1 mm z materidlu bez TPS a s TPS; D — fdlie pro termoforming 0,35 mm bez TPS,
E a F - vyfukovand félie tl. 0,04 mm bez a s TPS

Vsechny vzorky prokazaly v laboratornim komposteru (65 °C) schopnost desintegrace na Castice
pod 2 mm. VSechny tfi félie se takto rozpadly do 20 dni, nejrychlejSi prdbéh mél materiadl F
(s ptidanym TPS). Dale nasledoval vstfikovany kelimek s TPS, bikomponentni kelimek a nejpomalejsi
byl kelimek bez ptidavku TPS (Obr. 15). Vyvoj M., klesal u félii (D, E, F) pomérné strmé, coz je ziejmé
dano i tloustkou materidlu. U tlustosténnych vstrikovanych vzorkd je smérnice poklesu mensi
a za¢ina od nizSich hodnot. Vstfikovani diky své zadrzi v barelu zfejmé zpulsobilo pokles My uz pfi
zpracovani. Vzorek C (pouze z materidlu s pfidanym TPS) mél nejmensi My, a pokles jeho rychlosti
odpovidal spiSe rychlosti ostatnich vstfikovanych vzorkd po 20 dnech. Vsechny vstfikované vzorky
bylo mozné zachytit v pevném stavu pfi My nad 20 kDa, nizsi hodnoty M,, mély uz ¢asti, které nebylo
mozné v kompostu identifikovat.

Desintegrace je pouze orientacnim mérenim rozkladu materialu v biologicky aktivnim prostredi,
nedava informaci o realné preméné plastu na CO; a biomasu. Z toho dlvodu byla provedena méreni
biorozkladu v in vitro testu s méfenim mnozstvi vygenerovaného CO,.

4.6.7 FDM 3D tisk PHB kompoziti

PFfi FDM tisku je tfeba material ddvkovat do tiskdrny ve formé tiskové struny, kterd ma predepsany
pramér a toleranci priiméru i jeji ovality. V prdmyslové praxi se dnes jiz bézné pro vyrobu tiskové
struny vyuziva jednosnekovy extruder s kruhovou tryskou. Tok polymerni taveniny je pak dotvarovan
v kalibru a filament je ndsledné chlazen ve vodni 1azni nebo kaskadé temperované v pfipadé
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nékterych material( ¢asto i na teploty 50-60 °C umoZiujici krystalizaci materialu. Tiskovd struna
prochazi laserovym meéfidlem priméru méficiho zpravidla ve dvou na sebe kolmych osach. Na
zakladé odchylek proti predepsanému priméru v obou téchto osach je fizena rychlost navijeni
filamentu, na zakladé stability hodnot v case obsluha zasahuje do teplotniho profilu extruderu.
Napfiklad pro nejbéznéjsi typ struny priméru 1,75 je stanovena tolerance 1,75 + 0,05 mm.

V laboratornim méfitku lze vyuzit k vyrobé tiskové struny i maly laboratorni jednosnekovy
extruder, pfi vhodném chovani taveniny (stabilni tok) lze tiskovy filament pfipravit i pfimo na
dvousnekovém extruderu. Dllezitym prvkem vsak zlstava systém méreni priméru struny v obou
rozmérech a fiditelny odtah struny idedlné s moZnosti navijeni. S rozvojem FDM tisku odstartoval
v r. 2016 v USA uvedenim na trh malého extruderu s odtahem a navijenim pro vyrobu 3D tiskovych
filamentu Filabot, byl vSak pro Laborator bioplastli cenové nedostupny. Dnes ma spolecnost Filabot
produkty pro jednoduchou vyrobu tiskové struny pro domadci uZivatele i firmy vcetné mnohého
zajimavého pfrislusenstvi [139]. Proto byl v Laboratofi bioplastli navrZzen, vyroben a naprogramovan
systém dvouosého méreni priméru struny, jejiho odtahu a navijeni na tiskovou civku tak, aby
spolecné s jednosnekovym extruderem umoznil vyrobu tiskové struny s akceptovatelnou presnosti,
viz Obr. 16.

Tento systém je zaloZen na optickém snimaci (linedrnim diodovém poli) detekujiciho Sitku stinu
vytvareného osvétlenym filamentem. Specialné naprogramovany jednocipovy mikropocitac
zpracovava namérend data a ta prevadi pomoci matematického modelu na primér filamentu
s pfesnosti 10 um a hardwarové na napéti na svém analogovém vystupu [140]. VyuZitim dvou téchto
poupravenych snimacl a fidici jednotky na platformé Arduino, kterd signal ze senzorl zpracovava,
vznikl zaklad meéfici a fidici jednotky celého systému. Pohon odtahu struny a pohon civky byl
realizovan stejnosmérnymi motory se Snekovymi prevodovkami a rastrovaci vedeni struny pomaoci
Sroubovice a krokového motoru. Byla vyvinuta fidici aplikace ovladajici vSechny tyto komponenty
a zajistujici komunikaci s PC. To diky naprogramované aplikaci znazornuje graficky namérené hodnoty
priméru struny. Obsluha tak m(Ze zasahovat do procesu extruze filamentu a fizenim otacek
extruderu a otacek odtahu nastavit proces extruze tak, aby findIni filament dosahoval pozadovanych
parametrd. Tento systém umoznil laboratorné vyrabét relativné presné tiskové struny, které bylo
moZné pouzit pro presny tisk a charakterizaci tiskového materialu.

= R

Obr. 16: Systém pro méreni pruméru filamentu (vstup filamentu zleva)
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Vyvijené materidly na bazi PHB tak bylo mozno testovat na zakoupenych 3D tiskarnach Prlsa,
které umoznuji nastaveni Sirokého rozsahu tiskovych podminek. Zejména v ramci ptidéleného
projektu PR 4 pak bylo snahou optimalizovat vlastnosti téchto materiald pro FDM 3D tisk. V publikaci
Pub 9 byly prezentovany prvni vysledky vlastnosti PHB kompozitnich materidld na bazi kaolinu
a vapence. Zde byl fesen problém vyhodnoceni negativniho efektu teplotniho smrsténi béhem tisku
(warping) a navrizena metoda jho méreni. ProtoZe vapenec byl prodegradacni zejména pro PLA
obsaZzené v polymerni matrici, byl dale vyuzivdn pouze kaolin. Naslednd prace, ktera probihala
i v ramci feseni diplomové prace VSKP4, byla publikovana v Pub 10. Optimalizace sloZeni smési byla
zaloZena na tfiparametrovém pétilroviovém planovaném experimentu (Design of Experiment -
DokE), kde byly pouZity tyto rozsahy:

1) Obsah PHB v polymerni matrici (60 - 95 %)
2) Obsah zmékcovadla 8 - 15 % (podil hmotnosti zmékcovadla ku polymerni matrici (PLA + PHB))
3) Obsah plniva kaolinu 5 - 20% (podil hmotnosti kaolinu ku polymerni matrici (PLA + PHB))

Limity rozsahll odpovidaly kddovanym hladindm -1.682 and 1.682, stfedni hodnota pak kédované
hladiné 0. V experimentu byly sledovany zakladni materidlové vlastnosti jako Younglv modul
pruznosti vtahu, pevnost v tahu, rdzova a vrubovd houzevnatost, teplota méknuti pfi ohybovém
zatizeni (HDT) a koeficientu deformace pfi tisku (warping koeficient). Ze stanovenych zavislosti na
vyse uvedenych parametrech (kddovanych hladinach) byly navrzeny optimalni receptury, prvni pro
dosaZzeni maximalni hodnoty HDT a druha pro zabezpeceni minimdlniho koeficientu deformace pfi
tisku. Tyto vybrané optimalizované receptury byly pro ovéreni redlné pripraveny a charakterizovany
za stejnych podminek. Vysledky ukazaly, Ze bylo moZné touto optimalizaci UspéSné dosahnout
vytycenych hodnot. Vysledek byl pak prezentovén ve formé prototypu V5.

Vyuziti plastifikatorll je v prfipadé PHB smési nepostradatelnym ndastrojem modifikace
mechanickych vlastnosti. Pfidavek plastifikatoru ovliviiuje reologické chovani taveniny, termickou
stabilitu polymeru, biokompatibilitu, biodegradabilitu apod. Proto byla problematice zmékéeni PHB
smési pro 3D tiskové materidly vénovana pozornost v experimentech, jejichz vysledky byly
publikovany v Uspésném ¢lanku Pub 11. Jednim z cil( bylo nalézt komercéni zmékcovadlo vhodné pro
tyto smési. Sledovan byl efekt pfidavku 15 % zmékcovadla na dosazené mechanické vlastnosti, ty
viak byly sledovany v ¢ase a davany do souvislosti s méfenou migraci zmékéovadla z materidlu.
Materidl byl testovdn jak ve formé tiskové struny, tak na findlnim vytisku ve tvaru dogbone 5A.

Pfiprava testovacich téles technologii 3D tisku je pro uUcely charakterizace materidlu ve své
podstaté nevhodnd. 3D tisk vnasi do objemu materidlu defekty a i pfi snaze vytisknout 100% plné
téleso jsou v materialu pfitomny péry. Rozhrani mezi jednotlivymi liniemi neni zpravidla tak pevné,
jako samotny materidl. Navic snaha o vytisk 100% pIného télesa nardzi také na problém deformace
télesa pri tisku, tento efekt se s poZzadovanym mnozstvim vyplné zvysuje. Na druhou stranu 3D
tiskové technologie jsou uznavany jako vyrobni metoda prototypl a dnes uz i funkcnich dila [141].
I ty museji spliovat specifikace vyrobku z pohledu mechanickych vlastnosti a je tfeba je néjakym
zplUsobem reprodukovatelné mérit. O co nabizi 3D tisk vétsSi mozZnosti designu vyrobkd z pohledu
tvaru, dutin, smérovosti a tvaru vnitfni vyplné, nebo dokonce i vytisku ze dvou ¢i vice material(, o to
je komplikovanéjsi pohled na jeho chovani pfi zatiZeni. To pak souvisi s parametry tiskového procesu,
orientaci vyrobku pfi tisku na podloZce a samoziejmé vlastnosti samotného tiskového materidlu.
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| pfes obrovsky rozvoj této Uspésné technologie vyroby neexistoval v r. 2017 Zadny standard pro
méreni charakteristik 3D tisténého télesa z termoplastl. Snahou této studie tak bylo nalézt vhodné
testovaci téleso pro tahovou zkousku, které bude pfi tahovém namahani co nejvice reflektovat
chovdni samotného materidlu. Bylo tak postupné testovano nékolik variant designu télesa ve tvaru
dogbone s planparalelni ¢asti tvofenou liniemi pouze ve sméru hlavni osy. Problematickd se ukazala
mista uchyceni télesa do cCelisti a mista napojeni zaobleni lopatek na planparalelni testovaci ¢ast.
Postupnou eliminaci mist, kde vznikala nezadouci koncentrace napéti, byl odladén navrh spocivajici
ve stfidani dvou vzorl (I a IV Obr. 17), ktery umoznil diky vzdjemné orientaci linii v lopatkach
dosahnout dostatecné pevnosti k tomu, aby deformace materialu testovaciho télesa nastavala pouze
v planparalelni ¢asti. Podminkou je dosazeni dostate¢né soudrznosti tiskovych linii, kterd je nejen
funkci parametrl tisku (zejména teploty a rychlosti tisku), ale také chemické struktury materidlu.
Stejné tak je tfeba opticky nebo vazkové monitorovat Uroven zaplnéni télesa materidlem [141].

Version | Version Il Version lll Version IV

Obr. 17: Varianty ndvrhi lopatek testovaciho télesa ve tvaru dogbone

Dnes jiz existuji, nebo jsou v pfipravé normy, které budou snad brzy pomocnikem pfi sjednoceni
testovacich metod pro tyto sloZité systémy:

e |SO/ASTM 52900:2015 Additive manufacturing — General principles — Terminology

e [SO/DIS 27548 Additive manufacturing of plastics — Environment, health, and safety — Test
method for determination of particle and chemical emission rates from desktop material
extrusion 3D printer

e [SO/ASTM 52903:2020 Additive manufacturing — Material extrusion-based additive
manufacturing of plastic materials

V hojné citované studii Pub 11 byly pouzity ¢tyfi komercni nizkomolekularni plastifikatory na bazi
esterd kyseliny citronové a vsechny tvofili dobfe misitelnou smés PHB/PLA/zmékcéovadlo v poméru
60/25/15. Jejich vyznamny zmékcéovaci ucinek a vliv na strukturu byly potvrzeny tahovymi zkouskami
a mérenim na DSC. Zejména plastifikatory acetyltributylcitrat (A-4) a tributylcitrat (C-4) zlepsily
prodlouzeni pfi pretrzeni o 308 % a 155 %, ve srovnani s nemékéenymi smésmi. Vyznamny
plastifikacni Ucinek potvrdily i tahové zkousky na téchto 3D tiSténych vzorcich, i kdyZz hodnoty
taznosti byly nizsi nez u vzorkd mérenych ve formé tiskového filamentu (Obr. 18a). Zmékcéovadla
butyryltrihexylcitrat (B-6) a acetyltrihexylcitrat (A-6) zlepSila prodlouZeni pfi pretrieni o 32 %,
respektive o 16 %. DSC potvrdilo, Zze zavedeni nizkomolekularniho zmékcovadla do smési PHB/PLA
zpUsobilo vétsi mobilitu makromolekuldrnich fetézcl. V dlsledku toho se teploty krystalizace a tani
posunuly k nizsim hodnotam. Butylestery kyseliny citrénové zpUsobily pokles PLA T, o 35 °C pro C-4
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viovs

a o0 33 °C pro A-4. Vétsi délka alkylovych fetézcll vazanych na kyselinu citrénovou naopak vykazovala
horsi plastifikacni ucinek a vedla k vy$Simu PLA T,. Z migracnich testd na Obr. 18b je ziejmé, Ze
rychlost difuze je silné zavisla na velikosti molekuly zmékcéovadla. | z toho divodu byly hledany dalsi
zmékcovadla s vys$si molekulovou hmotnosti.
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Obr. 18: a) DosaZené hodnoty taZnosti, b) Vyvoj tniku zmékcovadla z testovaného materidlu pri 100 °C

V navazujici praci Pub 12 byl vybér zmékcovadel postaven na etylhexyl derivatech kyseliny
citronové a polyetylenglykolu s molekulovou hmotnosti 528-570 g-mol?. V orienta¢nich
screeningovych testech totiz vychazely tyto derivaty také velmi slibné. Metodika testld byla velmi
podobna jako v predeslé studii, ale byla doplnéna o sledovani reologické stability, méreni razové
houZevnatosti. Celd optimalizace tiskovych parametri byla zaloZena na jiZz propracované metodice
hodnoceni warpingu a vyhodnoceni vytisténych specidlnich geometrickych prvkd. Ty byly usazeny do
obvodovych stén télesa a nasledné navrseny opakované nad sebe. Kazdé patro takto vzniklé véze je
pak tisténo nizsi teplotou. PFilis vysokd nebo i nizka teplota se projevi nedokonalostmi v provedeni
detaill téchto prvkd. Lze tak vizudlné vyhodnotit optimalni rozsah teploty tisku a pfipadné otestovat
pfi tisku mezi tiskafi uznavaného standardniho télesa lodi¢ky Benchie.
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Obr. 19: a) DosaZené hodnoty taZnosti, b) Vyvoj tuniku zmékcovadla z testovaného materidlu pri 100 °C

Vsechna 3 zmékcovadla byla dobfe misitelna s matrici PHB-PLA, avsak tisk s PEG-2-EH vykazoval
neuspokojivou kvalitu vytisk(. Plastifikacni ucinek zmékcovadel nebyl tak vyrazny jako u predtim
pouzitych citratG (Obr. 19a) a byl potvrzen také pomoci DSC, kdy pfidavek zpusobil snizeni T; PLA
amorfni faze 0 6 °C (C2-EH) a 0 4 °C (A2-EH). Zmékcovadlo PEG-2-EH prekvapivé zplsobilo snizeni PLA
T; 0 37 °C. Déle bylo provedeno méreni stability viskozity pomoci oscilani reometrie a distribuce
molekulové hmotnosti. Vysledky ukazaly na prodegradacni chovani PEG-2-EH v PHB/PLA smésich.
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Plastifikdtor PEG-2-EH také vykazoval na migracnich testech pomérné velkou migraci. Tavenina
s estery kyseliny citronové (C2-EH a A2-EH) vykazovala dobrou stabilitu a zmékcéovadla méla nizkou
tendenci migrovat ze vzorku i za pomérné nepfiznivych podminek 110 °C (Obr. 19b).

Materialy pro 3D tisk jsou ¢asto kritizovany z pohledu moznosti jejich recyklace. Zejména 3D tisk
prototypll a casto nepovedenych vytisk(l vybizi k zamysleni nad strategii recyklace materialu zpét do
podoby tiskové struny. Proto bylo cilem ovéfit chovani materidlu pfi klasické materidlové
jednodruhové 100% recyklaci (viz Pub 13). Byly provedeny 2 experimenty, kde byl material
NONOILEN® 3D 3056-2 podroben zatézi nasobného procesu extruze tiskové struny (experimental)
a kombinaci extruze a 3D tisku redlného vzorku (industrial/commercial) viz Obr. 20.
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Obr. 20: NavrZené a testované zplisoby recyklace 3D tiskového materidlu na bdzi PHB

Materialy byly v kazdém cyklu sledovany mérenim ndsledujicich parametr(: komplexni viskozita
taveniny pomoci reometrie, distribuce molekulovych hmotnosti pomoci GPC, mechanické vlastnosti
vtahu a ohybu na tisténych vzorcich a zména jejich barevnosti. Z vysledkl Ize konstatovat, Ze
material dle pfedpokladd podléhal termické degradaci a sniZovala se molekulovd hmotnost a tim
i viskozita taveniny (Obr. 21). | pfes to, Ze se pohybovala i pod 100 Pa:s vSak bylo mozné vyrobit
tiskovou strunu a z ni 3D tiskem testovaci vzorek.
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Obr. 21: Pokles viskozity a hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti behem recyklacnich cykli

Se zpracovatelskou dobou také mirné rostla barevna odchylka od plvodni barvy referenéniho
vzorku a vzorek mirné tmavnul, coZ bylo pozorovano i u vsttikovaciho typu v Pub 7. Napéti na mezi
kluzu i napéti pfi poruseni klesly o cca 20 % na celém rozsahu mérené doby zpracovani. Taznost
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mérena na strunach uzz plvodné nizkych hodnot cca 10 % dale nijak vyrazné neklesala. U 3D
tisténych téles byl po prvnim cyklu zaznamendn velky pokles, nicméné material byl stale schopen 3D
tisku. Je tedy mozné tvrdit, Ze recyklace tohoto materidlu umoziuje jeho wvyuzZiti v 3D tisku
v minimalné dvou cyklech, nez dojde k vyssimu poklesu viskozity taveniny.

4.7 PfFinos

V r. 2016 vznikl zdmér vyvinout 3D tiskovy materidl na bazi biodegradabilniho a biokompatibilniho
PHB, ktery se opiral o do té doby ziskané zkuSenosti se zpracovanim PHB. Zamér byl od r. 2017 feSen
v rdmci ziskaného projektu PR4. V té dobé nebyly na VUT v Brné k dispozici laboratorni zafizeni na
vyrobu kalibrované struny a nebyla k dispozici jednotnd metodika charakterizace téles z 3D tisténych
termoplastovych materidl(. Ve stejném roce se také objevuje teprve prvni publikace na téma PHA
pro FDM 3D tisk [115]. Po poslednich deseti letech prudkého naristu publikaci zabyvajicich se
zpracovanim PHA a jeho 3D tiskem mohou nékteré vysledky ziskané na zacatku tohoto pomérné
kratkého obdobi plsobit z dnesniho pohledu moZna az naivné. Je vsak satisfakci, Ze jsou klicové
publikace tymu Laboratore bioplastl na téma 3D tisku PHB, zejm. Pub 12 (2018 - 59 citaci) a Pub 13
(2020 - 29 citaci), od r. 2019 citovany v obdobné zamérenych ¢lancich a review (napr. [142], [143],
[113] a dalsi).

Jak ukazuje i reSerSe [144] vydana r. 2018, FDM tisk materiald na bazi PHB byl v tom roce na svém
Uplném pocdatku. Pfinosem z tohoto pohledu jsou proto v tu dobu prezentované vysledky Laboratore
bioplastl s dosazenymi vlastnostmi vyvijenych materiald. Vysledky ukazaly, Ze je mozné dosahnout
hodnot taznosti materidlu s majoritou PHB i pfes 150 %, kdy po akcelerované migraci zmékcovadla
dosahovaly taznosti nad 25 %, coz byla v literatufe zpravidla nedosazena hodnota (uvzorkl
zpracovanych v taveniné). Vytisky testovacich téles dokonce vykazovaly hodnoty taznosti nad 100 %
i po 7 dnech po vytisténi.

Diky optimalizaci vyroby kalibrované struny pomoci sestrojeného odtahového zafizeni a vyvinuté
metodice optimalizace tiskovych parametrl a charakterizace 3D tisténého materidlu bylo mozné
dosahnout velmi dobré kvality vytiskd z téchto materiald. Celému tymu tyto zasadni zkuSenosti navic
umoznily naslednou orientaci na vyvoj medicinskych aplikaci, o kterych pojednava nasledujici
samostatna kapitola.
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5 KOMPOZITY PRO FDM 3D TISK NA BAZI PHB PRO MEDICINU

5.1 Motivace

Lidské zdravi je nenahraditelnou devizou ¢lovéka. PfestoZze ma lidsky organismus az neuvéfitelnou
schopnost regenerace, nastavaji situace, kdy je zasah do procesu hojeni nezbytnym krokem
k zdchrané zdravi anebo alespon k minimalizaci negativnich dopadli onemocnéni nebo zranéni.
Moderni medicina se v posledni dobé zaméfuje na aplikace prizplsobené pfimo na miru pacienta
a to nejen z pohledu vlastniho farmaceutika, ale v pfipadé, kde je to relevantni, také z pohledu tvaru
aplikovaného materidlu. (protetika, dentdlni medicina, ortopedie, chirurgie apod.). Jednou ze
slibnych technologii vyroby takovych unikatnich finalnich vyrobk( na miru je 3D tisk. Poskozeni kosti
je jeden z nejcastéjsich zdravotnich problémd. | pres znaénou regeneraéni schopnost kostni tkané je
v nékterych ptipadech (napfiklad osteopordza, tumor, infekce a dalsi objemné defekty) nutny zadsah
moderni mediciny [145].

