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SAZETAK

Enzimska razgradnja PCL/BW mjeSavina

Biorazgradivi materijali su od iznimne je vaznosti u inZenjerstvu tkiva jer se uklanja
potreba za novim kirurSkim zahvatom primjenjenog implantata, te osigurava prostor za rast
prirodnog tkiva. U procesu razgradnje vrlo je vazno posti¢i brzinu koja omogucuje
regeneraciju prirodnog tkiva na mjestu oSteCenja. Biorazgradivi nosa¢imoraju odrzavati
mehanic¢ku cjelovitost sve dok novo tkivo ne preuzme funkciju i potpuno ih zamijeni.
Razgradnju materijala pokrece nekoliko mehanizama, ukljuujuéi hidrolizu i enzimsku
razgradnju.

Najistaknutija skupina biorazgradivih materijala su alifatski poliesteri koji su pokazali
primjenu za niz biomedicinskih aplikacija. Poli(e-kaprolakton) (PCL) je linearni alifatski
poliester hidrofobne prirode. PCL je polimer semikristalne strukture kojem se kristalnost
smanjuje poveéanjem molekulske mase. Njegova dobra topljivost, niska temperatura taljenja
(59-64 °C) i dobra kompatibilnost u mjesavinama potaknula je opsezna istrazivanja njegove
potencijalne primjene u biomedicini. Medutim, njegovi nedostatci kao biomaterijala u
inzenjerstvu tkiva su spora razgradnja i neodgovaraju¢a mehanicka svojstva.

Alifatski se poliesteri, time i PCL, razgraduju jednim ili kombinacijom vise
mehanizama hidrolizom, enzimskom, mikrobnom i toplinskom razgradnjom. Brzina
razgradnje ovisi o nekoliko ¢imbenika, ukljucuju¢i stupanj kristalnosti, hidrofilnost, sastav
kopolimera, molekulsku masu, molekulnu gradu, veli¢inu i geometriju uzoraka, te uvjete u
kojima se razg poput pH i temperature. Razgradnja u okolini je nepromjenjiva in vivo, stoga
svojstva polimera u konac¢nici odreduju brzinu razgradnje.

Pcelinji vosak (eng. beeswax, BW) je sloZena smjesa zasic¢enih i nezasic¢enih linearnih
i slozenih monoestera, ugljikovodika, slobodnih masnih kiselina, slobodnih masnih alkohola i
manjeg udjela drugih tvari koje proizvode pcele radilice. lzrazito hidrofoban karakter,
kristalna struktura i niska temeperatura taljenja (62-65 °C) krakteristike su BW-a.

U ovom radu istraZzen je utjecaj pcCelinjeg voska (BW) na brzinu hidroliticke
razgradnje 1 svojstva poli(e-kaprolaktona) (PCL) i1 mjeSavine poli(e-kaprolakton)/pcelinji
vosak (PCL/BW) uz prisutnost enzima lipaze,koja se nalazi u ljudskom tijelu.

Rezultati ukazuju na znaCajne promjene svojstava i1 brzine razgradnje poli(e-
kaprolaktona) dodatkom BW, uz enzim lipazu. Na osnovi mjerenja kontaktnog kuta s
razli¢itim ispitnim kapljeninama, proracunati su parametri adhezije koji ukazuju na znacajnije
interakcije izmedu PCL i BW polimera. Hidrofilnost povrSine PCL/BW mjeSavina razliitog
sastava, nakon enzimske razgradnje s lipazom, se povecala §to je vidljivo iz smanjenja
vrijednosti kontaktnog kuta. U PCL/BW mjeSavinama BW faza se preferirano smjeSta na
povrsini. Razgradnja uslijed djelovanja lipaze na PCL polimer i BW odvija mehanizmom
povrsinske erozije. Primjenom povrSinskih metoda karakterizacije (FTIR-ATR, SEM)
utvrdene su strukturne promjene PCL i BW mjeSavina nakon enzimske razgradnje. Na osnovi
dobivenih rezultata DSC mjerenja mozemo zakljuciti da su temperature taljenja Cistih
komponenata PCL-a i BW-a vrlo sli¢ne, dok se temperature kristalizacije znacajno razlikuju.
Porast kristalnosti je posljedica apsorbirane vode Sto se opaza u ranijoj fazi enzimske
razgradnje. Apsorbirana voda ima plastificiraju¢e djelovanje na PCL polimer te ¢ini njegove