5.2 Soucasny stav

Jeden z nejmodernéjsich pristup(, které soucasna regenerativni medicina vyuZivd, je tkanové
inZenyrstvi. V tomto multidisciplindrnim oboru se vyuziva nosi¢e neboli skafoldu (z anglického
scaffold) jako podplrného materidlu, ktery se nasledné osadi burikami a/nebo ptipadné dal$imi
podplrnymi latkami (rdstovymi faktory, 1éCivy atd.). Osazeny skafold se pouZije se jako implantat
k regeneraci poskozené tkdné a béhem hojeni se zcela vstfebd. Naroky kladené na material skafoldu
jsou vysoké, zakladnim poZadavkem je vhodna bunéénd odpovéd, neméné dlleZité jsou mechanické
a povrchové vlastnosti ¢i struktura [146]. V pripadé kostni tkané musi byt materidl navic
osteokonduktivni, tzn. stimulujici rlst kostni tkdné v misté implantdtu, a osteoinduktivni neboli
vyvolavajici osteogenni diferenciaci mistnich kmenovych bunék [147], [148], [149].

Pro pfipravu skafold( ur¢enych pro nahrady kostni tkané se vyuZiva cela rada material( [150],
[151], [152] vcetné polymerd pfirodniho (kolagen, kyselina hyaluronova, PHA nebo celuldza)
i syntetického plvodu (polylaktid, poly(e-kaprolakton), poly(butylen sukcinat), a dalsi) [153]. Velmi
dllezitou roli hraje i bioaktivni keramika, ktera se pouziva jak samostatné, tak pro pfipravu
polymernich kompozitd [154], [150], [155]. Nejcastéji vyuZivana jsou bioaktivni skla a vapenato-
fosfatova keramika (obecné oznacovana CaP), mezi kterymi se vyuZziva hlavné fosfore¢nan vapenaty
(TCP, tricalcium phosphate) a hydroxyapatit (HA) [156]. CaP napodobuji mineral ptirozené se
vyskytujici v kosti, jsou biokompatibilni, resorbovatelné a osteokonduktivni, jelikoZz vdZou protein
fibronektin, ktery poskytuje matrici pro usazeni bunék [150].

Aby mohly buriky prorlst skrz cely objem skafoldu a vytvofit tak novou tkan, musi mit skafold
vhodnou 3D strukturu [157]. Existuji rlzné techniky k vytvoreni porézni struktury, jako napfiklad
odlévani roztoku nebo taveniny do forem, lyofilizace, napérfiovani, vymyvani rozpustnych ¢astic
smisenych se zakladni matrici, nebo rdznymi technikami zvlakiovani [153], [158], [159]. Ty maji
znacné nevyhody — nepravidelnost struktury, péry, které nejsou oteviené, nesnadna vyroba péru
v oblasti 200-500 pum apod. V soucasné dobé se s Uspéchem vyZzivd metoda 3D tisku neboli aditivni
vyroby, pfi které se vyrobek vytvafi podle pfesného digitdlniho 3D modelu a umoziuje vyrobit ¢asové
a financné efektivné komplexni tvary véetné porézni vnitini struktury [160], [161], [162].
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Nejmasovéji vyuzivana technika 3D tisku je FDM tisk pfedstaveny v pfedchozi kapitole. Komercni
materidly pro FDM 3D tisk zahrnuji dnes celou skalu material véetné: ABS, PA, PETG, PLA, PP, nebo
flexibilni materidly jako TPU, ¢i TPE. V posledni dobé se objevuji i biodegradabilni materiadly
a biopolymery [144], [163], [164], [165], [166].

Pro 3D tisk skafoldl pro nahrady kostni tkané metodou FDM tisku zacal nejprve vyuZivat poly(e-
kaprolakton (PCL). V r. 2001 publikoval Hutmacher a kol. 3D tisténd télesa z PCL se strukturou plastvi
(honeycomb) a skladanych linii v rdznych dhlech pokladky (lay-down pattern). Pro skafold tistény
v Uhlech 0/60/120° reportoval tuhost mérenou v tlaku 42 MPa. Pripravené skafoldy byly osazeny
lidskymi fibroblasty a osteoprogenitorovymi burkami, oba typy bunék vykazovaly vhodnou adhezi
a proliferaci ke skafoldu [167]. Ve stejné dobé&, jako se zacaly objevovat prvni vytisky z PCL, byly
publikovany i vysledky tisku skafold( pro nahradu kosti FDM 3D tiskem z polylaktidu (PLA). PLA ma
oproti PCL vyhodu vhodnéjSich mechanickych vlastnosti a lepsi tisknutelnosti, je to ostatné globalné
nejpouzivanéjsi materidl pro 3D tisk. Xiong a kol. vytvofili v r. 2001 jednoduchy mfizkovy skafold
z PLA pelet s pevnosti méfenou v tlaku 8 MPa [168].

Vzhledem ke komplexnim poZadavkim kladenym na skafoldy je neustald snaha jejich vlastnosti
vylepsovat, a to: povrchovymi Upravami; optimalizaci 3D tiSténé struktury; pfidavkem bioaktivniho
plniva; nebo pouZitim smési biopolymerl. Ztoho ddvodu lze pro kaZdy potencidlni material pro
kostni nahrady v literatufe nalézt celou fadu dil¢ich studii zabyvajicich se bud optimalizaci 3D tisku
tohoto materialu, nebo jednou z vySe uvedenych metod Upravy jeho vyslednych vlastnosti (napfiklad
PCL [169], [170], [171], [172], [173], kompozit PCL s TCP [174], [175], [176] nebo PCL s bioaktivnim
sklem [177]). Kompozitni material PCL/TCP byl testovan dokonce in vivo, v r. 2010 skafold osazeny
lidskymi mesenchymalnimi kmenovymi bunikami (hMSC) na modelu kritického defektu stehenni kosti
krys [174], 2015 na modelu prasedi dolni Celisti [175]. V soucasné dobé je PCL/TCP material schvéaleny
pro pouZiti v kraniofacidlni oblasti u lidi [178] a je dostupny i komeréné [179].

Vyvoj 3D tisku PLA na poli kostnich nahrad pomoci viech metod tisku je v review [180]. Pro
skafoldy z PLA byla pozorovana vhodna Zivotaschopnost a rlst osteosarkomovych bunék [181]
a u osteoblastld dokonce vyssi viabilita nez na titanu [182]. Co se tyce struktury skafoldu, v soucasné
dobé se jako nejvhodnéjsi zda gyroidni struktura poprvé popsand NASA r. 1970, kterd je
optimalizovana pro nejvyssi specifickou pevnost (vztazenou na hmotnost) [183]. V r. 2018 byly
Uspésné vytisknuty gyroidni skafoldy zPLA za pomoci ve vodé rozpustitelnych podpor
z polyvinylalkoholu [184]. Dlkladné je prostudovana i mechanickd odezva gyroidu [185]. Eryildiz
publikoval tfistupriové skafoldy se zvySujici se porozitou smérem do stfedu, avsak vytisklé vzorky se
svou strukturou znacné lisily oproti modelu ve slicovacim programu [186]. Dobré vysledky dosahuje i
PLA plnéna bioaktivnim TCP [187], [188], [189], bioaktivnim 45S5 sklem [190] a nejéastéji HA [187],
[191], [192], [193], nano HA [194], [195], [196]. Pro kompozit krystalické PLLA s 50 hm. %
hydroxyapatitu bylo na dvou pacientech s poranénim dolni Celisti pozorovano lepsi hojeni kosti nez
s titanem [191].

Prvni vysledky 3D tisku polymer(i ze skupiny PHA se objevuji pozdéji a s pouZitim metody
praskového spékani (Selective Laser Sintering, SLS), nejprve pro kopolymer PHBV a jeho kompozit
s fosforecnanem vapenatym [197], poté v r. 2012 z PHB [198]. Pro porézni téleso za optimalizovanych
podminek byl reportovan modul méreny v tlaku 23 MPa a pevnost 1,7 MPa [199]. Dalsi studie na 3D
tisk PHB metodou SLS se objevuje az v r. 2018 [200], Diermann a kol. se mezitim intenzivné vénoval
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SLS 3D tisku PHBV [201], [202], [203]. V r. 2014 byly také uspésné vytisknuty skafoldy z kompozitni
pasty PHBH/biosklo ve smési chloroformu a dimethyl sulfoxidu [204].

Termicka nestabilita a komplikovana zpracovatelnost PHA popsana v predchozich kapitolach
predstavuje pro 3D tisk FDM metodou velky problém. Az v r. 2016 bylo ke 3D tisku pouzito PHB, které
proslo maleacia bylo s pridavkem uhlikovych nanotrubek, ¢imZz byla posunuta teplota pocatku
degradace [205]. Na poli materiadld pro tkanové inZenyrstvi se PHA z pocatku objevuji jako druhy
polymer ve smési s PCL [206] nebo PLA [207], [208], [209]. Napfiklad v komercnim filamentu od firmy
ColorFabb obsahujici 88 % PLA doplnény o PHBV [210].

Ve stejné dobé (2018 — 2020) nase laboratorni skupina vyvijela smési pro FDM 3D tisk s majoritou
PHB, vysledky téchto praci jsou prezentovany v kapitole vyse. Metodou FDM byly v r. 2020 vytistény
také skafoldy z PHBH, které jsou biokompatibilni s mySimi 3T3 bunkami a rozloZitelné v syntetické
Zalude¢ni stavé [211] a PHBH kompozitem s acetylovanou nanoceluldzou [212]. O rok pozdéji byly
publikovany skafoldy z PHBV/45S5 bioskla [213]. V nedavné dobé se pocet studii na FDM 3D tisk PHA,
jejich smési a kompozitl zvySuje a dostava se jim vice a vice pozornosti [214], [215], [216], [217],
[218], avSak ne vSichni autofi své vysledky zakoncuji biologickymi testy, které jsou v tomto poli
nezbytné [218], [121], [119], [219].

Co se tyCe PHB, jako pfirodni material nabizi v poli tkafového inZenyrstvi kosti pfirozenou
biokompatibilitu a bioresorbovatelnost. Degradaéni produkty PHB jsou télu vlastni a nezpUsobuji
zanétlivou reakci [220]. Navic, PHB disponuje mechanickymi vlastnostmi, které jsou pro pfipravu
nahrad tuhych tkani vhodnéjsi nez u jinych pouzivanych polymerd, jako kolagen, kopolymer PLA
s glykolidem (PLGA), nebo PCL [221], [222], [223].

5.3 Cile

Cilem prace je vyvinout material na bazi PHB vhodny pro vyrobu filamentu pro FDM 3D tisk a pro
pouziti v regenerativni mediciné, konkrétné jako skafold pro nahradu a regeneraci kostni tkané.
K dosazZeni cile je nutnd kombinace nékolika znalosti z rGznych obord, a to konkrétné (i) znalosti
zpracovani PHB a kompaundace polymer( obecné, (ii) technologie a spravné nastaveni podminek 3D
tisku bioplastq, (iii) znalost odpovidajicich testovacich metod pro splnéni pozadavk( na mechanické,
povrchové a biologické vlastnosti skafoldl. Podle toho se hlavni cil vyzkumu déli na jednotlivé dilci
cile. Prvni dil¢i cil je navrhnout a pfipadné optimalizovat novy biomaterial, ktery bude disponovat
vhodnymi termickymi, reologickymi a mechanickymi vlastnostmi pro zpracovani do formy 3D tiskové
struny, a jeho vlastnosti charakterizovat. Druhy dili cil je nalézt spravné 3D tiskové podminky pro
dany materiadl s pomoci know-how nové vyvinutych metod charakterizace tisknutelnosti a vlastni
pfiprava testovacich téles pro charakterizaci. Timto bude obohacena dosavadni materidlova zakladna
pro FDM 3D tisk, kde se biopolymery s vyjimkou PLA zacinaji teprve objevovat. Treti dil¢i cil je
otestovat biokompatibilitu material(i a reakci bunék, jejich proliferaci, viabilitu, a pfip. osteogenni
diferenciaci, po osazeni na nosice pfipravené z navrhnutych materidld.

5.4 Dosazené vysledky

5.4.1 Smési PHB/PLA

Prvni screeningové smési na bazi smési PHB/PLA vychazely z pfedchozich experimentd, kdy se pomér
PHB/amorfni PLA 70/30 jevil jako optimalni z hlediska zpracovatelnosti a vyslednych mechanickych
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vlastnosti. Do smési byl pfidan plastifikator v obsahu 12 hm%. Testovany byly dva typy zmékcéovadel,
které se prokdazaly jako netoxické, nizkomolekularni derivat kyseliny citronové Citroflex® B-6 (butyl
trihexyl citrat, CT) a oligomerni adipat Syncroflex 3114 (SN). Pro zlepSeni bunécné odpovédi bylo do
smési pridavano i biokeramické plnivo, a to smés minerdlll hydroxyapatitu a trikalcium fosfatu
HA/TCP (Dso 10,8 um, TCP smés aTCP a BTCP v poméru a/B 7/93, vyrobce CN Lab Nutrition).

Celkem bylo pripraveno dvanact vzork(, Sest s obsahem CT a Sest s obsahem SN. U kazdé série byl
pfipraven jeden neplnény vzorek obsahujici oba polymery a zmékéovadlo a tfi plnéné vzorky, viz
tabulka 2. Dalsi dva vzorky obsahovaly jen jeden z polymer(, zmékéovadlo a 10 hm. % HAp/TCP.

Tabulka 2: Pripravené smési na bdzi PHB/PLA

PHB | PLA | Citroflex | TCP PHB | PLA | Syncroflex | TCP

(%) | (%) | B6(%) | (%) (%) | (%) | 3114 (%) | (%)
PHB/PLA-CT 62 26 12 - PHB/PLA-SN 62 26 12 -
PHB/PLA-CT_TCPS 59 25 11 5 PHB/PLA-SN_TCP5 59 25 11 5
PHB/PLA-CT_TCP10 | 56 24 11 9 PHB/PLA-SN_TCP10 | 56 24 11 9
PHB/PLA-CT_TCP15 | 54 23 10 13 PHB/PLA-SN_TCP15 | 54 23 10 13
PHB-CT_TCP10 80 - 11 9 PHB-SN_TCP10 &0 - 11 9
PLA-CT_TCP10 - 80 11 9 PLA-SN_TCP10 - 80 11 9

Prace s témito vzorky byla pfedmétem bakalafské prace Katefiny Chaloupkové, za svobodna
Svoradové, kde je moiné dohledat dalsi detaily (VSKP5). U pfipravenych materiald byly
charakterizovany tepelné vlastnosti pomoci TGA a DSC, kde byl pozorovdn lepsi zmékcovaci efekt
aditiv Citroflex na polymerni smés oproti Syncroflex. Ze vSech vzork(i ve formé granulatu byly
vytvoreny filamenty na 3D tisk s prmérem 1,75 mm. U vzork( byly nalezeny optimalni tiskové
podminky — teplota trysky a mnozstvi extruze tzv. flow a nasledné mohly byt vytisknuty testovaci
télesa pro tahovou zkousku, jejiz vysledky jsou na obrazku Obr. 22.
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Obr. 22: Vysledné mechanické vlastnosti pfepravenych kompoziti

Modul pruznosti byl naméren v rozmezi 2,2-2,6 GPa s vyjimkou vzork{ PLA bez pridavku PHB, kdy
vzorek PLA-CT_TCP10 dosahoval az 3,3 GPa. Pridavek TCP zvysil modul velmi malo, soucasné sniZil
pevnost i taznost smési. Nejvyssi pevnosti byly dosazeny u vzork( bez TCP a u vzork( PLA, a to cca
32 MPa pro vzorky zmékcené Citroflexem a 38-40 MPa pro vzorky zmékéené Syncroflexem.
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Mechanické vlastnosti kosti se v zavislosti na typu kosti, véku pacienta a dalsSim lisi. U kompaktni kosti
v podélném sméru je modul pruznosti v tahu kolem 18 GPa a pevnost v tahu 135 MPa, co? je stale
nékolikanasobné vys, nez bylo dosazeno [224].

Vysledky testl neplnénych vzorkG PHB/PLA sobéma zmékéovadly a odpovidajici vzorky
s maximalnim plnénim TCP, tedy PHB/PLA-CT, PHB/PLA-CT _TCP15, PHB/PLA-SN a PHB/PLA-
SN_TCP15 byly publikované v Pub 14 (2020). U téchto vzork( byla kromé PHB/PLA-CT_TCP15 zjisténa
nizsi mira warpingu pfi 3D tisku nez u komeréniho PLA Prusa filamentu. Také byly zjistovany ohybové
vlastnosti dulezité vzhledem k ¢astému poruseni kosti ohybovou deformaci. U vzorkl se SN byl
z vysledk patrny Zadouci nardst ohybového modulu i pevnosti v ohybu s rostoucim pridavkem TCP.

V neposledni fadé byla na Ustavu experimentalni mediciny AVCR provedena fada biologickych
testd na jednoduchych skafoldech (kolecka o prdméru 5 /6 mm vyrazena z lisované desky o tloustce
1 mm). Skafoldy byly sterilizovany ethylen dioxidem a osazeny lidskymi mezenchymalnimi
kmenovymi burikami (hMSC, Sciencell). Na obrazku (Obr. 23) jsou vidét fotografie z konfokalni
mikroskopie na zac¢atku a konci testu, Obr. 24 prezentuje vysledky ALP testu.

PHB/PLA-SN

PHB/PLA-CT PHB/PLA-CT_TCP

PHB/PLA-SN_TCP

Day 1

Day 28

Obr. 23: Vizualizace bunék na skafoldech na zacdtku a na konci testu
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Il rriB/PA-SN 2t
3.0 {JJll PHB/PLA-SN_TCP

Absorbance at 405 nm

Day 1 Day 7 Day 14 Day 21

Obr. 24: Test aktivity alkalické fosfatdzy
Z fotografii je vidét mnohem vétsi mnozstvi bunék u vzork( obsahujicich adipatové zmékcovadlo
Syncroflex. Kromé poctu jsou také burky rovnomérnéjsi rozprostfeny a maji protdhly tvar, coz
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naznacuje jejich dobrou kondici. Naopak u vzorkl s Citroflexem se hlavné v pozdéjsich stadiich testu
nachazi ve shlucich a neporlstaji povrch skafoldu. Testy osteogenni diferenciace navic jednoznacné
potvrdily, Ze vzorky obsahujici Syncroflex jsou pro material kostnich nahrad vhodnéjsi nez vzorky
s citrdtovym zmékcovadlem. U ALP testu je 21. den vidét ndsobné vyssi mira osteogenni diferenciace
vzork(l PHB/PLA-SN a PHB/PLA-SN-TCP15. Tyto dva vzorky tedy nejen Ze jsou vhodné pro 3D tisk
metodou FDM, ale maji i potencidl pro pouziti jako bioaktivni material pro tkanové inzenyrstvi kosti.

5.4.2 Smési PHB/PCL

Na zakladé téchto vysledkl byly studovany v ramci diplomové prace VSKP9 i smési obsahujici misto
PLA polykaprolakton, polymer tradi¢né vyuzivany pro tkanové inzenyrstvi kosti, jak bylo popsano na
zacatku kapitoly. Byly tedy pfipraveny dva vzorky analogické ke dvéma nejuspésnéjsim vzorkim
z predchozi studie, a to PHB/PCL-SN (62 % PHB, 26 % PLA a 12 % syncroflex 3114) a PHB/PCL-SN_TCP
(54 % PHB, 23 % PLA, 10 % Syncroflex 3114 a 13 % TCP). Tyto vysledky byly publikovany v Pub 15
(2023). Vzhledem k rozdilné teploté tani obou polymer( je stéZejni najit vhodnou teplotu tisku. PCL
ma pfi teploté tani PHB nizkou viskozitu taveniny, coz vede k nadbytecné extruzi materidlu a snizeni
geometrické pfesnosti vytisku, jak je vidét na obrazku nize (Obr. 25).

Obr. 25: Teplotni vézZ vytisténd ze smési PHB/PLA (vlevo) a PHB/PCL (vpravo)

Na téchto materidlech byl proveden test biokompatibility vyluhG s mysSimi 3T3 fibroblasty,
podobné jako v predchozi kapitole. Na obrazku Obr. 26 jsou uvedeny vysledky MTS testu po 24
a 72 h, kdy je vidét vynikajici viabilita bunék, ktera je dokonce vyssi nez v pfipadé kontrolniho vzorku.
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Obr. 26: Vysledek cytotoxicity vyluht pro vzorky na bdzi PHB/PCL

Vhodna teplota tisku je v tomto pfipadé mnohem nizsi nez u smési s PLA, a to 175 °C pro neplnény

evvs
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s warping koeficientem 1,3 a 1,5 pro neplnény a kompozitni vzorek. To je nizsi hodnota neZ pro
odpovidajici smési s PLA. Hodnoty pevnosti a modulu pruZnosti jsou nizsi, neZ v pfipadé
odpovidajicich analogl s PLA, coz je ocekavané vzhledem k mechanickym vlastnostem cistého PCL.
Modul naméreny v tlaku byl 0,3 GPa pro PHB/PCL-SN a 0,4 GPa pro PHB/PCL-SN_TCP, pevnost v tlaku
15 MPa a 18 MPa ve stejném poradi. Pevnost kompaktni kosti v tlaku je kolem 200 MPa [224].

5.4.3 Povrchové vlastnosti 3D tisténych skafoldi

Bez ohledu na material skafoldu, prvni véci, ktera prichazi do kontaktu s hostitelskym prostredim, je
jeho povrch. Béhem biologickych test( bylo pozorovano, Ze povrch vylisovanych skafold neni pro
pouzité hMSC bunky idedlni, protoze z néj vrstva bunék snadno sklouzla. Proto byly dale studovany
povrchové vlastnosti, které fidi adsorpci proteinl a tim pak i interakci bunék [225], [226], a to volna
povrchova energie (SFE), smacitelnost vodou — kontaktni thel vody (WCA) a drsnost.

Nejvétsi mira adsorpce fibronektinu a albuminu je dle literatury na povrchy s WCA 40-80° [227]
pro hovézi sérovy albumin, fibrinogen a lidské proteiny FXII pro povrchy s WCA > 60-65° (SFE pod
36,4 mN-m™?) [228]. Co se tyce povrchové energie, podle rozsahlych studii Lima a kol. lidské fetalni
osteoblastické bunky (hFOB) preferuji pro stfedné dlouhou dobu interakce hydrofilni povrchy
charakterizované SFE nad 40 mN-m™ a WCA pod 60° [229], [230].

Vysledky naméfenych kontaktnich Uhld a vypoctené SFE smési PHB/PLA a PHB/PCL ve formé
vylisovanych desek jsou uvedeny v tabulce 3. Voda vykazuje nejvétsi kontaktni dhel ze vsech
testovanych kapalin, 72-74°, kromé vzorku PHB/PLA-SN_TCP, kde je to 61°. Pro vSechny materidly je
WCA pod 90°, coz naznaduje jejich hydrofilni povahu. Podobné pro vsechny vzorky kromé PHB/PLA-

evyvs

Ptidani fosfatové keramiky do smési na bazi PHB/PLA snizilo kontaktni Ghel vody o 17 %
a s diethylenglykolu o 9 %, zvysila se tedy hydrofilita materialu. Tento jev byl popsan pro Cisté PHB
[231]. V pfipadé PHB/PCL se interakce s vodou a diethylenglykolem po pfidavku TCP nezménila.

Tabulka 3: Vysledné hodnoty mérené povrchové energie

PHB/PLA-SN PHB/PLA- PHB/PCL- PHB/PCL-

SN_TCP SN SN_TCP"
o~ Voda 742:1,0 | 61,4x3,4 | 727£3.5 | 721242
=
%X 3| Dijodmetan | 381:1,9 | 40223 | 22.9:1.4 | 35122
=+
S5 | Formamid | 48,0:1,9 | 36,8228 | 555:1.8 | 47.7:2.7
¥ L
S | Diethylenglykol | 42,527 | 387:1,5 | 422+16 | 433:0.9 | PHB'2 | PLA'2 | PCL™
Celkova povrchova 40 45 40 a1 40,5 | 33,9 | 308
energieys (mN-m™)
Disperzni Cast 31 27 30 30 36,5 | 30,9 | 26.1
ps" (mN-m™)
Polarni ¢ast
v (M) 9 18 10 11 4 3 4.7

*1 pub 15; *2[232]; *3 [233]

Co se tyce volné povrchové energie, z pfipravenych smési vybocuje pouze PHB/PLA-SN_TCP, zbylé
smési dosahuji pFiblizné 40 mN-m™, co? je podobné jako u Cistého PHB, s disperzni sloZkou okolo
30 mN-m™ a polarni sloZzkou okolo 10 mN-m™. Pfidavkem zméké&ovadla a dal3ich polymer( jsme tedy
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schopni zvysit polarni slozku SFE a zvysit hydrofilitu materidlu. SFE a jeji ¢asti pro materialy na bazi
PCL a PHB/PLA-SN jsou srovnatelné s polyetheruretanem [234] nebo Nylonem 6-6 [235].

S ptidanim TCP keramiky do mékcené biopolymerni smési PHB/PLA se povrchova energie zvysila
013 %, na 45 mN-m™. Souc¢asné se u vzorku PHB/PLA-SN_TCP zdvojnasobila polarni slozka oproti
vzorku bez plniva, zatimco disperzni slozka se snizila o 13 %. Takova hodnota SFE poldrni slozky je
podobna jako u pouZivaného polystyrenu nebo proteinem potaZenych povrchl pro tkarové kultury
[234]. Tento material se z tohoto pohledu jevi pro adhezi kostnich bunék jako velmi vhodny.

Dalsim dlleZitym parametrem povrchu je jeho drsnost, protoZe kostni buriky maji vyssi preferenci
k drsnéjsim povrchim [236], [237], [238]. Podle studie Kunzler a kol. krysi osteoblasty na povrchu
s drsnosti od 1 do 6 um preferuji drsnéjsi ¢ast [239]. Drsnost 3D tisténych vzorkl byla studovana na
materidlech PHB/PLA-SN a PHB/PLA-SN-TCP15 s poufZitim zakladniho nastaveni — teplota trysky 195
°C, flow 100 %, povrch slozeny z paralelnich linii, a to tryskou 0,4 a 0,25 mm. Vyhodnocena je drsnost
podél tiskové linie a napfi¢ tiskovymi liniemi pomoci konfokalni mikroskopie. Vysledky jsou
v tabulce 4, zatimco vizualizace povrchi je na obrazku Obr. 27.

U vzorku PHB/PLA-SF jsou dobte patrné jednotlivé fadky tiskarny. Na druhou stranu vzorek
s bioaktivnim fosfore€nanem vapenatym ma rovnomérnéjsi povrch, kde v pfipadé trysky 0,4 mm neni
jednoznaény smér tisku a prevazuje tak vliv plniva na topografii. Celkové ma vzorek PHB/PLA-SN
priblizné dvakrat nizsi hodnoty podélné drsnosti nez jeho kompozitni analog, a to z ddvodu
pfitomnosti Castic TCP. S tryskou 0,4 mm vykazoval vzorek PHB/PLA-SN drsnost jednotlivych
tiskovych linii 6,7 um, coz by mélo byt pro rist osteoblastu dle Kunzlera vhodné.

3 T E ] ’ ' T o
T o8 N TSP

tryskou 0,4 mm, znacka méritka symbolizuje 160 um
Je tfeba poznamenat, Ze tyto materidly vykazuji vys$si drsnost povrchu neZ 3D tisténé objekty
uvadéné v literature. U Cistého PLA a trysky 0,25 um byla pomoci AFM naméfena paralelni drsnost R,
1,2 nm (27,6 nm po osetfeni plazmou), coZ je o 3—4 magnitudy nizsi, nez bylo pozorovano u nasich
vzork( [240]. Pfi pouZiti tiskové trysky 0,4 um bylo pomoci AFM naméfeno Rq; 92 nm [241]
a 367,5 nm bylo ziskdano z mikroskopie SEM [242].

Tabulka 4: Drsnost povrchu 3D tisténych vzorki

Podélna drsnost Ra (um) Pticna drsnost Ra (um)
Tryska (mm) 0,25 0,4 0,25 0,4
PHB/PLA-SN 2,1+0,3 6,7+2,5 20,7+3,2 12,8+ 1,0
PHB/PLA-SN_TCP 4,7+0,6 12,4429 33,3+3,4 12,2+2,4
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Pricna drsnost kolmo na smér tiskovych linii je obecné vyssi nez podélna (pro odpovidajici material
a pramér trysky), protoZe zohledriuje nejen vliv materidlového sloZeni, ale také vliv topografie
vytvorené 3D tiskem. Jedinou vyjimkou je biokompozitni vzorek PHB/PLA-SN_TCP s tryskou 0,4 mm;
obé hodnoty jsou srovnatelné kolem 12 um. To potvrzuje jednotny povrch pozorovany mikroskopem.

Pfi trysce 0,25 mm je pfi€nd drsnost vy$$i u vzorku PHB/PLA-SN_TCP nez u smési bez
biokeramického pridavku, podobné jako v pfipadé paralelni drsnosti. Na druhou stranu u povrch(
potisténych tryskou 0,4 mm je drsnost mezi 12,2-12,8 um pro oba materidly. V tomto pfipadé je
drsnost povrchu spise fizena strukturou nez materialem.

U vzork( s vyraznou povrchovou strukturou je ovlivnéna i smacivost vodou. Pro 3D tisténé vzorky
se strukturou tvorenou paralelnimi liniemi a mfizkou s rliznou velikosti oka (50, 100, 150, a 250 um)
imitujici 3D strukturu skafoldu byl zméfen WCA a vysledky jsou uvedeny v grafu nize (Obr. 28).
Nejnizsi hodnoty WCA, kolem 70°, bylo dosaZeno u lisovanych desek. 3D tistény vzorek s plnou vrchni
vrstvou (mfizka 0 um) dosahuje WCA srovnatelného s vylisovanym vzorkem v rdmci chyby méreni.
S vyskytem mfizky na povrchu se WCA linedrné zvysuje diky tzv. efektu lotosového kvétu [243].
Smérnice narlstu je vyssi u vzorku PHB/PLA-SN, ktery ma nizsi polarni slozku SFE. Povrch s velikosti
oka mfizky 250 um dosahl WCA 105° pro PHB/PLA-SN a 95° pro PHB/PLA-SN_TCP, cozZ je 52% a 41%
narlst ve srovnani s lisovanym vzorkem. Vzhledem k vysledkdim z literatury by mél byt pro adhezi
proteinl z testovanych povrchi nejvhodnéjsi povrch tvoreny mtizkou o velikosti oka 50-100 um.
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Obr. 28: Kontaktni uhel vody na 3D tisténych povrsich

5.4.4 Optimalizace sloZzeni smési PHB/PLA/SN/TCP

V kapitole 5.4.1 byly pfedstaveny prvni slibné smési pro materidly kostnich nahrad. Nedosahovaly
vSak optimalnich mechanickych vlastnosti, proto byla provedena optimalizace metodou
trifaktorového pétidrovriového planovaného experimentu. Vysledky jsou soucasti diplomové prace
VSKP7. Byly zvoleny nasledujicimi faktory:

1) Faktor 1 =PLA/PHB
2) Faktor 2 = bioaktivni plnivo/(PHB+PLA)
3) Faktor 3 = zmékcovadlo/(PHB+PLA+plnivo)
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Prvnim faktorem je pomér PLA/PHB v rozsahu hmotnostnich pomérd 50/50-95/5 tak, aby ve
smési byla vidy majorita PHB. Ve druhém faktoru je pomér bioaktivniho plniva/(PHB+PLA) v rozsahu
hmotnostnich pomérd 5/95-30/70, vzhledem k o¢ekdvanému limitu zpracovatelnosti pfi vysokém
plnéni. Treti faktor byl zvolen jako zmékéovadlo/(PHB+PLA+plnivo) proto, Ze zmékcovadlo interaguje
se véemi tfemi slozkami systému. MnoZstvi zmékcéovadla se z predchozich experimentl osvédcilo
v rozmezi 7-11 %. Aby bylo toto rozmezi pokryto, bylo zvoleno rozmezi poméra 5,6/94,4-12,4/87,6.

V ramci experimentu bylo pfipraveno celkem 20 vzorkl (Tab. 5). Jako zmékéovadlo byl pouzit
osvédceny Syncroflex 3114 (SN). Bioaktivni minerdl byl zakoupen od firmy Alchimika a obsahoval
smés HA a TCP, oznacovan je jako HA. Vzorky jsou uvedeny v tabulce. Jako oznaceni vzorku bylo
zvoleno zkracené slozeni vzorku uddvajici pomér PHB/PLA, nasledné mnoZstvi HA a posledni Cislo
nazvu udavd mnozstvi zmékcovadla. Vzorky s Ciselnym oznacenim 9-14 maji ve svém sloZeni vidy
jeden faktor v krajni mezi experimentu. Vzorky s ¢iselnym oznacenim 15-20 maji shodné sloZeni
a byly pfipraveny za Ucelem stanoveni experimentdlni chyby.

Tabulka 5: SloZeni vzorki PHB/PLA/SN/HA pro pldnovany experiment

Oznaceni PHB | PLA | SN HA Oznaceni PHB | PLA SN HA

(%) | (%) | (%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)

1 80/20-11-7 66 16 7 11 |11 66/34-5-9 57 30 9 5
2 55/45-11-7 46 37 7 11 |12 66/34-27-9 42 22 9 27
3 80/20-24-7 55 14 7 24 |13 66/34-18-6 50 26 6 18
4 55/45-24-7 38 31 7 24 | 14| 66/34-17-12 46 24 12 17
5 80/20-10-11 63 15 11 10 |15 | 66/34-18-9_1 48 25 9 18
6 55/45-10-11 44 35 11 10 |16 | 66/34-18-9 2 48 25 9 18
7 80/20-23-11 53 13 11 23 |17 | 66/34-18-9_3 48 25 9 18
8 55/45-23-11 36 29 11 23 |18 | 66/34-18-9_4 48 25 9 18
9 95/5-18-9 70 4 9 18 |19 | 66/34-18-9 5 48 25 9 18
10 50/50-18-9 37 37 9 18 |20 | 66/34-18-9_6 48 25 9 18

Smési byly kompaundovany dvousnekového extrudéru znacky LabTech (primér Snekd 16 mm,
L/D 40) a 3D tiskové struny byly pfipraveny na jednosnekovém extrudéru HAAKE Rheomex OS (Haake
Technik GmbH (primér sneku 19 mm, L/D 30). Optimalizace 3D tiskovych podminek byla provedena
metodou teplotnich vézi a naslednym mérenim warping koeficientu.
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Statistickym zpracovanim bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv na warping (pfiblizné 2—-3x vétsi nez
ostatni) ma faktor 1, tedy pomér polymerd PLA/ PHB. Uplatiiuje se zde kombinace linearniho
a kvadratického pfispévku. To je patrné na obrazku nize (Obr. 29), kde jsou znazornény dvé plochy
zavislosti warping koeficientu na faktoru 1 (pomér PLA/PHA) a faktoru 3 (mnoZstvi SN ve smési) se

avpravo je plocha pro nejvyssi testované mnozstvi HA. Pfidavek PLA do smési PHB/PLA snizuje
warping koeficient. Zaroven vlivem kvadratického koeficientu existuje v zavislosti minimum, kterého
je zadouci dosahnout. Pro srovnani, hodnota warping koeficientu pro komercéné dostupny filament
PLA (Prusa Research, Prague, Czech Republic) je 2,9 *+ 0,1. Nejhire tisknutelny je material
s oznacenim 95/5-18-9, ktery obsahuje nejvyssi obsah PHB z testovanych vzork( a je velmi kiehky.
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U vSech material( byly testovany mechanické vlastnosti pfi namahani v ohybu a tlaku, které
simuluji napéti prirozené plsobici na kosti. Modul pruznosti méreny v ohybu se u vSech vzork(
pohybuje vrozmezi 2,3-3,7 GPa. Nejvétsi vliv na né ma dle statistického vyhodnoceni obsah
zmékc¢ovadla, ¢im vétsi obsah, tim nizsi modul. Pozitivni vliv ma naopak pridavek PLA a HA, efekt je
vSak 1-2x slabsi. Zavislost pevnosti v ohybu na faktoru 1, PLA/PHB, a faktoru 3 poméru zmékcéovadla
ku zbylym slozkam smési je vidét v nasledujicim obrazku (Obr. 30). Stejné jako v pfipadé modulu,
faktor 1 ma nejvétsi vliv a pevnost sniZuje.

Modul pruzZnosti vtlaku [GPa]

18 09 o3 o,

0,9 1,6
zmékcéovadlo/P3HB+PLA+HAD

(aHEd+v1d)/d¥H

Obr. 31: Plocha modulu pruzZnosti v tlaku pfi stfednim poméru PHB/PLA
Ze zkousky v tlaku byl vyhodnocen modul zlinearni oblasti deformace (1,25-1,5 %), ktery se
pohybuje v rozmezi 0,9-1,8 GPa, tedy o zhruba polovinu neZ pfi namahani v ohybu Obr. 31. Vliv na
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modul ma pouze obsah HA, jehoZ ptidavek modul zvysuje, a zmékcovadlo, které modul snizuje, jak je
vidét v grafickém znazornéni dole. Vzorky byly méfeny do 10% deformace a do této hodnoty
nedochazelo k poruseni a u nékterych vzorkd ani ke kluzu, proto pevnost nebyla vyhodnocovana.

Z vysledkl je mozné najit sloZzeni smési, kterd bude mit idedlni vlastnosti pro tkanové inzenyrstvi
kosti v dosazZitelném rozsahu, a to: minimalni warping, maximalni ohybovad pevnost a maximalni
tlakovy modul. SloZeni receptury, ktera dosahuje tyto pozadavky je: 35,2 % PHB, 30,8 % PLA, 28,3 %
HA a 5,6 % SN. Teoretické a dosazené vlastnosti této smési jsou uvedeny v tabulce 6. Pfipravena
optimalizovana smés dosahovala o polovinu nizsSiho modulu v tlaku, nez byla teoretickd hodnota,
zatimco modul naméreny v ohybu byl predikovan presné. Namérend hodnota pevnosti v ohybu je
0 18 % nizsi nez teoreticka hodnota. Pfipravend smés také vykazovala mez kluzu pfi namahani v tlaku
kolem 9 % relativni deformace, a to s maximem 54,6 + 1,3 MPa. Uddvana pevnost v tlaku kompaktni
kosti je 205 + 17 MPa, dosahujeme tedy pfiblizné Ctvrtiny [224].

Tabulka 6: Teoretické a namérené vlastnosti optimalizované smési

Warping Modul méfeny Pevnost v Modul méreny | Pevnost v tlaku
koeficient (-) v ohybu (GPa) ohybu (MPa) v tlaku (GPa) (MPa)
Predikované 1,0 3,3 59,7 2,3 -
Zmérené 2,54 £ 0,08 3,2+0,1 48,8 £ 0,6 1,2+0,1 546+1,3

5.4.5 Skafold pro nahradu segmentu femuru

Optimalizovand receptura PHB/PLA/TCP/HA byla wvyuzita pro navrh, vyrobu a mechanickou
charakterizaci anatomického modelu segmentu diafyzy femuru vytvofeného podle CT obrazd femuru
skute¢ného pacienta v ramci diplomové prace VSKP10. V misté kompakty a spongidzy realné kosti
byly v 3D modelu variovany parametry vyplné gyroidni struktury pomoci programu Rhinoceros 3D.

Tabulka 7: Maximdlni tlakova sila zpisobujici poruseni vnitini struktury PHB/PLA/TCP/HA anatomického modelu
segmentu femuru u zvolenych 12 variant vnitini struktury (n = 10)

A (kompakta 75 %) [kN] B (kompakta 60 %) [kN]

Varianta hustoty
vyplné gyroidu

C (kompakta 50 %) [kN]

1 (spongidza 75 %) 22,2+0,5 15,8+ 1,2 12,5+0,8
2 (spongidza 50 %) 19,1+1,1 145+1,0 12,0+0,5
3 (spongidza 25 %) 18,3+0,3 13,0+ 0,6 13,3+ 1,0
4 (spongidza 0 %) 18,0+ 0,5 12,8+0,3 10,1+0,4

Byla stanovena unosnost vtlaku dvanacti variant vytiSténych 3D modell segmentu femuru
s rliznou procentudlni hustotou jejich vnitini gyroidni vyplné (viz obrObr. 32) s vysledky uvedenymi
v tabulce 7. Nejvyssi sila na mezi Unosnosti segmentu femuru byla dosazena se 75% vyplni v misté
kompakty i spongidzy (varianta Al), a to 22,20 * 0,50 kN. Se sniZujici se hustotou vnitfni vyplné pfi
zachovani vnéjsi struktury unosnost klesa az na 18,00 + 0,50 kN pro téleso varianty A4, které vnitini
¢ast neobsahuje. Stejny trend Ize pozorovat i u varianty B s vnéjsi vyplni 60 % a C s vnéjsi vyplni 50 %.
Rostouci Unosnost v tlaku v zavislosti na rostoucim mnoZstvi materidlu je vysledek ocekavany.
Pfinosem jsou vsak redlné hodnoty Unosnosti v tlaku v porovnani s porozitou materidlu, kterd je
klicova pro proliferaci bunék a vlastni prestavbu materialu v kostni tkan. Nejnizsi dosazena unosnost
(vzorek C4, 50% vnéjsi vypln, bez vnitini vyplné) je 10,1 kN je v prepoctu 1030 kg, coz je témér 15 krat
vice nez je prllmérna vaha ¢lovéka.
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Obr. 32: Vytisténé 3D modely segmentu diafyzy femuru s riznou procentudlini vnitini vyplini gyroidem v misté
kompaktni a spongidzni kosti

Nasledné byla studovana mozZnost predikce uUnosnosti v tlaku nové vyvinutého anatomického
modelu segmentu femuru pomoci pocitacové simulace s vyuzitim numerického modelu v programu
ANSYS. Mezi naméfenymi hodnotami a predikovanymi byly zjistény rozdily v hodnotach Unosnosti
v tlaku. Ty byly pfisouzeny odliSnostem mezi redlnou a navrZenou strukturou gyroidni vyplné. Tyto
odlisnosti jsou zplGsobeny nedokonalou technikou 3D tisku v prFipadé takto jemné struktury. Na
mikroskopii byly prokazany defekty v rovinach kolmych k roviné pohybu trysky pfi tisku. Jde o zndmy
problém nedokonalého spojovani jednotlivych vrstev tisku, ktery pfi sloZitéjsi struktufe vytvari
defekty [184]. Prednosti gyroidni struktury je spojitost stén, ktera je vSak diky témto defektim
narusena. Stejné tak byly pozorovany odchylky v tloustce stény gyroidni struktury oproti modelu.

Modul pruznosti v tlaku byl zaznamendn v rozsahu 0,8-1,2 GPa se srovnatelnym trendem jako
v pfipadé unosnosti v tlaku v zavislosti na druhu vyplné spongidzy a kompakty. Jak jiz bylo zminéno,
modul pruZnosti kompaktni ¢asti kosti je okolo 18 + 4 GPa, u porézni kosti v oblasti femuru je to
0,4 £ 0,3 GPa [224]. Znacny rozptyl u spongidzni kosti je dan rliznym obsahem mineralnich latek
v kosti pacienta, kdy se pro kréek stehenni kosti uddva rozptyl modulu od 50 do 600 MPa [244]. | jiné
prace publikuji stfredni hodnotu modulu spongidzy v tlaku kolem 100-600 MPa [245], [245], [246].