PCL polimera. Toplinska razgradnja PCL odvija se u jednom, dok se razgradnja BW odvija u
dva stupnja S§to je utvrdeno primjenom termogravimetrijske analize. Jedan razgradni stupanj
PCL/BW mjesavina s manjim udjelom voska (do 50 %) ukazuje na njihovu mjesljivost. PCL
polimer povecava toplinsku stabilnost BW-a. Vrijednosti mehanic¢kih svojstava Cistih
komponenata PCL-a i BW-a se zna¢ajno razlikuju, a porastom udjela BW faze svojstva
PCL/BW mjesavina se narusavaju. Tijekom enzimske razgradnje dolazi do snizenja prekidne
¢vrstoce i prekidnog istezanja, te porasta rasteznog modula, posebice kod BW-a.

Kljuéne rijeci: poli(e-kaprolakton), pcelinji vosak, PCL/BW mjeSavina, enzimska razgradnja,
lipaza



SUMMARY
Enzymatic degradation of PCL/BW blends

Biodegradable materials are of great importance in tissue engineering because it eliminates
the need for a new surgical procedure applied implants, and provides space for the natural
tissue growth. In the process of decomposition is very important to achieve the degradation
rate that allows the regeneration of the natural tissue at the site of damage. Biodegradable
scaffolds must maintain mechanical integrity until new tissue takes their function and
completely replaces them. Material degradation runs several mechanisms, including
hydrolysis and enzymatic degradation.

The most prominent group of biodegradable materials are aliphatic polyesters which
have shown useful for a lot of biomedical applications. Poly(e-caprolactone) (PCL) is a linear
aliphatic polyester hydrophobic nature. PCL is semy-crystalline polymer which crystallinity is
reduced increasing the molecular weight. It is good solubility, low melting temperature (59-64
°C) and good compatibility in blends initiated numerous researches for its potential
applications in biomedicine. However, his limitations as biomaterial in tissue engineering are
slow decomposition and inadequate mechanical properties.

Aliphatic polyesters, like PCL, degrade by one or a combination of several
mechanisms of hydrolysis, enzymatic, microbial and thermal decomposition. The rate of
degradation dependent on several factors, including the degree of molecular structure,
molecular weightcopolymer composition, crystallinity, hydrophilicity, size and geometry of
the sample, and the conditions such as pH and temperature. Environment degradation is
unchangeable in vivo, therefore, polymer properties ultimately determine the degradation rate.

Beeswax (BW) is a complex mixture of saturated and unsaturated linear and complex
monoesters, hydrocarbons, free fatty acids, free fatty alcohol and a lower share of other
substances produced by bees. Extremely hydrophobic character, crystal structure and low
temperatures range (62-65 °C) are performances of BW.

In this work, the influence of beeswax (BW) on the hydrolytic degradation rate and
properties of poly(e-caprolactone) (PCL) and blends of poly(e-caprolactone)/beeswax
(PCL/BW) in the presence of a enzymelipase, which is found in the human body.

Results indicate significant changes in properties and degradation rate of poly(e-
caprolactone) whit the addition of BW, in enzyme lipase. For the measurement of contact
angle are used different test liquid, calculate the parameters of adhesion that indicate
significant interactions between PCL and BW polymer. Hydrophilic surfaces PCL/BW blends
of different composition are increased, after enzymatic digestion with lipase, which
demonstrated by the decrease in the value of the contact angle. In PCL/BW blends, BW
component are preferably placed on the surface. PCL polymer and BW degrade by
mechanism of surface erosion. By applying the method of surface characterization (FTIR-
ATR, SEM) were determined structural changes PCL and BW mixture after enzymatic
degradation. Results based on DSC measurements can be concluded that the melting
temperature of pure components PCL and BW very similar, while the temperature of
crystallization significantly different. The increase in crystallinity is the result of absorbed
water that occurs at earlier stage of enzymatic degradation. Absorbed water has a plasticizing