V pripadé implementace skafoldu do téla je nutnd dodatecna fixace, takZe od samotného skafoldu
neni vyZzadovano nést celou vahu pacienta. Pro Uspésnou nahradu plvodniho materidlu kosti je i tak
vyhodné se co mozna nejvice priblizit strukture a mechanickym vlastnostem plvodni kosti. Zde tedy
zalezi na tom, zda se nahrazuje (i) segment kosti zasahujici i do kompaktni i spongidzni ¢asti; nebo (ii)
pouze houbovita ¢ast, ktera je nachylnéjsi k onemocnéni. Pro oba pfipady je mozné vybrat vhodnou
kombinaci struktur, pfipadné zvolit material s jinou mechanickou odezvou, viz pfedchozi kapitola.
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Nakonec byla testovana hydrolyticka degradace 3D tisténych struktur v médiu simulujicim sloZeni
krevni plazmy (simulated body fluid, SBF) pfipraveného dle Kubobo a Takadama [247]. Vytisténa byla
normovana télesa na zkousku v tlaku s riznou hustotou vnitini vyplné tvorené gyroidem, podobné
jako v pripadé tisténych segmentd femuru (25, 50, 60, 75 a 100 %). V grafech nize je vidét Ubytek
hmotnosti a Unosnosti v tlaku vytisténych téles v pribéhu 5 mésicl (Obr. 33).
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Obr. 33: Ubytek hmotnosti a tinosnosti skafoldi s riznou hustotou vnitini vyplné v SBF médiu

Obr. 34: Tvorba hydroxyapatitu na povrchu tisténych struktur po 2 mésicich v SBF

Nejvyssi stupen hydrolyzy viditelny jak uUbytkem hmotnosti (83 % plvodni hmotnosti po
5 mésicich) tak na zméné mechanickych vlastnosti (15 % pGvodni Unosnosti na konci testu) byl
dosaZzen u télesa se 100 % vyplni. U téchto téles pravdépodobné probiha autokatalyza kyselymi
produkty degradace, ktera byla popsana pro PLA [248]. Télesa s 50, 60 a 75% vyplIni vykazuji velmi
podobny pokles hmotnosti i zménu Unosnosti v tlaku. Pfiblizné poloviny své plvodni Unosnosti
dosahuji télesa s vnitini vyplni 25, 50 a 60 % po 3 mésicich testu a télesa s vyplni 75 a 100 % jiZ po
dvou mésicich. Na konci testu dosahuji vsechny struktury 83—91 % své plvodni hmotnosti a 14-18 %
své pUvodni Unosnosti (v prepoctu 12-30 Kg). Pfi testu byl pozorovan mechanismus degradace
v objemu, takZe se predpoklada razantni Ubytek hmotnosti v dalSich mésicich, ktery je v souladu
s pozadavkem lékaf(l na plnou resorpci skafoldu béhem 9 meésicl. Po dvou mésicich testu na
testovacich skafoldech zacal precipitovat hydroxyapatit z SBF media (Obr. 34). To naznacuje, Ze by se
takové téleso v in vivo prostfedi pokrylo bioaktivni vrstvou a bylo dobfe pfijato hostitelskym
prostiedim [247].
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5.5 Pfinos

Navrhované reSeni spocivd ve vyrobé filamentu pro 3D tisk metodu FDM, ktery byl navrien
z bioaktivniho kompozitu s majoritni slozkou poly(3-hydroxybutyratu), pridavkem dalSiho
biopolymeru (polylaktid nebo poly(e-kaprolakton)), netoxického zmeékcovadla a biokeramického
plniva. SloZeni vysledného materidlu bylo optimalizovano s ohledem na vyuZiti v tkdarnovém
inZenyrstvi pro vyrobu bioresorbovatelnych kostnich ndhrad na miru pacienta.

Kostni defekty vznikaji pfi zlomeninach, pfipadné nasledkem chorob a pfi operacich a jsou velmi
Castym pripadem zdravotnich problémU. Tyto defekty se dnes béiné |é¢i implantovanim kostnich
Stépd, idedlné primo z téla pacienta, pripadné od darce, a to stejného i jiného Zivocisného druhu.
Tyto metody vSak maji nékolik Uskali, jako moZnost pfenosu nemoci, omezenou dostupnost
materialu stépu, pfipadné odmitnuti télem hostitele. Vyzkum v oblasti hojeni kosti je proto velmi
dllezitym a pro lidstvo potfebnym smérem, a neocekava se, Ze by zdjem o néj v blizké dobé opadl.
Tkanové inZenyrstvi a vyvoj specidlnich materidll pro tyto aplikace je pfistup, ktery prekondava
vSechny vyse zminéné nevyhody a v soucasné dobé se znacné rozviji ruku v ruce se specidlnimi
technologiemi zpracovani. Metoda FDM 3D tisku je jednou z nich - nabizi obrovské moZnosti pfi
navrhovani tvaru vysledného kostniho implantatu — skafoldu. Na rozdil od dalSich zpUsobU vyroby je
tak touto metodou mozné pfripravit implantat pacientovi na miru pfimo podle defektu kosti.

PouzZity material PHB je dle vysledkd biokompatibilni, bioresorbovatelny a ma mechanické
vlastnosti, které ho predurcuji k pouziti pro nahrady tvrdych tkani, jako napf. kosti. Navic, je mozné
jej zpracovat jako termoplast, takze je vhodny i pro 3D tisk metodou FDM. PHB je také moziné
jednoduse misit s dalSimi biopolymery, pfipadné plnivy, k dalSi optimalizaci jeho vlastnosti. Tento
zamér tedy nové spojuje biomaterial s obrovskym aplikaénim potencidlem, nejmodernéjsi pristupy
regenerativni mediciny a navic vysoce efektivni zpUsob zpracovani - FDM 3D tisk. Dosazené vysledky
jsou velmi slibné z pohledu procesu zpracovani materialu, biokompatibility i mechanickych vlastnosti.
Dosavadni prace ukazuje, Ze je mozné fidit materialové vlastnosti vysledného Stépu kostni tkané jak
materidlovymi vlastnostmi kompozitu (a ty jeho slozenim), tak volbou vnitini struktury 3D tisténého
findlniho Stépu. Vysledky chovani materidlu v simulované télni tekutiné ukazuji postupny rozklad
materialu v rychlostech, které jsou zfejmé adekvatni pro vyuZiti tohoto materidlu v pfipadé realné
nahrady resorbovatelné kostni tkané. Nicméné doposud provadéné testy v SBF jsou sice dilezitym,
ale jen orientacnim testem, ktery nezodpovi redlnou rychlost resorpce v téle pacienta a nemdize
nahradit in vitro experimenty. Z toho to ddvodu bude vyzkumna ¢innost v tomto tématu pokracovat
s vhodnym partnerem (Ceitec, VFU Brno apod.) na charakterizaci materiadlu in vivo v modelovych
organismech.
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6 NETKANE MIKROVLAKENNE TEXTILIE NA BAZI PHB PRO MEDICINU

Netkané textilie jsou druhem textilii, které se vyrabéji bez tradi¢niho procesu tkani nebo pleteni
vldken. Spojovani vldken do soudriné podoby se v principu realizuje pomoci chemickych procest
(napf. sitovani geld), tepelnych procest (napf. meltblown, spunbond) nebo mechanickych procest
(napft. vibracni vyroba plsti apod.). Zvlaknovaci metody polymernich netkanych textilii vyuzivaji rizné
zpUsoby tvorby samotného polymerniho vldkna. Odlisuji se zejména formou, ve které polymer
vstupuje do zvlaknovaci hlavy, principem zvlaknéni, tedy v podstaté silou (typem interakce), kterou je
vstupni material formovan do podoby vldkna a zplisobem zachytu vidkna do findlni podoby textilie.

Polymery mohou byt zvlaknény z taveniny nebo zroztoku o vhodné viskozité, ktera je kromé
molekulové hmotnosti vstupniho polymeru, pfipadné vhodnych aditiv, ndsledné v procesu zvlaknéni
fizena teplotou taveniny nebo koncentraci roztoku. Hnaci silou procesu formovani polymeru do
podoby vidkna mlze byt odstrediva sila na rotacni hlavé trysek, gravitacni, nebo odtahova sila vlakna,
sily vznikajici pti interakci s rychle proudicim plynem, nebo elektrostaticka sila. Vytvorené vlakno je
pak zachytavano bud na tzv. kolektory nebo mtizky anebo na nosnou vrstvu casto v podobé
kovového nebo polymerniho pdsu, jiné netkané textilie, papiru apod. Sily, které pfitlaci vidakno do
vznikajici struktury netkané textilie mohou byt odstredivé, elektrostatické, magnetické nebo muze
byt vldakno undsSeno proudem vzduchu vedenym skrze prodySnou nosnou vrstvu [249]. Mnohé
metody vyuZivaji kombinaci vice téchto jednotlivych principd [250]. Pfi nékterych metodach se
vyuziva findlni fixace vlaken do vzniklé struktury netkané textilie kalandrovanim.

Netkané textilie maji mnoho vyhod a nachdzeji Siroké uplatnéni v mediciné v oblasti tkarového
inZenyrstvi. Zde se v kontaktu s tkani pouZivaji nejcastéji bud’ jako prodysné kryci membrany, nebo
jako nosic¢e bunécénych kultur, na kterych mohou buriky adherovat a rlist. V druhém ptipadé netkané
textilie poskytuji strukturalni podporu novym bunkam tkani a umoZznuji difuzi Zivin a odpadnich latek
mezi burikami a okolim. Tento proces je dulezity naptiklad pti vytvareni tkani a orgdn( in vitro, které
se pak mohou poutzit k 1é¢bé nebo nahrazeni poskozenych tkani a orgadni v lidském téle.

Netkané textilie lze pfipravit s vlastnostmi na miru aplikaci. Jejich tloustku, porozitu, velikost
vldkna a hustotu sité lze fidit procesem vyroby. Biokompatibility textilie a nizké toxicity Ize dosdhnout
vhodnym vybérem materialu. Kombinaci parametrd vyrobniho procesu, vybérem materialu
a pfipadné aditiv Ize pak nastavit mechanické vlastnosti. UmoZnuje to dosahnout flexibilnich textilii,
které mohou byt tvarovany do rdznych forem, coZz umoznuje jejich pouZziti pro rizné typy tkani
aorganl. V pripadé, Ze je pouzit material schopny resorpce v organismu, mlZe se tato netkana
textilie postupné rozkladat v téle a pretvaret na novou tkan bez negativni reakce imunitniho systému.
Netkané textilie lze také modifikovat za uUcelem schopnosti uvolfiovat Gcinné/lécivé latky
inkorporované do materidlu resorbujicich vlaken. Do materidlu vldken lze také zabudovat vhodna
aditiva, ktera ovliviuji diferenciaci bunék [251].

Polyhydroxyalkanoaty, na které je tato prace zamérena, trpi nestabilitou svoji chemické struktury
pfi procesech zpracovani v taveniné. Viskozita taveniny, ktera je nutna pro zavedené primyslové
procesy vyroby netkanych textilii Meltblown a Spunbond, musi byt pomérné nizka z divodu toku
taveniny Uzkymi tryskami a nutného dlouZeni rozfukem vzduchu. PoZadované hodnoty MFI se
pohybuji v rozmezi 30-1500 g-10 minut™ [252].
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Tato spodni hranice je vSak v technologické praxi poZadovana ¢asto mnohem vyssi. Viskozita PHB
je pomérné strmé zdvisla na teploté taveniny, ale teplota potfebna k dosazeni takovych hodnot
viskozity presahuje pouzitelny teplotni rozsah zpracovani PHB [39]. Dochazi tak k tepelné degradaci,
tedy Stépeni Fetézcl, sniZovani celé distribuce molekulové hmotnosti za tvorby krotonovych
a karboxylovych konc. V pfipadé nedokonale cisténého PHB, a tedy pfitomnosti zbytkovych protein(
a bunécénych stén, dochazi navic k napalovani degradacnich produktl téchto latek na stény trysky
a jejich zalepovani, coz puUsobi v procesu zvldknéni komplikace. Tyto zkuSenosti ziskané pti vyvoji
blendl pro zvldknovani PHB v taveniné byly jednim z impulsd k rozsifeni portfolia zkoumanych
technologii o roztokové metody.

6.1 Motivace

Biokompatibilita PHB, jeho prokazana resorbovatelnost v lidském téle rozkladem na produkty télu
vlastni (hydroxymaselnd kyselina), sjeho pfirodnim pivodem, a tim i biodegradovatelnosti
v pfirodnich podminkach, jsou divodem velkého zajmu o tento material i v medicinskych aplikacich
[253]. Zejména ve vldkenné formé, kterd eliminuje kifehkost, jako jednu ze slabych stranek PHB, lze
dosdhnout materidlt flexibilnich a poddajnych, a to bez chemické modifikace PHB. Klasické
zvlaknovaci techniky termoplastickych materiald z taveniny mohou sice produkovat kvalitni vlakno na
bazi PHB, jde vsak z vySe zminénych procesnich dlivod(l zpravidla o blend s dalsimi polymery, aditivy
a stabilizdtory, coZ je v pfipadé vyuziti pro tkanové inzenyrstvi zdrojem komplikaci z pohledu
biokompatibility a toxicity. Navic, pfi zpracovani termoplast(i na bazi PHB v taveniné neni mozné se
vyhnout termické degradaci polymerniho fetézce a vzniku neZadoucich produktl téchto
degradacnich reakci. Naopak v pfipadé vyuziti zvlaknovacich technik z roztoku je moZné zachovat
strukturni vlastnosti PHB (jeho molekulovou hmotnost, optickou i chemickou Cdistotu) a za
predpokladu kompletniho odstranéni rozpoustédla z findlniho produktu je vyslednym materidlem
Cisté, termicky nedegradované PHB. Pochopitelnym predpokladem pro tento vysledek je vhodné
izolovany a dostatec¢né Cisty material jiz na vstupu. Vhodnou volbou parametr(i technologie zvlaknéni
zroztoku lze dosahnout netkanych textilii s Sirokym rozmezim distribuce primérd viaken, jejich
orientace [254], [255] a stejné tak i Siroké skaly velikosti prostoru mezi vldkny (porozity), coz
umoznuje nastavit jejich prodysSnost a pfipadné i filtracni schopnosti. Proto tyto netkané textilie
nabizeji pomérné velky potencidl ve vyuZiti jako kryty ran. Technologicky navic davala smysl
navaznost na procesy extrakce PH3B, které vté dobé probihaly v chloroformu, a byl tak pfimo
k dispozici vhodny roztok jako vstupni produkt do technologie odstfedivého zvldkrovani. Extrakce
v chloroformu byla posléze z divodu negativniho environmentdiniho dopadu odsunuta do pozadi
a nahrazena procesy vyuzivajici detergenty. Zamérem mnohych technologll i vyzkumnik( zabyvajicich
se extrakci PHA a jejich zvlakfiovanim z roztoku je nahradit chloroform za rozpoustédlo Setrnéjsi
k strojlim, lidskému zdravi i Zivotnimu prostiedi [256].

6.2 Soucasny stav

Odstredivé zvlaknovani polymerd do podoby mikro a nanovldkna je proces znamy uz od
devadesatych let 20. stoleti, kdy se objevuji prvni patenty [257]. Je zde prezentovano technické
reseni zakladnich typl rotaénich zvlakrnovacich hlav s tryskami. Prace [258] shrnuje predpokladané
vztahy mezi procesnimi parametry (viskozita zvldknovaného média, povrchové napéti, rotacni
rychlost hlavy, vzdalenost trysky od osy rotace, primér trysky a vzdalenost sbérnych kolektor(i od
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trysky) a findlni tloustkou vlakna. Stejné tak autofi v publikaci [259] ukazuji mozZnost vyuZit Berryho
Cislo (Be) jako procesni faktor, ktery lze podobné jako pfi elektrospinningu pouZzit k popisu vlivu
interakci polymernich fetézcd na vldkna o vysledném priméru. Obecné plati, Ze pro vyrobu
nanovldken pomoci odstredivého zvldknovani by Be mélo prekrocit kritickou hodnotu Be*, pfi které
jsou koncentrace a viskozita adekvatné vysoké a polymerni fetézce jsou dostatecné propletené.
Naopak, je-li Be nizsi nez Be*, neadekvatni interakce rfetézc bude mit za nasledek Spatnou tvorbu
vlaken [259].

Podobné je teorie procesnich parametri CFS diskutovana v publikaci [260]. Dle autorl je pfi
procesu vyroby nanovldken tfeba vzit v Uvahu tfi vyznamné materidlové parametry, kterymi jsou
povrchové napéti, viskozita a rychlost odpatrovani rozpoustédla. Kromé toho pak do vysledku vstupuiji
dalsi procesni parametry, jako je rotacni rychlost zvldknovaci trysky, jeji prGmér a vzdalenost od
kolektor(. Ostatni parametry nemaji tak vyznamny vliv [261]. | v mnoha dalSich publikacich je snahou
autor( popsat vlivy procesnich parametr( na vyslednou strukturu vldken i za pomoci slozZitéjsich
modelt [261], [262], [263], [264], [265], [266], [267].

Vlastnosti CFS vldken i vliv reologickych vlastnosti roztoku pouZitych polymer( na tyto vysledné
vlastnosti vldkna jsou velmi Casto porovnavany s ES technologii [268], [269]. Dle publikace se ze
stejného roztoku etylceluldzy s polyvinylpyrrolidonem (PVP) ve smési etanol s vodou metodou CFS
vytvari pfi uréitych pomérech porézni strukturu vldkna, zatim co vldkna z ES nevykazovala Zadnou
porozitu [270]. Podobné vldkna z PCL vyrobenad pomoci CFS (zde jako Rotary Jet Spinning RIS)
vykazovala vyssi drsnost oproti vlidknim z ES [271]. Pfesto, Ze jsou distribuce priméru vldken,
morfologie jejich povrchu i porozita netkané textile ¢asto pomérné odlisné i za poutziti stejného
polymeru, tvorba vlakna je vidy fizena zejména interakci molekul v rozpoustédle. Publikace [272]
porovndva tyto procesy na polyvinylalkoholovych a PVP vldknech. Zatimco ES poskytlo rovinné 2D
vrstvy vlaken, CFS poskytlo objemné 3D struktury, podobné vaté. Spoleénym znakem procest bylo, Zze
stfedni pradmér vildkna se zvySoval se zvysujici se koncentraci polymeru v roztoku (coz pfimo souvisi
se zvysujici se viskozitou roztokd) a vlakna z odstredivého zvldknovani méla vétsi stredni priimér. Bylo
vsak zjisténo, Ze korelace mezi priméry vildken a viskozitami roztoku byly vyznamné silnéjsi pro
vldkna z CFS ve srovnani s vlakny z ES technologie. Nicméné elektrostatické zvlaknovani dokazalo
vyrobit vldkna z relativné zfedénych roztokd (10 hm. % polymera), zatimco odstfedivé zvldknovani
bylo schopno ziskat vlakna z velmi viskdznich roztokd, kde elektrostatické zvlaknovani jiz nevytvarelo
Zadna vlakna.

6.2.1 Antimikrobialni aditiva

MoZnost misit polymerni roztok s funkénimi aditivy s antimikrobidlnim Gcinkem a z néj ndsledné
vyrabét vldkenné netkané textilie podnécuje vyzkum mifici k medicinskym aplikacim,
k antimikrobidlnim obalim potravin, k vyvoji filtracnich materidld a bioelektronickych senzor( pro
“smart textiles” [273]. VyuzZivaji se jak anorganické latky (napf. jod v PVP/vinyl-acetatovych vlaknech
[274], tak nanocastice z dusi¢nanu stfibrného v teplotné zesitovaném gelu [275] nebo
v polyvinylalkohol-co-vinylacetatu [276], nanocastice sttibra v PLA vldknech pro obaly potravin [277],
v celulosovych vlaknech [278], nanocastice médi v matricich z PVP a polyethylenoxidu (PEO) z roztokd
PVP/ethanol a PEO/voda [279], oxid zineCnaty a hydroxyapatit v PLA [280]. Objevuji se i aplikace
aditiv organickych latek Casto na pfirodni bazi jako karboxymetylchitosan v polyetylenoxidovych
vldknech [281], virgin kokosovy olej [282], kyselina tfislova s pullulanem v chitosanovych vidknech
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[283] a ve vldknech z chitosan/polyvinylalkoholu [284], ¢esnekovy extrakt v polyvinylpyrrolidonovych
vldknech [285], tymidanovy esencialni olej v polyakrylonitrilovych vldaknech [286], cinamaldehyd
v chitosanovych vlaknech [287] a nebo syntetické antibiotikum ciprofloxacin v PLA/Zelatina [288].

| pres to, Ze materidly PHA i metoda odstfedivého zvldknovani jsou znamé pomérné dlouho,
publikaci na téma odstredivé zvlaknéného PHA nebylo do dnesni doby nijak mnoho publikovano.
Nejstarsi dohledanou publikaci na toto téma je dvojice navazanych praci tymu autora L. J. R. Fostera
zr. 2001 [289] a 2003 [290]. Prace se zaméruje na charakterizaci pfipravenych PHB vldken z pohledu
morfologie, termickych vlastnosti a interakce s vybranymi kmeny bunék. Diskutovana je problematika
nedostatecné adheze bunék na vldkna PHB a moZnosti Upravy povrchu vldken hydrolyzou povrchu
v alkalickém a kyselém prostfedi. Prezentovany jsou vysledky in vitro degradace vldken v kyselém
i alkalickém prostredi a pomoci SEM, DSC a FTIR je vysvétlovan mechanismus rozpadu vldken. Obé
prace také ukazuji souvislosti a vliv pouZitého rozpoustédla (chloroform vs. dichlormetan), Cistotu
PHB (technickd Cistota v.s. dodatecné precisténé) a pouzitd aditiva (pektin a alginat sodny) na
dosaZzenou strukturou netkané textilie a morfologii vldkna. Publikované vysledky ukazuji potencidl
PHB pro aplikace v oblasti hojeni ran a vyzdvihuji mozZnost pouziti technologie odstredivého zvlaknéni
PHB pro vyrobu netkanych textilii se zabudovanymi, s roztokem PHB nemisitelnymi, d¢innymi [atkami
do vldkna.

Zajimavou moznost s antimikrobidlnimi vlastnostmi nabizi hypericin izolovany napfiklad
z Hypericum perforatum (tfezalky teckované). PrestoZe je v klasické farmacii pouzivany zejména pro
|éCbu depresi a Uzkostnych stavi, v novodobych publikacich je prezentovan i jako zajimavy pfirodni
fotosenzibilizator. M3 Siroké spektrum absorbance s maximy pfi 545 a 595 nm a Sirokym rozsahem
emisnich vinovych délek s maximem pfi 594 a 640 nm a je tedy vhodny pro fotokatalyzu iniciovanou
viditelnym svétlem [291]. Tuto Ucinnou latku zabudoval do PHB odstredivé zvlaknénych netkanych
textilii tym pana M. Berana [292]. V této praci byla vyuZita modifikovand metoda odsttedivého
zvldknovani s rotacnimi kolektory. Do 2% roztoku PHB v chloroformu byl pfidan 14,8% extrakt
z tfezalky v rozpoustédle methanol:aceton (2:1, w:w) tak, aby byla finalni koncentrace 0,3 % ve
vysledném zvldkn&ném roztoku. Cldnek nebyl zaméFen na charakterizaci fyzikalnich vlastnosti vidken,
usili bylo vénovdano méreni kvantifikace singletového kysliku a antibakteridlnich vlastnosti vlaken
v pfipadé Escherichia coli pfi expozici viditelnym svétlem. Ten byl Uspésné prokazan, coZ otevird
moznosti vyuZit materidl v mnoha oblastech tkdfnového inZenyrstvi tam, kde je tfeba posilit boj proti
gramnegativnim bakteriim.

Na zdmér netkané textilie s antimikrobidlnim povrchem navazuje prace publikovand v r. 2018,
kterd se zabyva vyuZitim $tavy z kyselych pomerancl (sour orange juice — SOJ) jako pfirodniho aditiva
na povrchu PHB vldken vyrobenych odstfedivym zvldkfiovanim [293]. Uginky tohoto komplexniho
pfirodniho aditiva byly popsany v nékolika dalSich publikacich [294], [295]. Byla hodnocena
antibakterialni aktivita proti béznym grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim (Staphylococcus
aureus, resp. Escherichia coli) a také bunécna adheze a Zivotaschopnost 3T3 mysich fibroblastd.
Scaffoldy PHB/SOJ vytvorené ponofenim PHB netkané textilie vyrobené odstfedivym zvldknénim do
pomerancéové Stavy vykazovaly antibakteridlni aktivitu. Testy na burikdch ukazaly vhodné prostredi
pro bunécny rdst a uchyceni bunék. Vysledky této studie oteviraji nové moznosti pro vyrobu
vlaknitych materiald pro biomedicinské aplikace s multifunkénimi vlastnostmi za pouZiti pfirodnich
latek.
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Jednim z dalSich pristupl vytvoreni antimikrobidlniho materidlu na bazi PHA je modifikace
povrchu vldken v plazmatu, vakuovym naprasovanim atoml kovu nebo roztokovym pokovenim
povrchu ¢asticemi stfibra [296]. Tyto Upravy jsou funkéni, jejich toxikologicka ne/zavadnost je dnes
¢asto diskutovana. Upravy povrchu maji také zasadni vliv na vyslednou povrchovou energii a tim na
smacivost. Zatim co samotna Uprava plazmatickym vybojem dle predpokladu zvysila povrchovou
energii a to zejména jeji poldrni slozku a tim snizila kontaktni dhel vody, depozice kovovych vrstev na
povrch PHB kontaktni thel vody zvysila a to v zavislosti na tloustce kovové vrstvy.

Na mikrovlakna z PHB vyrobend metodou CFS imobilizoval tym z Prahy Endoinulinazu z Aspergillus
niger Inulinase® Novozym 960 [297]. Vyvinuli tak biokatalyzator pro vyrobu probiotického
oligosacharidu a inulooligosacharidu. Vldkna ve formé vaty o tloustkach vrozsahu 1-3 um byla
vyrobena z 5% roztoku PHB v chloroformu na zafizeni s rotacni polyamidovou nddobou zvonovitého
tvaru. Vldkna byla nabotnana v bezvodém etanolu, nasledné byl prebytek ethanolu odstranén
a vlakna byla dikladné promyta demineralizovanou vodou. Promyta vildakna byla inkubovana v 50 ml
kapaliny Inulinase® Novozym 960. Nakonec byla vldakna dikladné promyta demineralizovanou vodou,
vysusena pfi pokojové teploté a zvazena hydrofobnimi interakcemi.

Nejnovéjsi publikaci na téma CFS PHA materidll je studie belgického kolektivu autord [298].
Zabyva se zvlaknénim kopolymeru P3HBcoHHx s molarni koncentraci 10,55 % hydroxyhexanodtu
v roztocich chloroformu s proménnou koncentraci polymeru. Viskozita roztoku fizena koncentraci
polymeru byla povaZovana za nezdvislou proménnou ve vztahu k méfenym veli¢indm popisujici
vytvofend vldkna. Charakterizovana byla tloustka vldken a jejich morfologie, termické vlastnosti
(krystalinita a teplota tani) a mechanické vlastnosti v tahu. Autofi uvadi kritickou koncentraci, kdy
dochazi k Uspésnému zvlaknéni do formy netkané textilie bez vysokého zastoupeni kapek. Tu
stanovuji na zakladé mérené zdvislosti Zero-shear viskozity na koncentraci polymeru v roztoku
a koreluji se ziskanymi vlakny. Zvlaknéni probihalo na laboratorné vytvoreném systému rotaéni
dvouramennou hlavou osazenou tryskami 0,6 mm [261]. Autofi upozornuji na sloZitost porovnani
mechanickych vlastnosti vlakenné struktury netkané textilie. Mechanicka odezva téchto materiall
v tahu je silné zavisla na distribuci tloustky vldken a jejich orientaci v textilii. Tyto vlastnosti jsou dany
procesnimi parametry technologie, které se mezi autory velmi vyrazné lisi.

6.3 Cile

Vsechny tyto vySe popsané podnéty a fakta vedly zejména v ramci projektu PR 9 a PR 12 v tymu
Laboratore bioplastll k védecko-vyzkumné ¢innosti zaméfujici se na procesy zpracovani PHB do formy
funkénich netkanych textilii pro medicinské aplikace metodou odsttedivého zvldkfnovani. Cilem bylo
a stale je pfipravit netkanou textilii na bazi PHA s fiditelnymi vlastnostmi (mechanické vlastnosti,
morfologie, interakce s kapalinami a bunkami). Pfedpokladem je moZnost ovlivnit tyto parametry
aditivy na zakladé analogie se zpracovanim v taveniné. VyuZiti miseni kopolymerd PHA s rliznymi
vlastnostmi, pridavek jiného biopolymeru nebo pridavek zmékcovadla byly materidlové a procesni
moznosti, které v pfipadé odstfedivého zvlaknéni PHA nebyly zatim publikovany.

Z pohledu budouci mozné aplikace je dlouhodobym cilem tyto netkané textilie otestovat ve tfech
pfipadech vyuZiti:
e kryty ran, v budoucnu s antimikrobidlnimi vlastnostmi s moznostmi pomalého nebo Iépe
fizeného uvoliovani ucinné latky (PR 9),
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e funkéniho substratu pro kultivaci bunék s prostorovou strukturou imitujici pfirozené prostredi
bunky (PR 9),

e filtracniho materiadlu pro osobni ochranu dychacich cest pred viry a bakteriemi. Zde se nabizelo
vyuziti pfirodnich aditiv na bazi fenolickych pryskyfic s antibakteridlnim a antivirotickym
ucinkem. Tento zamér vznikl a byl rozvijen v ramci projektu PR 11 feSeného na CEITEC VUT pod
vedenim doc. Lucy Vojtové.

Ve vsech pfipadech je zdmérem otestovat vyrobu navrZienych feSeni v primyslovém méfritku

technologie odstfedivého zvlaknovani u primyslového partnera.

6.4 Dosazené vysledky

Klicovymi vlastnostmi pro Uspésné zvlaknéni Cistého polymeru odstfedivym zvldknénim z roztoku je
bezesporu viskozita polymerniho roztoku fizena interakci rozpoustédla a polymeru, jeho koncentraci
a distribuci jeho molekulové hmotnosti. Jak popisuji publikace [299], [300], [301], existuji intervaly
koncentrace roztoku, kdy je zavislost logaritmu intristické viskozity na logaritmu jeho koncentrace
linedrni, avsak s jinou konstantou. V téchto intervalech dochazi v roztoku k odlisné interakci retézct
polymeru s rozpoustédlem, coZ se projevi jinym chovanim pfti elektrospiningu (ES) i odstfedivém
zvldknovani (CS). Podobnost chovani roztoku v procesech CS a ES je bézné vyuZivana. U PHB jsou
pozorovany dva intervaly oddélené kritickou viskozitou. Pod touto viskozitou dochazi k tvorbé
kapicek, nad kritickou viskozitou k tvorbé viaken. U nékterych polymer( byly pozorovany 3 rozhrani,
které ukazuji na schopnost tvofit kapky, tvofit kapky s vldkny a v poslednim intervalu tvofit pouze
vldkna. Ztejmé diky Sirsi distribuci molekulovych hmotnosti PHB jsou pozorovatelné jen tyto dva ne
zcela ostré intervaly. Obrazek nize (Obr. 35) ukazuje tokové krivky PHB v zavislosti na smykové
rychlosti pfi rdznych koncentracich PHB v chloroformu.
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Obr. 35: Reologické chovani roztoku PHB v chloroformu v zavislosti na jeho koncentraci
Z téchto kfivek byly uréeny zero-shear viskozity a ty vyneseny v zavislosti na koncentraci roztoku.
Prisecikem primek linearnich zavislosti v grafu na Obr. 36 niZze byla vyhodnocena kriticka viskozita
3 %. Ta by méla vyustit vtvorbu vldken a omezit vznik kapek. Stanovena hodnota je v souladu

s experimentalné pozorovanym chovanim pti ptipravé vidaken vramci diplomové priace VSKP6.
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3% roztok tvofil pfi 4000 ot/min spolu svldkny i kapky, na vldknech z5% roztoku jiz kapky
pozorovany nebyly. V pfipadé 8000 ot/min byly kapky pozorovany i z 5% roztoku, ze 7% roztoku se
pak vytvarela vlakna bez kapek. Vysledek je také ve shodé s publikaci [301], kde byla stanovena
kriticka viskozita na hodnoté cca 3,5 %.
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Obr. 36: Zdvislost zero shear viskozity na koncentraci PHB v roztoku chloroform

Podobné byly ziskany hodnoty kritické viskozity pro smési PHB s kopolymerem 15 % P3,4HB
asmési PHB s 10 % zmékcovadla Syncroflex. Hodnota kritické viskozity u smési s P3,4HB byla
stanovena na hodnotu 2,5 %, pouZiti aditiva Syncroflex naopak umozZnilo zvldkiovat roztoky vyssich
koncentraci, coZ zvysilo i produkéni rychlost.

Béhem prace s roztoky PHA v chloroformu stabilizovaného etanolem byl pozorovan jiz
publikovany jev sniZeni viskozity v c¢ase skladovani roztoku. Pokles je zplUsoben poklesem
molekulovych hmotnosti polymeru hydrolyzou v kyselém prostifedi HCL vzniklé oxidaci chloroformu
[300]. Zajimavym zjisténim byla také zrychlend degradace polymernich ftetézcli v prostredi
chloroformu stabilizovaného amylenem na dennim svétle. Proto nebylo moZzné tento chloroform jako
rozpoustédlo vyuZivat, nebot zvldknéni z téchto roztokl o rychle klesajici viskozité nebylo mozné.

Béhem dvou let vyvoje téchto PHB vldkennych textilii byly v rdmci dvou diplomovych praci (VSKP6
a VSKP8) testovany primési 3 zmékcovadel - acetyltributylcitrat (Citroflex A4), polyadipat (Syncroflex
3114-LQ) a komeréni plné biobased polyester EMERY MC2192 (dnes pod znackou EDENOL2192).
Podobné byly roztoky PHB modifikovany ptidavkem pomocnych polymerd (amorfni PDLLA, PCL a PEG
1000 a P3,4HB). VsSechny binarni smési kromé PEG, ktery byl s PHB nedostatecné misitelny, se
podafilo Uspésné zvlaknit a modifikovat tak vysledné vlastnosti vidken.

Zvlaknovani probihalo technologii odstfedivého zvldknovani na pfistroji FibeRio CyclonelL1000.
Ptistroj je nastaven k produkci vldken z 2 ml zasobniku v rotacni hlavé. Aby byla produkce vlaken
kontinualni a bylo lépe fizeno davkovani, byla provedena Uprava a pouZita injekéni strikacka
naplnéna roztokem polymeru napojena na injekéni pumpu (LAMBDA VIT-FIT (HP)). Roztok polymeru
byl davkovan touto pumpou hadi¢kou aZz do zvldkiovaci hlavy skrze davkovaci jehlu 18G o vnéjsim
priméru 1,2 mm. Na Obr. 37 je zobrazena zvlaknovaci hlava s upravenym kontinualnim davkovanim.
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Obr. 37: Pristroj FibeRio CyclonelL1000 s upravenym kontinudlnim ddvkovdnim

Na rotacni hlavé jsou upevnény dvé vyménné zvldknovaci jehly se standardnim bajonetovym
uchycenim. Nejlepsich vysledkd bylo dosaZeno pouzitim zvldkrovacich jehel 30 G. Jsou to jehly
svnéjsSim primérem 0,3 mm a zkosenim 11°. Davkovani roztokd bylo po optimalizaci zvoleno
konstantni o rychlosti cca 2,5 ml/min. K ziskani kokont vlaken o pfiblizné stejné hmotnosti bylo trvani
jednoho zvlaknovaciho cyklu 2 min pro 7% roztoky a 2,5 min pro 5% roztoky polymer(. Vzdalenost
kolektor( byla také neménnd a to 130 mm od zvlakriovaci hlavy. RozloZeni 16 kolektord o rozmérech
115 x 32 x 7 mm bylo rovhomérné po celém obvodu. Nej¢astéji ménicim se procesnim parametrem
byla rychlost otaceni zvldkfovaci hlavy. Ta byla nastavena tak, aby probihala stabilni tvorba
mikrovldken do formy tzv. kokonu viz Obr. 38. Pro vétsinu vzorkd byla idealni rychlost zvlakriovani
10 tis. ot/min.

Obr. 38: Ukdzka uspésné zvldknéného polymerniho roztoku do objemného , kokonu“

Paralelné byly vybrané Uspésné roztoky testovany na prlmyslovém zvldkiovacim zafizeni ve
spolecnosti NanoSpace Techology. Tato technologie pfizplsobena wvyrobé planarnich vzorkd
v metrdZi neposkytuje jiz objemné vidkenné struktury ve formé vaty, ale ploSnou formu nahodné
orientovanych vldken s gramazi 2-20 g/m?na pomocné nosné textilii. Vzhledem k odli$né konstrukci
zvldknovaci hlavy a vyuziti odliSnych smésnych rozpoustédel neni vysledek srovnatelny. Proto byly
vybrané materidly testované vobou formach — plandrnich membranach z primyslu a vaty
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z laboratorniho zvldknéni. Tyto testy poskytly dileZitou informaci o pouZitelnosti navrienych
materiall v primyslové praxi.

Jeden vybrany pfiklad moznosti, kde se pfidavkem pomocného polymeru podafilo zlepsit stabilitu
procesu zvlaknéni i kvalitu samotnych vilaken je na Obr. 39. Jak bylo patrné jiz pfi samotném procesu
zvlaknovani, pridavek 15 % P3,4HB do PHB umoznil velmi stabilnim procesem vytvofit nadychany
kokon vlaken, ktery na rozdil od Cistého PHB neobsahoval tolik slepenych vldken. Vyssi pridavek
P3,4HB neZ 15 % pak vedl| k jiZ nehomogenni strukture vlidken. Podobného efektu bylo dosazeno
pfidavkem 10 % zmékcéovadla Syncroflex, vyroba na laboratornim stroji byla stabilnéjsi a vykon
vyrobni primyslové linky byl také prokazatelné vyssi a zlepsila se i kvalita vidken v membrané.
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Obr. 39: SEM snimky laboratorné pripravenych vidken z a) PHB, b) PHB+15%P3,4HB, c) PHB+20 % P3,4HB
(zvétseni 1000x) a d) PHB+25 % P3,4HB (zvétseni 500x)

Pfedmétem vyzkumu byl dopad pfidavku aditiv na mechanické vlastnosti a tedy moZnost jejich
fizeni. Pro jednoduchou charakterizaci odpovidajici procesu manipulace s planarnimi membranami
i vldkny ve formé vaty byla zvolena tahova zkouska. Z planarnich membran byly vyseknuty vzorky
tvaru dogbone. Z laboratorné pfipravenych vldken ve formé vaty byly z kokonu, vidy ve stejném
sméru s ohledem na orientaci kokonu pfi vyrobé, vystfizeny svazky, které byly uchyceny do celisti.
Vzorky byly podrobeny zakladni tahové zkousce pti deformacni rychlosti 10 mm/min. Stanoveny byly
hodnoty maximalni sily a napéti a maximalni deformace pfi poruseni (poklesu sily pod 20 %
z naméfeného maxima). Napéti bylo vypocteno jako pomér sily a efektivni plochy, kterd byla
odvozena ze znamé hmotnosti vzorku a hustoty polymeru. Sledovan byl zejména vliv pfidavku aditiv
na mechanickou odezvu vtahu (Obr. 40). PrestoZe je méreni takto subtilnich vzork( zatizeno
vyznamnou chybou, vliv pfidavku zmékcovadla ve vSech variantdch byl prokazatelny a zvySoval
maximalni deformaci. U formy vata byla taznost PHB s pfidavkem 10 % zmékéovadla Syncroflex
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135 % oproti referenc¢nimu PHB (90 %), u planarnich membran byla taznost celkové nizsi, ucinek (cca

150 % plvodni hodnoty) zmékceni viak stejny (z 10 na 15 %).

Pridavek kopolymeru P3,4HB také zplsobil zvySeni taznosti netkanych textilii a to az na 220 % pfri
25% zastoupeni P3,4HB v polymerni smési. Nutno podotknout, Ze tato vldkna nebyla z hlediska
morfologie pfilis homogenni. Jako optimalni se pfi vyrobé i z hlediska morfologie jevil pfidavek 15 %
P3,4HB. V tomto ptipadé zcca 90% taznosti bylo dosazeno 125 %, v pfipadé pevnosti z12 MPa
zvySeni na 16 MPa. Tyto zmény jsou dany nejen rozdilnym sloZzenim polymerni smési, ale také zfejmé
jinou strukturou sité vlaken a jejich vazbou zpUsobenou jinou viskozitou roztoku a afinitou
vznikajicich vldken dopadajicich na ta ostatni. Testy zvlaknéni cistého P3,4HB vedly sice po
optimalizaci také k tvorbé vldken na kolektorech, ale nebylo mozné je z nich sejmout. VIdkna byla
pfilis mékka a lepkava a pfi dotyku se shlukla do jednoho celku. | malé mnozstvi P3,4HB ve smési tak
zfejmé pusobi pozitivhé na pevnost sité, protoze zpevriuje spojeni vldken v misté jejich dotyku. Jeho
vysSi koncentrace vede ke zmékcéeni samotného vldkna. Tuto teorii by bylo vhodné ovéfit pripravou
samotného vldkna a mérenim jeho vlastnosti.

25 i 4 250
| | pevnost I

t'aznost’

Obr. 40: Vliv pfidavku P3,4HB (MI) na mechanické vlastnosti netkanych textilii pfipravenych ve formé vaty.

Z divodu uvazZované aplikace do tkanového inZenyrstvi byla otestovana mechanickd odezva v tahu
za sucha i v prostfedi vody. PHB s pfidavkem P3,4HB i zmékcéovadla se chovaji v obou prostfredich

v podstaté srovnatelné.

Pro obé aplikace kryty ran i 3D substraty pro buriky je dlleZitad interakce povrchu s vodou. Kryty
ran mohou vyuzit hydrofilni i hydrofobni povahu materidlu. Vhodnym vrstvenim téchto rozdilnych
textilii Ize Fidit difuzi exsudatu, propustnost pro plyny a vodni pdru, sorpci a sorpéni kapacitu
exsudatu apod. Pti aplikaci textilie do Zivného roztoku v testovacich jamkach (wellplate) je tfeba spiSe
hydrofilniho charakteru povrchu. Byla proto u pfipravenych material( testovana i volna povrchova
energie a interakce s vodou. Kontaktni Uhel vody na téchto materidlech se pohyboval kolem 110° coz
je obecné povazovano za nesmacivy materidl. Diky této povaze nebyl material ani nijak savy.

Dosahnout lepsi smacivosti téchto materidll lze obecné nékolika zpUsoby. Chemickd Cdi
plazmochemickd modifikace povrchu oxidaci i chemickd modifikace roubovanim vhodnych
molekul/skupin na povrch tenkych viaken je pro biomaterialy bez funkénich skupin zpravidla spojena
s procesem degradace. Proto byl hledan méné drasticky zpUsob. Jednou z cest je enzymatickda Uprava
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povrchu, kdy pisobenim enzymu dojde k modifikaci povrchu vlidkna enzymatickym stépenim molekul
na povrchu nebo navdzanim enzymu na upravovany povrch. Proto byla otestovdna interakce lipazy
s referen¢nimi PHB vlakny a to ve dvou koncentracich lipazy ve vodném roztoku, ktery na PHB vldkna
plsobil 24 hod. Vysledny kontaktni Ghel po vyprani v destilované vodé a vysuseni dosahoval cca 25°,
coz bylo provazeno také namérenou zménou nasdkavosti upravenych textilii. XPS analyza povrchu
ukazala pfitomnost cca 3,5 at. % uhliku, ktery zfejmé pochdzel z lipazy navazané na povrch textilie.

Z planarnich vzork(i zamyslenych pro kryty ran i z textilii ve formé vaty pro vyuziti jako 3D nosice
bunék byly vysekem pfipraveny kruhové vzorky priiméru 6 mm do 96 jamkovych wellplate. Vyska
objemovaného vzorku tvofici tvar Cocky byla cca 2 mm. Série takto pripravenych vzork( byla
podrobena testlim hodnoceni cytotoxicity na mysich 3T3 fibroblastech. Hodnocena byla metabolicka
aktivita, proliferace bunék a penetrace bunék do 3D substratd.

S e

Obr. 41: Pfiklad bunécné distribuce ve vidkennych laboratorné pfipravenych nosicich z PHB + 15 % P3,4HB v 1.,
7., 14. a 12. den. Bunécnd jddra byla obarvena propidium jodidem (Cervené), intraceluldrni membrdny pomoci
DiOC6(3) (zelené), méritko 100 um.

Vysledky tfi setd vzork( rGzného sloZeni prokazaly, Ze vSsechny PHB vldkenné nosice i s vyse
uvedenymi zvolenymi aditivy nevykazovaly toxicitu vici 3T3 burikdm a ochotné adherovaly na vldkna
(Obr. 41). Dle metabolické aktivity mérené pomoci MTS testu dosahly buriky na laboratorné
pfipravenych nosicich s pfidavkem P3,4HB po fazi rychlého rlstu po 14 dnech konfluence. Vysokych
hodnot metabolické aktivity pak dosahovaly plandrni vzorky z prdmyslové linky a vldkna upravend
lipazou.

Bunécna proliferace na vlakennych nosicich byla méfena pomoci kvantifikace bunééné DNA.
Rychlost narlistu poctu bunék se zvétSovala s pfidavkem P3,4HB, coZ také korelovalo s rostoucim
mnozstvim kapicek a defekt(i vldken. Jak bylo pozorovano z mikroskopickych snimkd, burikam se dafi
pravé na téchto mistech adherovat. Stejny vysledek (mnoiZstvi defektl a na nich burky) byl
pozorovan u vldken z Cistého PHB.