effect on the polymer PCL and makes his chains much more flexible. BW component of PCL/
BW blends destroys the crystal structure of the PCL polymer. Thermal degradation of PCL is
in one degree while BW degrade in two degrees, which determined by using
thermogravimetric analysis. One degradation degree of the PCL/BW blends with less wax (50
%) indicates their miscibility. PCL polymer increases the thermal stability of BW.The values
of the mechanical properties of components PCL and BW are significantly different, and
increasing of BW properties PCL/BW blends is damaging. During enzymatic degradation,
tensile strength and elongation are reduced, while tensile modules increases, specially for
BW.

Key words: poly(e-caprolactone), beeswax, PCL/BW blends, enzymatic degradation, lipase
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1. UVOD

Biopolimeri su kemijske tvari koje se sastoje od vise manjih jedinica medusobno
povezanih kovalentnim vezama, te se mogu podijeliti na prirodne i sintetske polimere. Prirodni
polimeri (svila, kolagen, fibrin, hijaluronska kiselina...) imaju jedinstvena fizikalno-kemijska
svojstva, no ogranicenu primjenu zbog promjene svojstava 1 sklonost ka oneciS¢enju
bakterijama, za razliku od sintetskih polimera koji imaju ujednacena i predvidljiva svojstva.
Stoga su brojna istrazivanja posvecena razvoju sintetskih biomaterijala, ¢imbenicima koji
utjecu na mehanizam i kinetiku njihove razgradnje te poboljSanju svojstava s ciljem utvrdivanja
materijala pogodnih za odredenu namjenu. Poznavanje mehanickih, fizikalnih i kemijskih
svojstava, mehanizma i brzine razgradnje te identifikacije produkata je od presudne vaznosti pri
odabiru i dizajniranju materijala. Biorazgradivi polimeri omoguéavaju ponovni rast i obnovu
tkiva, a nakon toga se razgraduju i izbacuju iz organizma.

Alifatski poliesteri su najcesce koriSteni sintetski polimeri u biomedicini (inZenjerstvo
tkiva, kardiovaskularno inzenjerstvo), medu kojima je i poli(e-kaprolakton) (PCL). PCL je
linearni, hidrofobni poliester, kristalne strukture koji se Siroko primjenjuje u podrucju
biomedicine za konce, plocice, sréane stentove, sredstvo za prijenos lijekova, obrovu Zivaca i
tkiva.

Mehanizam razgradnje materijala mogu¢ je na nekoliko nacina ukljucujuci enzimsku
razgradnju i hidrolizu. Lipaze predstavljaju jednu od najvaznijih grupa biokatalizatora koje
imaju velikuprimjenu u biotehnoloskim procesima, pa i u enzimskoj razgradnji PCL-a.
Razgradnja vecine sintetskih polimera nastaje mehanizmom povrSinske erozije sloja, odnosno
hidrolizom njihovih esterskih (polarnih) veza. Biorazgradivi materijali koji se koriste u brojnim
aplikacijama, kao alifatski poliesteri razgraduju se jednim ili kombinacijom viSe mehanizama
(hidroliza, enzimska, toplinska, mikrobna razgradnja).