Proliferace bunék a jejich penetrace do hloubky porézni vldkenné struktury byly pozorovany
pomoci konfokalniho mikroskopu ve CEtyfech casovych intervalech. Z obrazk( z kanalu propidium
jodidu (bunééna jadra), byly nasledné pripraveny hloubkové projekce (pfiklad na Obr. 42). Pro tento
ucel je softwaroveé urcité hloubce z nosice pfifazena barva na barevné skdle. Je tak zobrazeno, do jaké
hloubky nosice buriky penetrovaly. Je vSak nutné brat v Uvahu, zda jde o skutecnou penetraci bunék,
kdy v jedné oblasti je mozné vidét buriky z riznych vrstev, nebo zda jde o lokaIni nerovnost vzorku.
Metoda ma tedy svd omezeni a je jen orientacni. Z vysledkl Ize vycist, Ze v poréznéjsich laboratorné
pripravenych strukturach byly nalezeny burky i v hloubce 130 um, zatim co v planarnich vlakennych
nosicich z prdmyslové linky pouze vcca 50 um. Vzhledem ktomu, Ze byly vtéchto hloubkach
nalezeny bunky jiz v prvnim intervalu odbéru, je pravdépodobné, Ze tyto burky ,propadly” do této
hloubky jiz pfi osazeni a dale se v téchto vrstvach rozmnozZovaly. Nejde tedy o penetraci bunék
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zvrstvy do vrstvy. Fibroblasty maji tendenci rlst po vlakné, které je vsak vtéchto substratech
preferenéné orientovano v planarni roviné s minimem vlaken v roviné kolmé. Z tohoto divodu byl
zahdjen test konceptu ptipravy kruhovych nosicl s preferenc¢ni orientaci vidken v kolmém sméru,
ktery bude poskytovat zcela odliSnou moznost proliferace bunék skrze nosic.

Obr. 42: Zobrazeni bunék na nosici s 15 % P3,4HB 21. den (méfitko 200 um) a jejich hloubkovd barevnd projekce
(barevna skala odpovidd 0—-110 um)

V ramci projektu Techbikom (PR 12) pod vedenim doc. Ing. Lucy Vojtové, Ph.D. byly vyvijeny
textilie s pfidavkem extraktl s antimikrobidlnim G¢inkem. Extrakty byly pfipraveny zahrani¢nim
partnerem projektu z kiry odpadniho smrkového dreva a nasledné pridavany do zvladkrnovaciho
roztoku. Po optimalizaci viskozity a procesnich podminek byla Uspésné pripravena netkana textilie,
ktera byla podrobena charakterizaci antimikrobidlniho Ucinku, ktery se Uspésné prokazal jak proti
gramnegativnim tak grampozitivnim mikroorganismdm. Tyto vzorky byly také podrobeny méreni
cytotoxicity a biokompatibility na 3T3 fibroblastech a byly zhodnocené jako biokompatibilni. To
otevira dalSi moznosti pro budouci témata vyzkumu smérem k medicinskym aplikacim.

6.5 Pfinos

Prace v této oblasti ukdzaly, Ze PHB lze zpracovat bez tepelného namahdni roztokové do formy
vldkenné netkané textilie a jeji vlastnosti Ize Fidit pfidavkem aditiv podobné jako v pfipadé zpracovani
v taveniné. Pfidavek zmékcovadla adipatového typu i kopolymeru P3,4HB umoznil zménit odezvu
textilie na mechanické namdhani v tahu. Podafila se zvysit deformovatelnost textilie bez jejiho
poruseni, coz usnadnilo manipulovatelnost s touto subtilni membranou napfiklad v pfipadé vyuziti
voblasti krytd ran. Vobou testovanych pfipadech byly vysledné materidly biokompatibilni
s pouzitymi 3T3 fibroblasty. VyuZitd technologie odstredivého zvldknéni je prenositelnd do
primyslového méfitka. Testovana roll-to-roll technologie produkuje z hlediska porozity odlisShou
textilii vhodnou napfiklad k vyrobé plné biodegradabilnich membran s filtracni Gcéinnosti vhodnou
i pro ochranné osobni prostfedky. Byl také laboratorné Uspésné ovéren koncept vyroby
biokompatibilni membrdany s antimikrobidlnim Ucinkem indukovanym pridavkem extraktu fenolickych
latek ziskanych z odpadni kliry dfevozpracovatelského primyslu. Tyto vysledky z doby poslednich
2,5 let jsou nyni se zucastnénymi tymy dalSich organizaci zpracovdvany do dvou publikaci. Ziskané
poznatky budou nyni uplatnény pfi konstrukci kompozitnich materiali hydrogel-vlakno pro kryty ran.
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7 AGROCHEMICKE APLIKACE PHB

PHB je se svymi vlastnostmi danymi plné pfirodnim plvodem velmi zajimavy kandidat na vyuZiti
v agrochemickych aplikacich, a to jako bariérova biologicky rozlozZitelnda vrstva s definovanou
propustnosti pro dusikaté nutrienty, fungicidy, herbicidy apod.

7.1 Motivace

Zemédélstvi jako jeden z nejdulezitéjSich segmentl nasi spole¢nosti musi diky populaénimu rastu
vyprodukovat vice potravin, krmiva pro zvifata, surovin pro rostouci trh biopaliv a dalSich latek
z biologickych zdrojd, a to v ramci udrzitelného hospodarstvi i v dobé klimatické krize. Bez pouziti
hnojiv by bylo potfeba ctyrikrat vice pady pro zajisténi celosvétové sklizné a obdélavana plocha by
musela zabirat témér polovinu vSech bezledovych kontinentl, na rozdil od 15 % z celkového poctu
plochy puady, potfebné jiz v r. 2000 [302].

Vyznam hnojiv pro lidskou populaci je neoddiskutovatelny. Bez Haber-Boschovy syntézy amoniaku
(komercializované v r. 1913) a naslednych syntetickych sloucenin dusiku a jejich aplikaci bychom
nebyli schopni vyprodukovat vice neZ polovinu dnesnich svétovych potravin [302]. V pfistich 80
letech je predpokladan prudky nardst populace o 2-3 miliardy lidi. Bude tudiz kladen jesté vétsi dlraz
na produkci plodin, ¢imzZ se rapidné zvysi i potfeba hnojiv [303], [304]. Hnojiva poskytuji rostlinam
zékladni makroziviny (dusik/fosfor/draslik), kde je hlavné dusik nezbytny a rozhodujici pro rist rostlin
[305]. Avsak Spatna absorpce Zivin z hnojiv a souvisejici ztraty dusiku v pGdé, vodé a vzduchu
zpUsobuji kaskadu ekologickych problémd [306]. Navzdory skutecnosti, Ze pouzivani dusikatych
hnojiv hraje zdsadni roli pfi uspokojovani poptavky po rostlinné produkci, je U€innost vyuziti dusiku,
vzhledem k jejich nadmérnému pouzivani, relativné nizkd (obecné mezi 25-50 %) a Casto vede ke
ztrdtam nadbytec¢ného dusiku z agroekosystému [307]. Mezi environmentdlni problémy s tim
souvisejicimi patfi migrace dusi¢nanl do fek, jezer, rybniki a podzemnich vod, v dusledku ¢ehoz
dochazi k eutrofizaci a rozSifovani mrtvych zén i ve vodach pobfeZznich ocednd. Atmosféricka
depozice ¢pavku a dusi¢nand také ovliviiuje prirodni ekosystémy; dochdzi k vy$sim emisim oxidu
dusného (N20), ktery je nyni tfetim nejvyznamnéjsim sklenikovym plynem po CO, a CH4 [302].
Nadmérné pouzivani hnojiv mlze zpUsobit okyseleni pldy, vycerpani pladnich kationtd a sniZeni
ptijmu uhliku a kontaminaci pldy tézkymi kovy. To vSe negativné ovliviiuje zdravi zvifat a lidi, Zivotni
prostiedi, biodiverzitu a klima [308], [309]. JeSté vyraznéjsi ztraty dusiku v Zivotnim prostredi, ke
kterym bude dochazet s rostouci populaci, by bylo mozné snizit stfidméjsi konzumaci masa, nizko-
bilkovinnym krmenim zvifat, lepSim agronomickym hospodarenim, portféliem zahrnujicim délené
aplikace a vyvazené pouzivani hnojiv, cilené zemédélstvi, optimalizované stfidani plodin a pouziti
hnojivovych sloucenin s pomalym uvolfiovanim [302].

Hnojiva s fizenym a s pomalym uvolfiovanim (controlled-release fertilizers - CRF a slow-release
fertilizers - SRF) poskytuji ucinnéjsi, ekonomictéjsi a bezpecnéjsi zplsob dodavani Zivin rostlinam.
Jsou schopny udrzZet Ziviny v ptdé po delsi dobu, a ty jsou tak rostlinam k dispozici v poZzadované
koncentraci. Efektivita vyuZziti Zivin (Nitrogen Use Efficiency - NUE) se tedy zlepSuje diky méné
Castému davkovani a snizenému odstranovani Zivin z pady destém nebo zavlaZovanim, coz také
snizuje rizika pro Zivotni prostfedi [305], [310], [311], [312]. Hnojiva s pomalym nebo fizenym
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uvolnovanim jsou dobrou alternativou ke konvencénim mineralnim hnojiviim a jejich pouZziti umoznuje
snizit ddvku hnojiva dokonce az o 20 % nebo 30 % doporucené hodnoty pro dosazeni stejného
vynosu [313].

Dle Natizeni evropského parlamentu a rady (EU) 2019/1009 [314], odstavce KSM 9, muze
Hnojivovy vyrobek EU obsahovat polymery jiné nez polymery s Zivinami pouze v pripadech, kdy je
ucelem polymeru:

a) regulovat pronikani vody do Castic Zivin, a tedy uvolnovani Zivin (v tom ptipadé se polymer

obvykle oznacuje jako ,povrchové aktivni latka“),

b) zvysit schopnost hnojivového vyrobku EU zadrzet vodu nebo jeho smacitelnost, nebo

c) spojovat material ve hnojivovém vyrobku EU néleZejicim do KFV 4.

Ode dne 16. ¢ervence 2026 musi tyto polymery uvedené v bodé a) a b) splfiovat kritéria biologické
rozlozZitelnosti stanovend akty v prenesené pravomoci uvedenymi v ¢l. 42 odst. 5. Nejsou-li takova
kritéria stanovena, nesméji byt v zddném hnojivovém produktu EU uvedeném na trh po daném datu
takové polymery obsazZeny.

Pokud jde o polymery uvedené v bodé 1 pism. a) a b), za rozumné predvidatelnych podminek
pouziti hnojivového vyrobku EU nesmi ani polymer, ani vedlejsi produkty vznikajici pfi jeho rozkladu
vykazovat zadny celkové nepfiznivy Ucinek na zdravi zvifat Ci rostlin nebo na Zivotni prostredi.
Polymer musi obstat ve zkousce akutni toxicity pro rst rostlin, zkousce akutni toxicity pro Zizaly a ve
zkousce inhibice nitrifikace plidnimi mikroorganismy.

Kritériem pro SRF hnojivo je dle normy EN 13266/2009 zpomalené uvolnéni Zivin tak, aby se za
24 hodin ve vodé uvolnilo max. 15 % Zivin a za 28 dni max 75 %, pficemzZ nejméné 75 % hmotnostniho
podilu Zivin musi byt uvolnéno v uréeném case uvolnéni [315]. Norma popisuje i zplsob méreni
kinetiky uvolnéni Zivin ve vodnim prostredi.

V souladu s Evropskou zelenou dohodou (European Green Deal) — ¢ast Farm to Fork, nafizeni EU
o hnojivech (Fertilizing Products Regulation FPR) a akénim pldnem obéhového hospodafstvi (Circular
Economy Action Plan) tak celi vyrobci vyznamnym vyzvdm. Budou muset prizpUsobit své soucasné
postupy novym pozadavkim FPR, véetné kritérii biologické rozloZitelnosti materialt pro polymerni
povlaky hnojiv s fizenym uvolfiovanim [305], [316]. Farm to Fork pak definuje jako jeden z cild snizeni
spotfeby agrochemikalii az o 50 % do r. 2030. Dalsi regulaci v této oblasti pfindsi EU Sustainable
Chemistry Strategy. Je proto nezbytny vyvoj hnojiv s fizenym uvolfiovanim zaloZzenych na ekologicky
Setrnych a bezpecnych netoxickych materialech s biologicky odbouratelnymi povlaky. Jednim z mala
dostupnych alternativ ke stavajicim rfesenim je vyuZiti vlastnosti polyhydroxyalkanoatd (PHA) —
konkrétné PHB.

7.2 Soucasny stav

Hnojiva s pomalym uvolfiovanim jsou obvykle popisovdna jako ,slouéeniny s nizkou rozpustnosti
s komplexni/vysokomolekuldrni chemickou strukturou, které uvolfiuji Ziviny prostfednictvim
mikrobidlniho nebo chemického rozkladu této slouceniny” [305], [317]. Hnojiva s fizenym
uvolnovanim (CRF) lze popsat jako ,produkty obsahujici zdroje ve vodé rozpustnych Zivin, jejichz
uvolfiovani do pldy je fizeno povlakem nanesenym na hnojivo” [305], [313]. SRF se obvykle déli na
y,kondenzac¢ni produkty mocovinovych aldehydd, hnojiva s fyzikdIni bariérou (potazena nebo
zabudovana do matrice) a super granule. CRF je podmnozZinou SRF, kterd spada do kategorie hnojiv

68



s fyzickou bariérou” [305]. Soucasné komercni CRF s polymernim povlakem jsou ¢asto vyrobeny
z termoplastického materialu, jako jsou polyolefiny, polyvinylidenchloridy a kopolymerd, které se
nemohou snadno rozkladat v pddé a v prlbéhu casu se v pldé hromadi. Obecné plati, Ze CRF
obsahuijici syntetické, biologicky neodbouratelné polymery se po uvolnéni Zivin akumuluji v ptdé (az
50 kg/ha za rok), kde zbytkové polymery zlstavaji a zplsobuji tzv. bilé znecisténi [305], [318].

Cely proces uvolfiovani CRF probihd ve tfech hlavnich fazich: pronikani vody (nebo vodni pary) do
systému CRF, rozpousténi Zivin a uvolfiovani Zivin systémem CRF. Rychlost a u¢innost kazdého stupné
zavisi na mnoha faktorech, které ovliviuji celkovy profil uvolfiovani CRF. Tyto faktory lze klasifikovat
nasledovné: faktory zavislé na povlaku, faktory zavislé na tvaru a velikosti hnojiv a faktory dané
pldou a jeji mikrobialni aktivitou [319].

PHA nalezly uplatnéni v nejriznéjsich oblastech diky jejich biokompatibilité, biodegradabilité
a (u nékterych semikrystalickych typ(l) nizké propustnosti pro malé molekuly plynd jako H.,0O, CO»
a 0,, coZ je velmi podstatna vlastnost pro pouZiti v hnojivech s pomalym uvolfiovanim. Pro dosazZeni
jesté lepsich bariérovych vlastnosti je tfeba prostup malych molekul skrze amorfni ¢ast povlaku
zpomalit prodlouzenim jejich difuznich cest. To lze podpoftit vyuzitim casticovych plniv nebo
nanoplniv, aditiv, jako jsou nukleacni C¢cinidla, zmékcovadla nebo také misenim s jinymi
biodegradovatelnymi polymery [320].

Metody pripravy systému SRF na bazi PHA Ize dle aktudlné dostupnych literarnich zdroji rozdélit
na 3 skupiny, které vyuzivaji NPK, KNOs, NH4sNO3 nebo mocovinu:

e granule nebo fdlie z termoplastickych kompozitnich materidld na bazi PHA pfipravenych
v taveniné, kde je zpravidla pfitomno dal$i pomocné organické nebo anorganické plnivo, které
pomaha zpomalit uvolnéni Zivin

e emulzné pfipravené mikrocdstice obsahujici anorganicky nosi¢ s navazanou dusikatou latkou

e peleta, tableta nebo granule dusikaté slouceniny s pfipadnym obsahem organického nebo
anorganického plniva povlakované tenkou vrstvou PHA

SRF hnojiva na bazi kompozitu pfipraveného kompaundaci PHB a modifikovaného bentonitu
a NPK byly testovany v ramci publikace [321]. U&innost hnojiva byla testovdna na rostlinach salatu
setém v nadobovych pokusech, v testu vSak nebyla zahrnuta pozitivni reference nepovlakovaného
hnojiva o stejné davce. Kinetika uvolfiovani Zivin splfiovala normou dana kritéria pro SRF, kompozice
vSak obsahovala jen 5 % NPK. To bylo zlepSeno na hodnotu 20 % v navazné praci stejnych autord
[322]. Vysledkem bylo hnojivo, ze kterého se vsak dle autor( uvolni jen 37 % Zivin. Podobné byly
vyvijeny kompozity na bazi PHB, Skrobu, glycerolu a montmorillonitu s obsahem 10 % NPK nebo KNO3
[323] a v navazné praci stejného tymu s az 50% Zivin [324]. Prvni prace zahrnuje popis dle Fickova
zakona, k charakterizaci vyuzivd konduktometrické méreni koncentrace iontl nutrientll. Dle
uvedenych vysledkl je po 60 hodinach uvolnéno 100 % KNOs; a 60 % NPK. Neni vsak jasné, zda je
v pfipadé NPK méfen jen dusik nebo i ostatni nutrienty. V pripadé druhé publikace je méreno
uvolnéni jen po dobu 25 hodin, kdy obé varianty s 50 % hnojiva prfesahly hranici dovoleného maxima
15 % vylouZenych Zivin na 40 %.

V taveniné PHB byly spole¢né s nutrienty zapracovany také plniva na bazi celulézy. 50 % KNO;
v PHB a vlakny z bagasy byly miseny v hnétici a nasledné podrobeny testu uvolnéni Zivin. Bagasa zde
zpomalovala uvolfiovani KNOs. K charakterizaci byly nasazeny modely Korsmeyer—Peppas, Peppas—
Sahlin, Higuchi. Nicméné dle grafll je jasné, Ze po 200 hod. byly vyplaveny vSechny nutrienty [325].
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V pfipadé publikace popisujici charakterizaci extrudovanych profild z PHBV, celulézovych vldken
z olejovych palem a KNOs je uvedena jen biodegradabilita jako Ubytek celkové hmotnosti pelety (dle
obrazku prdméru 25 mm). Dle autor( se peleta rozloZi do 16 tydnu. Kinetika uvolnéni dusiku neni
prezentovana [326]. Kompozice PHB, TPS a celuldzy s 50 % KNOs; byla pfipravena kombinaci
roztokové a extruzni techniky [327]. Po 24 hodinach testu ve vodé vsak bylo vSsechno KNOs uvolnéno.

18 gramové pelety z PHBHXx s vlakny z palmy (v poméru 70/30) a 15 % NPK byly testovany pfi rlstu
mladych palem olejnych. Kinetika uvolfiovani byla sledovana konduktometricky, ale nebyla
prepoctena na procentudini hodnotu vyluhu z celkové davky hnojiva. Vysledky ukazaly, Zze PHA-CRF
podporoval rast rostlin i pldni mikrofléru. Zaclenéni rostlinnych vidken (surovych nebo mletych) do
PHA-CRF usnadnilo pocatecni uvoliiovani nékterych hnojiv z PHA-CRF pravdépodobné kv(li absorpci
vody. Dalsi uvolnovani hnojiv z PHA-CRF bylo podporeno degradaci PHA plGdnimi mikroorganismy,
coz nasledné vedlo ke zvySeni prospésnych mikrobt v rhizosfére a ke zvyseni rdstu rostlin [328].

V publikacich [329] a [330] je prezentovdna formulace mocoviny postupné uvolfiovaného
z matrice PHB vyplnéné pfirodnim nanocdasticovym montmorilonitem. Mikrokapsule byly pfipraveny
roztokovou metodou z chloroformového roztoku PHB a pomocnych latek (PVAc, skrob). Je uvedeno,
Ze dle normy méfena biodegradace pfipravenych mikrokapsuli probihd témér linearné po dobu
120 dni, nicméné zde chybi informace o uvolnéni mocoviny. Ptiprava probihala pouze na laboratorni
urovni, navic s malym obsahem mocoviny (max. 20 %) v poméru k celkové formulaci.

Skupina prof. Volové na Sibifské federdlni univerzité v Krasnojarsku vyvinula a v laboratornich
podminkach testovala formulace pesticidd a hnojiv s prodlouzenym UGcinkem zaloZzené na PHB.
Testovanymi formami byly filmy, granule nebo pelety PHB a pelety pak doplnéné o vypln z pfirodnich
material( (raselina, dfevo, jil), nesouci agrochemikalie. Vyzkumné préace shrnuji informace o interakci
PHB a pouzitych chemikalii, zavislosti Ucinnosti na tvaru nosice, strukturni, fyzikdlni a mechanické
vlastnosti vyvinutych formulaci, data o kinetice uvolfiovani chemikalii z matrice do puady
v laboratornich podminkach a zhodnoceni efektivity systému s postupnym uvolfiovanim oproti
komerénim formulacim. Dale se skupina vénovala hodnoceni biodegradability a vlivu na sloZzeni
plGdnich mikroorganismU. Na zakladé vstupnich parametrl byly pro experimenty vybrany herbicid
metribuzin, fungicid tebuconazol a hnojiva mocovina a dusi€han amonny. PouZiti vypliového
materialu (raselina, drevo, jil) umozZnilo zpravidla urychleni biodegradace nosné matrice a zlevnéni
formulace, zatimco obaleni (coating) pelet vrstvou polymeru degradaci jadra pelety zpomaluje.
Pouzitim rlznych pomérl vstupnich surovin, velikosti a tvaru pelet Ize nastavit kinetiku uvolriovani
hnojiva. Vliv ma samoziejmé také rozpustnost a dalsi fyzikalni vlastnosti pouZitého pesticidu nebo
hnojiva. Jednotlivé formulace byly testované v laboratofi v pUdnich mikroekosystémech a jsou
pfipravené jako prototypy pro dalsi testovani v redlnych podminkach [331], [332], [333]. VyuZiti PHB
pro uvolrfiovani herbicidd a fungicid( je vedle CRF jednim z velmi zajimavych smérd s velkym
potencidlem a je v planu tento smér rozvijet, nicméné zde nyni nebude dale komentovan.

Povlakovana hnojiva na bazi smési PHBHx, PCL a dusi¢nanu amonného a technologie jejich
laboratorni pfipravy prezentoval tym z Japonska [334]. Kulicky ledku obalené ruc¢né pasky z félie
pfipravené zroztoku chloroformu byly ndsledné v lisu zahfaty tak, aby doslo k zataveni félie do
celistvého obalu. Pripravené SRF bylo testovano ve vodnim prostredi a v padé. Vysledky ukazuji, Ze
povlak z ¢istého PHBHx ma velmi malou propustnost pro vodu a tim i pro dusikaté ionty. Pfidavek PCL
urychluje uvolfiovani nutrientd, pomér PHBHx/PCL 80/20 vyhovuje pozadavkim na SRF. Po
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14 tydnech ve vodé se uvolnilo cca 40 % NO;5". Autofi jsou si védomi ponékud komplikovaného
upscale této technologie. Pfesto, Ze poutZili chloroform pfi laboratorni pfipravé félii, odkazuji na
moznost vyroby folii z PHB wvyfukovanim nebo technologii chill-roll. Uvadéji, Ze organicka
rozpoustédla jsou drahd a jejich uvolfovani béhem kroku suseni miZe mit negativni dopady na
Zivotni prostfedi. Potahovani ve vodé rozpustnymi polymery mélo potencidl zmirnit problémy
s ndklady a znedisténim, ale uvolfiovani Zivin je zpravidla pfilis rychlé, aby splnilo kritéria SRF.

7.3 Cile

Cilem vyzkumu v této oblasti bylo vyuZit vlastnosti pfirodniho biodegradabilniho polymeru PHB ke
konstrukci hnojiv s pomalym uvolfiovanim. V dobé sestavovani projektu byla zndma a predpokladana
nasledujici fakta:

e PHB bude v technologii Hydal dostupné za cenu cca 4 €/kg

e PHB bude v technologii Hydal extrahovdno chloroformem, ve vyrobni technologii tak bude
k dispozici 5% roztok PHB v chloroformu, ktery Ize na vyrobu hnojiva pfipadné vyuZit.

e Mocovina je vybornym dusikatym hnojivem, jeji pouZiti bez inhibitoru ureazy nebude mozné,
pokud nebude pozvolna uvolfiovana SRF hnojivem.

e Ledek amonny je vybornym zdrojem dusiku pro rostliny, jeho zpracovani je vSak problematické
z pohledu bezpecnostnich rizik

e Z procesu vyroby po extrakci PHB vystupuje odpadni biomasa ve formé prasku a obsahuje fosfor
a dusik

e Fosfor z biomasy lze vysrazet do formy struvitu, ktery je mozné pouzit taktéz k hnojeni.

7.4 Dosaiené vysledky

Na zakladé vyse uvedenych faktl a informaci z literarni reserSe byly stanoveny koncepty mozného
feSeni. Strategii bylo vytvofit jddro z rozpustného hnojiva a to opatfit povlakem na bazi PHB s fizenou
tloustkou, kterd bude definovat rychlost difuze. Povlak by mél navic diky mikrobialni aktivité
degradovat a skrze pory jeho narusené struktury by se mélo postupné uvolfiovat hnojivo. Zakladem
proto byly nejdfive lisované pelety dusikatého hnojiva opatfené pridavkem PHB prasku a pfipadné
dalSich pfisad jako je struvit a biomasa. Tyto pelety byly ndsledné roztokovou metodou opatieny
povlakem na bazi PHB.

V pribéhu reseni projektu doslo k nékolika zdsadnim zménam. Technologie Hydal zacala vyuZivat
bezchloroformovou izolaci, chloroform spolu s mnoha VOC (volatile organic compounds) byly
povazovany z hlediska ekologie za nepfipustné v procesu izolace a podobné i v procesu vyroby hnojiv.
To vedlo vyzkumny tym k pfehodnoceni zplsobu roztokové pripravy povlakid, podafila se najit
alternativa vhodného rozpoustédla k tomuto ucelu alespori ve smyslu sniZeni zdravotnich rizik.
Chloroform byl nahrazen ,zelenym rozpoustédlem” dioxolanem, ktery je netoxicky, nekarcinogenni
a Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi [335].

Pfestoze je PHB povaZovano obecné za biodegradabilni a legislativa jej uvadi jako jeden
z referencnich biodegradabilnich polymer(, je tfeba monitorovat redlné chovani téchto materiall
v pldé za béznych podminek a popsat jeho vliv na chovani plddnich mikroorganism(. K tomu jsou
tfeba citlivé analytické metody, které by mély umét poskytnout hodnoty koncentrace méreného
polymeru v plidé s dostate¢nou presnosti a citlivosti. Vzhledem k termické nestabilité PHB a jeho
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degradacnim reakcim na kyselinu krotonovou neni mozné spoléhat se pouze na detekci 3HB kyseliny
nebo jejich ester(. Situaci také komplikuje fakt, Ze PHB je nativné obsazeno v pudnich bakteriich.
Problematika je pospana v review o téchto metoddch v Pub 17.

Pelety vyvijeného hnojivového systému byly z velké asti pfipravovany precizné na laboratornim
ruc¢nim lisu a manudlné povlakovany (tzv. dip coating). Pro ovéreni moznosti zavedeni do vyroby byl
koncept pelet o vybraném sloZeni otestovan v technologii priimyslové peletizace. Nasledné na téchto
pramyslové pfipravenych peletach bylo provedeno povlakovani v primyslu dostupnou technologii
drazovani v drazovacim bubnu.

SloZeni smési pro pfipravu pelet bylo navrieno na zakladé zkuSenosti popsanych v literature.
Navic, jak bylo pfti vyvoji zjisténo, PHB v peletach neplni roli jen jako zpomalovac rychlosti uvolfiovani,
ale z hlediska technologie povlakovani jako modifikator povrchu pelety a adhezni mlstek k povlaku.
Mocovina i ledek jsou materidly velmi polarni a z dGvodu jejich rozdilné povrchové energie oproti
PHB v chloroformovém roztoku nebylo moiné cisté hnojivové pelety (100 % hnojiva v peletach)
roztokem PHB v chloroformu v drazovacim bubnu povlakovat. Takto vytvoreny povlak totiz ulpival
prednostné na sténach drazovaciho bubnu a diky nedostate¢né adhezi byl velmi defektni. V pripadé
miseni PHB do matrice hnojiva bylo timto moZno dosahnout dostatecné adheze povlaku k peleté.

Preciznéjsi optimalizace procesu s pouzitim roztoku na bdzi dioxolanu, ktery mél i vhodnéjsi
viskozitu k povlakovani nez v ptipadé chloroformu (v ramci projektu PR 5) a pozdéjsi optimalizace
rychlosti davkovani roztoku do drazovaciho bubnu v ramci bakalarské prace VSKP11 ukdzala, Ze je
mozné realizovat povlak i na pelety Cisté mocoviny bez adhezniho mustku. Variace obsahu PHB
v peleté vSak prokdazala, ze malé mnozstvi PHB v peleté zlepsSuje kvalitu povlaku z pohledu kinetiky
uvoliovani hnojiva ve vodném i pldnim prostfedi. Prace také ukdazala dilezitou roli Cistoty
rozpoustédla dioxolanu. V pfipadé vyuZiti levnéjSiho dioxolanu o 90% cCistoté oproti 99% standartné
pouzivané, dochazelo k formovani velmi nedokonalého a defektniho povlaku.

Tab 8: SloZeni laboratorné pripravenych pelet na hydraulickém lisu

Composition of 6-Fold Manually Coated Fertilizer Pellets

CAN/P/B-c 50% CAN + 50% biomass + coating P3HB in dioxolane
CAN/P-¢ 50% CAN + 50% P3HB + coating P3HB in dioxolane
CAN/P/Sc 50% CAN + 25% P3HB + 25% struvite + coating P3HB in dioxolane
CAN-c 100% CAN + coating P3HB in dioxolane
CAN 100% CAN (positive reference)
CAN/P; 50% CAN + 50% P3HB + biodegradable polymeric film (encapsulation)

Vlastnosti vybranych povlakovanych pelet byly charakterizovany ve vodném prostfedi destilované
vody a v ramci spoluprace s MENDELU byla ucinnost hnojiv sledovana ve vegetacnich nadobovych
experimentech a nasledné i v ramci testu na polnich parcelach. Vysledky z prvni ¢asti experimentu
a feSeni projektu PR 5 byly publikovany v Pub 18. Zde byl vyuZit dusi¢nan amonny (AN) v komercni
kompozici (Calcium Amonium Nitrate — CAN), ktery obsahuje 27 % dusiku a 21 % dolomitu. Pomleté
praskové hnojivo bylo homogenizovano s praskovym PHB, i struvitem nebo susenou biomasou
zvyroby PHB (Nafigate). Susena biomasa obsahovala cca. 60 % PHB. Praskové materidly hnojiva
a aditiv byly poté manudlné stlaceny pomoci hydraulického lisu do formy tablety o hmotnosti 0,5 g,
vySce 4 mm a praméru 10 mm. Tabulka 8 ukazuje sérii pfipravenych pelet.
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Testy povlakovani dip-coatingem byly provedeny v roztoku PHB v chloroformu (7%) a v dioxolanu
(6%). Vrstvy z roztoku v dioxolanu byly uniformni a roztok byl dostatecné filmotvorny.

7.4.1 Testy ve vodnim prostiedi

Vyrobené pelety byly podrobeny testu uvolfiovani dusikatych iontll ve vodném prostredi. Toto
poskytuje obraz o kvalité povlaku a jeho stabilité ve vodé. Rychlost prostupu dusikatého hnojiva
idedIni nedefektni membranou na bazi PHB je velmi mala a fizend difuzi touto membranou. Pfestup
hnojiva do vodniho prostiedi skrze tento povlak je proto zpravidla fizen zejména pfitomnosti defekt(
nebo rychlosti jejich vzniku. Pfikladem typického vzniku novych defektl je difuze vody do pelety, jeji
bobtnani a diky mechanickému napéti v povlaku pak vznik pérd a trhlin. V tomto testu pfi pouZziti
destilované vody se neuvaZzuje biologickd degradace povlaku. Pro stanoveni Ubytku ledku z pelety
byla vyuzita vazkova a konduktometrickd metoda.

——+— CAN/P/B-¢ —3— CAN/P-c CAN/P/S-c —#—CAN-c —@— CAN —&— CAN/P-bf
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Obr. 43: Ubytek dusi¢nanu amonného z pfipravenych pelet ve vodném prostredi.

Jak Ize vidét z Obr. 43, v pfipadé potahovanych pelet obsahujicich 100% CAN bylo naméfeno velmi
rychlé uvolnovani. Polovina AN se z téchto pelet uvolnilo pfiblizné po 1,5 dnech a vse béhem 6 dnd.
PFilnavost povlaku pravdépodobné nebyla dostatec¢na a vrstva byla defektni. Uvolfiovani dusi¢nanu
amonného z potahovanych pelet obsahujicich struvit, biomasu a pelety potazené félii na bazi PHB
vykazovalo podobny sigmoidni pribéh uvolfiovani hnojiva. Polovina dusi¢nanu amonného byla
uvolnéna z pelet obsahuijicich struvit 53. den, u pelet obsahujicich biomasu pfiblizné 48. den a u pelet
s félii priblizné 49. den. Na konci méfeni (76. den) se z félii potazenych pelet uvolnil vdechen dusi¢nan
amonny, z pelet obsahujicich struvit 95 % AN a z pelet obsahujici biomasu 85 % AN. Vyznamné
nejméné AN se uvolnilo z potahovanych pelet obsahujicich 50 % CAN a 50 % PHB - pouze 20 %, coz
byl skvély vysledek. Kfivka uvolfiovani dusiku z amonného hnojiva ma v tomto intervalu témér
linearni pribéh, coz svédc¢i o velmi kvalitné provedeném povlaku srovnatelnym s povlaky ze
syntetickych polymer( [305]. Tento ziejmé bezdefektni povlak mohl vzniknout diky zlepsené adhezi
povlaku PHB (rozpusténého v dioxolanu) k peletdm tohoto sloZeni, obsahujici PHB i v peleté. Vysledky
téchto test( tak ukazuji, Ze tyto pelety maji potencial pro postupné uvolfiovani dusiku i v plidnim
prostiedi.
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Boyandin a kol. [333] zkoumali uvolfiovani dusi¢cnanu amonného ve vodném prostredi
v peletdch s Sestindsobnym povlakem PHB v chloroformu. Jejich pelety obsahovaly pouze 25 %
dusi¢nanu amonného a zbytek tvofil PHB nebo jiné prisady (dfevéna moucka). Testovani ve vodé
v této studii trvalo pouze sedm dni. Z obalovanych pelet obsahujicich dusi¢nan amonny a PHB se po
sedmi dnech uvolnilo (18,3 £ 7,9) % hnojiva a z obalovanych pelet obsahujicich rovnéz drevnou
moucku se uvolnilo (13,4 + 7,9) % hnojiva. Nase obalované pelety obsahujici hnojivo s 50 % PHB nebo
struvitu nebo biomasy mély po sedmi dnech pouze 3,5-5,7 % uvolnéného dusi¢nanu amonného.
Pelety ve féliich uvolnily 11,5 % dusi¢nanu amonného.

7.4.2 Vegetacni nadobové testy

Redlné chovani hnojiva se zpomalenym uvoliovdnim Ize nasimulovat v laboratornich podminkach
bez prirozené pldy jen velmi téZzko. Do procesu uvolfiovani hnojiva z testovanych pelet nezasahuji
v redlnych podminkach jen fyzikdlni parametry (teplota, vlhkost a jejich pribéh v ¢ase, pH), ale
zejména biologické procesy v pidnim okoli pelety, které jsou navic samy na téchto fyzikalnich
veli¢inach zavislé. Pro Uplnost je tfeba zminit i dopad mechanické manipulace s peletami pfi procesu
vyroby, skladu, aplikace apod. Vegetacni nadobové a zejména polni testy jsou tedy klicové pro
pozorovani redlného efektu navrzenych hnojiv. | ty polni vSak budou ovlivnény skute¢nymi sezonnimi
podminkami v dané lokalité (parametry pUdy a aktudlniho pocasi). Proto byly na Mendelové
univerzité v Brné provedeny nddobové testy ve vegetacni hale s kontrolovanou teplotou a zalivkou.
Cilem nadobového vegetacniho pokusu bylo ovéfeni Ucinku aplikace coatovanych hnojiv na vyvoj
a rast kukufice SY Orpheus (Oseva, a.s., Bzenec, CR) a na dynamiku uvolnéni dusiku v pddé. Pokus
probihal v Mitscherlichovych vegetacnich nadobach (na 6,5kg pldy). Béhem vegetace byly
provadény tyto pldni analyzy a analyzy rostlin ve tfech terminech:

e odbér pudy ze 3 hloubek pldniho profilu (v kazdém terminu vzdy ze 4 nadob). Stanoveni obsahu
Nmin (@amonného (NH4') a nitratového dusiku (NO3) v pldé — ve viech terminech

e hmotnost susiny nadzemni ¢asti rostlin — ve vSech terminech

e obsah N v nadzemni hmoté rostlin — ve vSech terminech

e dalsi analyzy jako stanoveni chlorofylu v listu, vegetaéniho indexu, kofenové kapacity — na konci
experimentu

Rozbory pldy arostlin byly zhodnoceny statistickymi metodami (program STATISTICA 12)
metodou analyzy variance s naslednym testovanim dle Tukeye, pfi 95 % hladiné vyznamnosti
(P <0,05). Statisticky prikazné rozdily u sledovanych veli¢in (v grafech oznaceny *) jsou vztazeny vidy
k necoatovanym produktlim stejného typu hnojiva. Vysledky pokustd v nadobach prokazaly, Ze
testovana potahovana hnojiva CAN je moZno pouZit ke zlepSeni Uéinnosti vyufZiti Zivin (nutrient use
efficiency), sniZeni ztrat dusiku a minimalizaci znecisténi Zivotniho prostfedi diky postupnému
dodavani dusiku rostlinam béhem vegetace. Uvolfiovani dusiku z obalovanych CAN hnojiv ovlivnilo
dynamické zmény obsahu mineralniho dusiku v plidé béhem vegetace kukutice. Obsahy Nmin a jeho
iontovych forem (NOs”, NH4*) byly v pudé stanoveny ve tfech terminech (t1-t3). Dynamika
uvolnovani sledovanych forem mineralniho dusiku z hnojiv je uvedena na Obr. 44. Je ziejmé, Ze
coatovana hnojiva maji tendenci zadrZovat dusik v pldé (v piidnim profilu), pfispivaji k eliminaci jeho
ztrat vyplavovanim a tim zvysuji ic¢innost hnojeni.
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Obr. 44: Dynamika uvolriovdni a) amonné a b) dusi¢nanové formy dusiku (mg/kg pidy) testovanych variant
s negativni referenci bez hnojiva CON-nf

V pldnich rozborech provedenych v 9. tydnu po zaseti je evidentni, Ze rostliny vyCerpaly mineraini
dusik z pldy. Svéd¢i o tom velmi nizké obsahy amonnych a dusi¢nanovych forem dusiku ve vsech
pldnich vrstvach (Obr. 45). Avsak i vtomto terminu u obou forem dusiku existuji zjevné rozdily mezi

Vv

pouZitymi variantami hnojiv. Vyznamné nejvyssi zasoby NH4* a NOs™ byly zjiStény u variant hnojenych
coatovanymi hnojivy (zejména CAN/P/S-c, CAN/P/B-c) a zapouzdienym hnojivem CAN/P-bf.
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Obr. 45: Obsah a) amonné a b) dusi¢nanové formy dusiku na konci testu v jednotlivych hloubkovych profilech
pldy.

Ackoli dostatek dostupného dusiku mize byt nezbytny pro pfimou spotrebu rostlin, nadmérny
obsah muZe zvysit jeho ztraty v pudé. Jednim z dlleZitych aspektl obalovanych hnojiv je proto
uvolfiovani Zivin optimalni rychlosti vhodnou pro pfijem rostlinami. Aplikace téchto potahovanych
hnojiv CAN prokazala pozitivni vliv na priibéh uvolfiovani Nmin (NOs~, NH4*) a pozitivni dopad na dalsi
mérené parametry podrobné prezentované v Pub 18 se svymi grafickymi pfilohami.
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7.4.3 Ctvrtprovozni pfiprava povlakovanych hnojiv

V ramci projektu PR 5 byla také testovana technologie strojni vyroby povlakovanych pelet. Pomoci
peletizaéniho stroje bylo na Vyskumnom Ustave chemickej technoldgie (VUCHT) pfipraveno pfiblizné
22 kg valcovitych peletek obsahujicich dusikaté hnojivo a PHB. Z bezpecnostnich divod( byla pro
tento typ pelet vybrana na prasek mletda mocovina, nebot ledek amonny neni moiné bezpecné
zpracovavat v pfitomnosti dalSiho organického uhliku (planovaného ptidavku PHB). Mocovina je
nejkoncentrovanéjsim tuhym dusikatym hnojivem (46 % dusiku N). Po aplikaci probiha v padé rozklad
mocoviny na amonny a nitratovy dusik. Rozsah pouziti mocoviny jako plidniho hnojiva je velmi Siroky
a zahrnuje prakticky vSechny plodiny. MUzZe byt pouZita jak pred zasetim, tak i v pribéhu vegetace.
Uginnost pouZiti mocoviny jako zdroje dusiku na velmi kyselych, silné alkalickych plidach nebo tésné
po vapnéni mize byt vyrazné nizsi nez u srovnatelnych oblasti s pH neutralnimi plidami. Mocovina je
vhodna pro hnojeni polnich plodin naro¢nych na dusik (kukufice, okopaniny, fepka).

Pelety byly v prvnich verzich vyrobeny peletizaci zhomogenizované prdskové smési mocoviny
a PHB v poméru 1:1. 7% roztok PHB v dioxolanu pro coating byl pfipravovan pod zpétnym chladi¢em
a pozdéji pak v autoklavu (95 °C, tlak cca 1,25 bar). Timto zplsobem byl, za stdlého michani
600 ot./min, roztok PHB ptipraven jiz za 20-25 minut. Povlakovani probihalo davkovanim roztoku do
draZzovaciho bubnu, kde se promichavaly pfipravené pelety. Byly tak Uspésné naneseny souvislé
vrstvy povlaku na peletkach bez viditelnych defektd. Byla hledana optimalni tloustka povlaku zménou
objemu aplikovaného roztoku. Po optimalizaci bylo na jednu véarku hnojivovych peletek (900 g)
v draZovacim bubnu aplikovdno cca. 2000 ml 7,4-7,9% roztoku PHB v 1,3-dioxolanu. Tyto pelety byly
dale testovany ve vodnim a pldnim prostredi formou polnich testll na parcelach.

7.4.4 Polni testy

Polni testy probihaly na Skolnim zemédélském podniku Mendelovy univerzity u obce Zabéice, 25 km
jizné od Brna. Tato oblast se nachazi v nadmorské vySce 179 m, v jihomoravské suché oblasti
s typickym vnitrozemskym klimatem a jedna se o jednu z nejteplejsich oblasti v Ceské republice. P¥ed
aplikaci hnojiv a zasetim kukufice byla provedena klimatickd a pUdni charakteristika, ze které se
vychazelo pfi vyhodnocovani experimentu. Plida v predchozich nadobovych testech byla stejnd jako
z této parcely. Pokus byl zaloZen pro Ctyti varianty: kontrola — negativni reference (bez hnojiva),
pozitivni reference (mocovina bez povlaku) a pelety pripravené na peletizéru 50:50 (mocovina:PHB)
povlakované roztokem pfipravovanym pod zpétnym chladi¢em a v autokldvu. Kazdda varianta byla
zaloZena ve Etyfech opakovanich/parceldch o plose 15 m2.

K experimentu byla opét pouZita zrna kukufice odrlidy SY Orpheus. Setba kukutice a aplikace
hnojiv byly provedeny 16. 4. 2021 a 27. 5. 2021 byl aplikovan herbicid MAISTER POWER od
spolecnosti Bayer S.A.S. (Lyon, Francie), v mnozstvi 1,5 I/ha. Dne 21. 10. 2021 probéhla sklizer. Poté
byl zjistén vynos zrna kukutice a hmotnost tisice semen (HTS). Tato data byla vyhodnocena metodou
jednofaktorové analyzy variance v programu STATISTICA 12 (s naslednym testovanim dle Fischera, pfi
95% hladiné vyznamnosti). Z hodnot vynosu zrna a hmotnost tisice semen (HTS) nejsou patrné
statisticky vyznamné rozdily mezi vynosy pfti aplikaci 100% nepovlakované mocoviny a povlakovanych
variant hnojiv. Vysledky studia kvality kukufice, konkrétné obsah N a Skrobu a produkce bilkovin
a Skrobu jsou teprve zpracovavany.

76



7.4.5 Optimalizace slozeni

Z téchto prvnich polnich testl je patrné, Ze pfitomnost pomérné vysokého mnozstvi PHB nema
negativni vliv narlst rostlin pfi tomto zplsobu hnojeni. Na zakladé téchto vysledkl test( byla
provedena optimalizace sloZzeni hnojivovych formulaci se zdmérem snizit obsah PHB ve finalnim
produktu. Po optimalizaci procesnich podminek byla provedena peletizace smési mocoviny:PHB
v pomérech 50:50 (kontrolni série pro porovnani s prvnimi vysledky), 80:20, 90:10 a 100:0. Pelety
byly ndsledné povlakovany dle postupu vyse v drazovacim bubnu roztokem 7% PHB v dioxolanu
pfipraveného v autoklavu. Planovana hmotnost PHB povlaku byla navriena na 20 % hmotnosti
povlakované pelety. Stanoveni hmotnosti pelet pfed a po povlakovani véetné dvoudenni doby suseni
véak ukdzalo na vyznamnou odchylku od zamySlené hodnoty. Zejména pelety o poméru
mocovina:PHB 80:20 a 90:10 vykazovaly 35-40% narlst hmotnosti, coz bylo zplsobeno
neoptimalizovanou rychlosti a zplsobem davkovani roztoku do pelet v rotaénim bubnu. Pfi
rychlejSim pratoku se nestacil dostateéné dioxolan odparovat a zlstaval ¢astecné absorbovany do
pelety a castecné v povlaku. Suseni pfi vyssich teplotach nebylo moiné, protoZe zplsobovalo
popraskdni povlaku. Defektni byly povlaky pelet v poméru 50:50, které sice vykazovaly témér
spravnou hodnotu pfirGstku hmotnosti PHB, ale zfejmé vlivem pritomnosti vétsiho mnozstvi
dioxolanu nabotnaly, popraskaly a diky tomu se také nasledné lépe odpafil dioxolan. V podstaté
spravnou hodnotu pfirGstku hmotnosti (18 %) vykazovaly jen pelety z Cisté mocoviny, které nemély
moznost absorbovat dioxolan do pelety. Snizena hmotnost je ddna ztrdtami ulpivanim PHB na
povrchu rotacniho bubnu pfi povlakovani.

Tyto pelety byly poté testovany ve vodném prostiedi a vegetacnich nadobovych testech. Vysledky
uvolfiovani mocoviny ve vodnim prostfedi jsou patrny z Obr. 46. Az na sérii 50:50, kterd, jak bylo
zminéno, méla defektni povlak, nebylo z coatovanych pelet béhem prvnich deseti dni uvolnéno
témér zadné hnojivo a kfivky vykazuji spravny esovity pribéh v souladu s teorii popsanou vyse.

Délka lagfaze se zvySuje s mnozstvim PHB v peleté. | zde se tedy potvrdil pfedpoklad, Ze obsah
PHB v peleté umozZiiuje pfipravit odolnéjsi povlak. Pelety se 100 % mocoviny maji az na kratsi lagfazi
velmi podobny pribéh uvolfiovani, k uvolnéni 50 % hnojiva doslo po tfech tydnech a 80 % po Sesti
tydnech. Tyto vysledky jsou velmi pozitivni, jelikoZ bylo mozné pfipravit funkéni povlak i bez PHB
v peleté. Bylo to zfejmé zplsobeno pomalejsi rychlosti davkovani coatovaciho roztoku oproti prvnim
experimentim. V pldnim prostiedi je vSak ofekavan prispévek mikrobidlni aktivity k tvorbé defektl
a tim zrychleni uvolnéni Zivin z pelety. U pelet 80:20 byl prlbéh uvolfiovani mocoviny prvni ¢tyfi
tydny velmi mirny, bylo uvolnéno pouze 7 % hnojiva. Poté zaCala mocovina difundovat do vody
rychleji. Po vice neZ Sesti tydnech byla uvolnéna pouze polovina davky dusikatého hnojiva. K uvolnéni
80 % doslo aZ po vice nez 60 dnech. Tato varianta se diky vysokému zastoupeni hnojiva v matrici
a zdroven jeho znacné zpomalenému uvoliovani jevi jako nejoptimalnéjsi.

Pro srovnani ucinnosti tohoto povlaku je moZné uvést priklady prezentované v nékterych
publikacich. Napf. u pelet 100% mocoviny povlakovanych roztokem polystyrenu (PS) doslo k uvolnéni
80 % hnojiva po cca 28 dnech, pticemz zastoupeni povlaku PS na peletach tvofilo zhruba 10 % [336].
Zde vyvijend hnojiva s PHB jakoZto zcela biodegradabilnim pfirodnim povlakem tedy dosahuji ve
vodnim prostfedi dokonce i lepSich vysledkl, neZ synteticky nerozloZitelny PS. Z ostatnich
biopolymert je diky své nizké cené casto studovan také Skrob, avSsak samotny jej nelze pouzit.
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U Skrobu, v podobé akrylamidového hydrogelu vyztuzeného nanocdsticemi ptirodniho uhli, bylo
dosazeno uvolnéni 70 % Zivin béhem 21 dni [337].

50 : 50 (urea : P3HB) - coated #—80 : 20 (urea : P3HB) - coated
——90 :10 (urea : P3HB) - coated —e— 100 % urea - coated
——100 % urea - uncoated

Total urea release (%)

0 10 20 30 40 50 60 70
Days

Obr. 46: Pribeh uvolriovani mocoviny ve vodé ze strojné pripravenych pelet

Pfi nadobovych testech vedenych byly pelety sledovany i z pohledu jejich soudrznosti. Po dvou
tydnech v padnim prostredi drZely povlakované pelety vSech variant sv(j tvar, ale u ¢asti pelet doslo
k caste¢nému poruseni povlaku a absorpci vody. Po ¢tyfech tydnech se defektni pelety 50:50 jiz
rozpadaly, byly nasadklé vodou a drolily se, u nékterych se jiz objevila plisen. Pelety 80:20 a 90:10
drzely svQj tvar lépe, nicméné u nékterych pelet byl povlak také porusen. K naruseni povlaku
dochdzelo zejména na koncich pelet. Povlakované pelety se 100 % mocoviny byly uZz zcela
vyprazdnéné. Po Sesti tydnech v pidé se pelety vSech variant pfi vyjimani z pldy rozpadaly.

Z vysledkd v dobé sepisovani prace byly k dispozici pouze vysledky stanoveni NH;* a NOs™ v pudé
z prvniho odbéru. Hodnoty koncentraci byly vztazeny k negativni referenci (varianté bez hnojiva),
jelikoz urcité mnozstvi mineralniho dusiku se v pidé nachazi i ptirozené. Vyznamna je koncentrace
predevsim ve vrchni vrstvé, u které vysoké mnoZstvi NH4* indikuje riziko volatilizace, a ve spodni
vrstvé, ze které je pfi vysokém obsahu NO;3 usuzovano, Ze nedochdzi ke zpomalenému uvolfiovani
kvali rychlé nitrifikaci.

Po prvnich dvou tydnech se hnojivo dle ocekavani nejrychleji uvolnilo u pozitivni reference (100%
nepovlakovana mocovina), u které je nejvyssi hodnota obsahu NOs ve vSech vrstvach, jelikoZ doslo
k velmi rychlému uvolnéni hnojiva a nitrifikaci NHs* (Obr. 47). Je patrny rozdil oproti ostatnim
povlakovanym peletdm, u kterych byl prokdzan zpomalujici Gcinek diky povlaku a zabranéni
vyplavovani NOs™ iontl do spodnich vrstev jiz v prvnim terminu. K rychlému uvolnéni mocoviny doslo
také u povlakovanych pelet 50:50, které maji vysoké hodnoty obsahu NH4*. Diky povlakové vrstvé
vSak nedoslo k tak rychlé nitrifikaci. Uvolnéni mocoviny ale probéhlo rychleji, nez u ostatnich
povlakovanych variant. | v pldnim prostiedi tedy bylo potvrzeno, Ze povlakova vrstva je u této
varianty defektni. U varianty (mix 1/3 100% nepovlakovana mocovina + 2/3 80:20 povlakovana) doslo
k rozpusténi nepovlakované mocoviny a jsou zde tedy také vyssi hodnoty obsahu NHs* i NOs~.
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Obr. 47: Obsah amonné a dusicnanové formy dusiku pri prvnim odbéru (* statisticky vyznamny rozdil od
negativni reference; * statisticky vyznamny rozdil od pozitivni reference; P - povlakované; N - nepoviakované)

U povlakovanych pelet 80:20 bylo uvolfiovani mocoviny pomalejsi, coZ dokazuji nizsi hodnoty
NHs*. Hodnoty NOs vysly zdporné, jedna se vSak pouze o odchylky pfi odectu pfirozeného dusiku
v pldé. Pida hnojena povlakovanymi peletami 90:10 vykazala vysoky obsah NHs" ve vrchni vrstvé,
u kterych tedy hrozi volatilizace. Obsah NOs™ ale zaznamendn nebyl. Nizké hodnoty byly naméreny
také u povlakované 100% mocoviny, nicméné je predpoklad, Ze vzhledem k absenci PHB v matrici,
a tedy horsi adhezi povlaku k peletdam, doslo v dalSim odbéru ke skokovému narlstu uvolnéného
mnozstvi.
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Obr. 48: Vyvoj hmotnosti susiny nadzemni ¢dsti rostlin pro jednotlivé varianty Ctvrtprovoznich pelet s riznym
obsahem mocoviny : PHB (* statisticky vyznamny rozdil od negativni reference; * statisticky vyznamny rozdil od
pozitivni reference; P - povlakované; N - nepovlakované)

V ramci tohoto nadobového testu pak byly tymem na MENDELU opét méreny dalSi parametry
pldy a rostlin, které jsou jiz k dispozici pro vsechny tfi terminy odbérl. U vyvoje hmotnosti susiny

s v

nadzemni ¢asti rostlin (znazornén na Obr. 48) nebyly po prvnim ani po druhém odbéru zaznamenany
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mezi hmotnostmi statisticky vyznamné rozdily. Po tfetim odbéru, tedy po Sesti tydnech, jiz byly
patrné rozdily mezi variantami s povlakovanymi a nepovlakovanymi hnojivy a u vSech hnojenych
variant byly naméreny vyrazné vyssi hodnoty neZ u negativni reference (varianté bez hnojiva).
U varianty 90:10 byly dokonce naméreny statisticky vyznamné hodnoty oproti pozitivni referenci
(100% nepovlakovand urea). Podobné byla naméfena statisticky vyznamna odchylka u obsahu
chlorofylu uvarianty 80:20. Byl tedy pozorovdn pozitivni vliv povlakovanych hnojiv na rlst
nadzemnich ¢asti rostlin. Vysledky jsou nyni zpracovavany do formy ¢lanku.

7.4.6 Syntéza biomateriall pro povlaky

Jednim ze smérQ vyuziti PHB je pfiprava reaktivnich polyester(i. Vhodnou depolymeraci napfiklad
odpadniho nebo nekvalitniho PHA Ize pfipravit oligomerni PHA. Ty lze pak vyuzit pro biosource
vytvrditelné povlaky. | v souvislosti s vyzkumem materidld pro povlakovani hnojiv byla tomuto
tématu vénovdana pozornost. Naptiklad pfi alkoholyze katalyzované paratoluensulfonovou kyselinou
byly laboratorné ptipraveny metyl- a etylestery 3HB. Tato reakce byla vedena v mikrovinném poli, coz
ji oproti klasické reakci za zvySené teploty znacéné urychlilo a umoznilo jeji prabéh za teploty, kdy je
konkurencni degradacni reakce na krotonovy konec jesté ndsobné pomalejsi. Ziskané alkylestery 3HB
byly pak funkcionalizovany akrylovou kyselinou pfi reakci s anhydridem akrylové kyseliny za katalyzy
2-ethylhexanoatem draselnym. Kinetika reakci a jejich vytézky byly popsany v Pub 19.

7.5 Pfinos

Jak dokazuji dosavadni védecké prace, PHB je bezesporu slibnym kandidatem pro vyrobu hnojiv se
zpomalenym uvolfiovanim z pohledu jeho bariérovych vlastnosti a biodegradability. Z reserSe vsak
vyplyva, Ze je obtizné dodrzet limit maximalni rychlosti uvolfiovdni a to zejména, pokud ma formulace
vy$Si obsah hnojiva nez 50 %. Formulace zaloZené na v taveniné zpracovanych “kompozitech”
autorlim publikaci uvedenych vyse vtomto sméru selhdvaly. Pro tym Laboratore bioplastl byl
motivaci Uspéch tymu prof. Volové s peletami povlakovanymi roztokem PHB v chloroformu, ale jimi
dosazena maximalni hranice 50% obsahu Zivin v peleté byla ndmi stanovena jako akceptovatelné
minimum s cilem pfibliZit se k 80 %. Legislativni zmény také prispély k ndhradé chloroformu a volbé
dioxolanu jako rozpoustédla pro povlakovaci roztok. Vyhodou jsou nizsi zdravotni rizika pti praci
s dioxolanem. Nevyhodou je jeho hoflavost a vysokd cena na evropském trhu. Momentalné je ale
mozné zakoupit dioxolan na cinském trhu, ktery je 9krat levnéjsi a cena je témér na urovni béznych
rozpoustédel, jako napf. aceton (cca 3,5 USD/1 kg dioxolanu).

V ramci projektu PR 5 se podaftilo naplnit vySe uvedené cile a prokazat, Ze Ize tyto formulace vyrabét
i strojné, byt z pohledu objemu stéle v laboratornim méfitku. Vyvinuté formulace byly testovany
nejen v nadobovych experimentech, ale také v jedné sezéné v maloparcelnich testech na kukufici.
Tento (z pohledu statistiky v agronomii stale nevyznamny) test ukdzal, Ze je moZzné PHB technologicky
zpracovat ve formé bariérového obalu do funkéniho systému dusikatého hnojiva, ktery spliuje
zakladni parametry hnojiva se zpomalenym uvolfiovanim. Vysledky zaujaly Lovochemii a.s., ktera
projevila zdjem o spolupréci v rdmci pfipravovaného a dnes jiz realizovaného projektu Narodniho
centra kompetence materialll pro 21. stoleti - dil¢iho projektu Biopolymery pro agrochemické
aplikace. Na zakladé vysledkl publikovanych v ¢lanku Pub 18 byl tym laboratore Bioplastl osloven pfi
pripravé evropského projektu HORIZON-JU-CBE-2023-IA-02 Production of safe, sustainable, and
efficient bio-based fertilisers to improve soil health and quality.
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8 ZAVER

Tato prace prezentuje zaméry a vysledky autora a jeho tymu v oblasti zpracovani biopolymeru PHB
do podoby vybranych aplikaci. Jak je v textu postupné ukazano, PHB z nynéjsiho pohledu a zkuSenosti
bude mit vidy spoustu limitl zejména v pripadé klasickych termoplastovych aplikaci. Jeho kifehnuti
spojené s jeho vysokou krystalinitou a fyzikdlnim starnutim nad jeho teplotou skelného prechodu 0 °C
Ize jen velmi tézko potladit bez zdsahu do chemické struktury tohoto polymeru. To umoZniuje
napfiklad proces reaktivni kompaundace s vhodnymi sitovacimi cinidly, chainextendery a dal$imi
polymery. Pfi vhodné zvolené stabilizaci a kompatibilizaci téchto ¢asto omezené misitelnych
komponent muzZe vzniknout material s akceptovatelnymi vlastnostmi pro vybrané aplikace. V ptipadé
aplikace v mediciné je vSak tato metoda problematickd z pohledu zajisténi biokompatibility
a cytotoxicity. V ostatnich aplikacich vyvstdvd otazka ceny za takovy materidl, jehoz mechanické
vlastnosti neprevysuji i levné konvencni plasty, zejména v dobé, kdy biodegradabilita neni (az na
nékolik malo jmenovanych aplikaci) ani legislativou pro vétsinu plastovych aplikaci uznavana za
vyhodu a kdy recyklaci téchto materialt komplikuje pochopitelna nepfipravenost tfidicich systém( na
tyto materialy.

V mnoha zde citovanych publikacich se objevuje slechetny zdmér nahradit alespon ¢ast plastovych
vyrobkd materialy z obnovitelnych zdrojl za Ucelem snizeni uhlikové stopy. To je ve svétle faktu, Ze
jen 4 % fosilnich zdroji jsou pouZity k vyrobé plastl, cil s pomérné malym dopadem. Chybi také
zpravidla LCA analyza dokladajici, Ze je tento zamér viibec teoreticky uskutecnitelny.

Laborator bioplastU si zacala tato fakta pred 5 lety uvédomovat. Po pochopeni problém a limitQ
spojenych se zpracovanim a vlastnostmi PHB a seznameni se se zamérem legislativy EU se proto
orientovala jen na aplikace PHB, u kterych ma smysl vyuzit jeho vlastnosti biodegradability
a biokompatibility jako pfidané hodnoty. Ziskané dovednosti, znalosti i zkuSenosti z vySe popsané
experimentalni prace a vyvoje s primyslovymi partnery tak byly dale vyuZity pro vyvoj materidlu na
bazi PHB pro medicinu a jeji 3D tisténé aplikace, kosmetiku, agronomii a termoplastové speciality,
které vytycila stavajici legislativa jako vhodné pro vyrobu z bioplast(.

Jednim ze zdasadnich vysledkd bylo nalezeni funkéni a pomérné atypické kombinace PHB
a amorfniho PLDLA. Spolu svhodnym zmékcovadlem vybranym na zakladé pomérné Sirokého
screeningu a hodnoceni kinetiky jeho migrace zpolymerni smési byly vyvinuty funkéni
a zpracovatelné termoplastické smési s majoritou PHB. Ty byly mimo jiné optimalizovdny i pro 3D tisk
z taveniny metodou FDM. Technologie vyroby kompaundu i struny a vlastnosti pfi tisku byly ovéreny
v priimyslovém vyrobnim procesu spolecnosti Fillamentum. | dle aktualizované reserse to byl prvni
realné vyrobitelny a tisknutelny materidl s majoritou P3HB. Tyto UspéSné smési byly také zakladem
pro nasledny vyvoj termoplastl a jejich kompozitl pro resorbovatelné nahrady kostni tkané. Tisténé
struktury z téchto materidll byly sledovany z pohledu mechanickych vlastnosti, kinetiky poklesu
hmotnosti a molekulové hmotnosti v prostiedi simulované télni tekutiny, z pohledu biokompatibility
a diferenciace mezenchymalnich bunék a z pohledu role morfologie povrchu pfi jejich proliferaci.
Vysledky byly vyuZity pro modelovy navrh ndhrady segmentu femuru stehenni kosti, ktery byl
v nékolika variantach vyroben 3D tiskem a testovan s vizi budoucich in vivo experiment.
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PHB bylo testovdno i v procesech roztokového zpracovani do formy vldken a funkcnich
bariérovych povlaku. Z chloroformového roztoku PHB s vybranymi aditivy byly metodou odstfedivého
zvlaknéni z roztoku pfipravovany vldkenné struktury netkanych textilii s fizenymi mechanickymi
vlastnostmi. Bylo zjiSténo, Ze pridavek P3,4HB nebo adipatového zmékcovadla efektivné modifikuje
nejen mechanickou odezvu vysledné textilie, ale taktéz stabilizuje vlastnosti a kvalitu vldken a zvysSuje
vykon laboratorni i poloprovozni linky, ktera vyuZiva odliSny netoxicky rozpoustédlovy systém.
Vsechny varianty netkanych textilii byly biokompatibilni a netoxické pro 3T3 fibroblasty. U vysoce
porézni struktury laboratorné pripravenych vzorkl byla konfokdlnim mikroskopem prokazana
pozadovana proliferace bunék do vlakenné struktury. Optimalizace porozity a monitoring bunék
v fezu scaffoldu bude pfedmétem navazujici prace.

Vynikajicich vysledkd bylo také dosazeno aplikaci povlaku PHB pfipraveného z roztoku dioxolanu
na dusikaté hnojivo. Takto vytvorené hnojivo spliiovalo kritéria aktudlni legislativy na hnojiva se
zpomalenym uvolfovanim a biodegradabilitu jeho povlaku. Ve srovndni s aktualné publikovanymi
vysledky bylo dosazeno velmi pomalého uvolfiovdni s moZnosti jeho Fizeni na miru péstované
vegetaci v pomérné Sirokém rozsahu. Koncept byl ovéfen na technologiich existujicich v primyslu.
Vysledny produkt byl Uspésné testovan ve vegetaCnich nadobovych experimentech i na
maloparcelnich testech.

Vysledky tak dokazuji, Ze PHB md i pres jeho nékteré negativni vlastnosti obrovsky potencial
v aplikacich, které mohou pfispét ke sniZeni zatéze zplsobené lidskou ¢innosti. Vzhledem ke stéle se
rozvijejicim zplsoblm vyroby rlznych PHA biopolymerl, a s tim spojenou problematikou kvality
produktu a jejich stability, bude stale tfeba hledat zplsoby efektivniho zpracovani téchto zajimavych
materidl(. Nutnosti pak bude zaclenéni téchto materidlu do procesl a principl cirkularni ekonomiky
tak, aby benefity jeho vyuziti prevladaly nad nevyhodami, které jako i kazdy jiny material s sebou také
prinasi.

Ve vsech zde prezentovanych feSenych zamérech a projektech byla moje hlavni role zejména
vedouciho vyzkumné skupiny, Skolitele 4 doktorskych studentl a vedouciho nékolika zavérecnych
praci. V pozici manaZera projekt(, které zajistovaly financovani celé skupiny o cca 9 osobach.
Osobnim pfinosem pro fesenou problematiku a vznik vysledk( byly i tyto konkrétni ¢innosti:

e Optimalizace davkovani PHB Hydal do technologii zpracovani

e Provedeni Sirokého screeningu aditiv pro PHB a jejich testovani

e Zavedeni vyzkumu a vyvoje biomateridlt na bazi PHB pro FDM 3D tiskové procesy

e \yvoj a vyroba biodegradabilnich félii pro agronomii

e Navrh a realizace technologie laboratorni vyroby 3D tiskové struny

e Navrh laboratorniho systému dlouZeni polymernich paskd a vldken

e Optimalizace procesl odstredivého zvlaknéni roztokd PHB s aditivy

e Navrh laboratorni technologie vyroby biodegradovatelnych abrazivnich ¢astic pro kosmetiku

e Navrh zaméru bezodpadové extrakce PHB vyuZitim surfaktantl ze vstupni suroviny pro
fermentaci
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