Razgradnja poli(e-kaprolaktona) je proces koji se odvija u dva stupnja. U prvom stupnju
se razgraduju amorfna, manje organizirana podru¢ja uslijed djelovanja vode na esterske veze
polimernog lanca, a brzina reakcije je povezana sa sposobnosti polimera da apsorbira vodu.
Drugi stupanj zapo€inje hidrolizom kristalnih podru¢ja od ruba prema sredini polimera pri
¢emu nastaju oligomerne molekule. Hidrolizom se cijepa esterski lanac, a pri tome nastale
krajnje karboksilne skupine djeluju kao katalizatori. Razgranati produkti manjih molekulskih
masa kataliziraju hidrolizu PCL-a, odnosno razgradnju — autokataliza. Produkti razgradnje
nastaju na povrsini i u velikom omjeru, a samo oni na povrsini se otapaju u okolnom mediju.
Razgradnja je brza u unutraSnjosti nego na povrSini polimera zbog akumulacije karboksilnih
skupina Sto ukazuje na nejednoliku razgradnju. Tijekom enzimske razgradnje dolazi do
promjene mase koja se opaza tek nakon metabolicke razgradnje fragmenata, odnosno difuzije
manjih jedinica iz mase materijala, nakon ¢ega se gubitak mase brzo povecava.

Pcelinji vosak (eng.beeswax, BW) proizvode péele radilice starosti do 35 dana lu¢enjem
vostanih ljestvica ¢iji je sastav ovisan o brojnim ¢imbenicima. BW je sloZena smjesa zasi¢enih
1 nezasi¢enih linearnih i slozenih monoestera, ugljikovodika, slobodnih masnih kiselina,

slobodnih masnih alkohola i manjeg udjela drugih tvari.



Cilj ovog rada je enzimska razgradnja poli(e-kaprolaktona) (PCL) i PCL/BWpolimernih
mjesavina razli¢itog sastava u enzimu lipazi Candida cylindracea u vremenskom intervalu od 5
tjedana i lipazi Thermomycels lanuginosus tijekom 2 tjedna, pri tempearaturi od 20 °C.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Polimeri

Pojam polimer je grékog podrijetla, potjeCe od rije¢i poli (gré. moAy) i meros
(gré.pepog). Svedski kemicar Jons Jakob Berzelius 1833. godine, kemijske spojeve koji imaju
jednaki sastav, a razlikuju se veli¢inom molekulske mase nazvao je polimerima. Eduard Simon,
berlinski lijekarnik, 1839. godine je vjerovatno proveo prvu reakciju polimerizacije u
laboratoriju. Zagrijavanjem uljaste tekucéine nastale destilacijom prirodnog balzama, storaksa,
dobio je krutu, prozirnu masu koju je nazvao stirol. Na osnovu opisa ovog postupka, 1866.
godine francuski kemicar Mark Berthelot je reakciju nastajanja velike, asocirane molekule
sastavljene od veceg broja manjih molekula, nazvao reakcijom polimerizacije. 1924. njemacki
kemigar Herman Staudinger uvodi pojam i naziv makromolekula.

Makromolekule su kemijski spojevi vrlo velikih relativnih molekulskih masa koje mogu
biti u rasponu od nekoliko tisu¢a do nekoliko milijuna, te velikih dimenzija, promjera od 10 do
1000 nm, stoga ulaze u podrucje koloidnog razdjeljenja tvari. Veéina makromolekula
sastavljena od istovrsnih ponavljajuéih jedinica naziva se polimerima.'? Sintetski organski
polimeri se ubrajaju medu najvaznije tehnicke materijale i vlakna te su obiljezje 20.stoljeca
koje se naziva i ,,polimerno doba“. Zamjena su za uobi¢ajene materijale kao $to su metal, drvo,
keramiku i staklo, pa o polimerima valja govoriti kao o novim materijalima, buduci da je njihov
nagli razvoj ubrzao razvoj mnogih podrugja ljudske djelatnosti.*?

2.1.1. Podjela polimera

. . . . v . . 1
Polimerene tvari razvrstavaju se na nakoliko nacina i skupina:

1. Prema podrijetlu

a) Prirodni polimeri(celuloza, Skrob, svila, vuna, pamuk, kauc¢uk) — nastaju biosintezom u
prirodi gdje se prikupljaju 1 potom se preraduju u polimerni materijal ili se sintetiziraju
iz monomera prirodnog porijekla.

b) Sintetski polimeri

o Organskog porijekla (ugljikovodici) — polazne sirovine dobivaju se iz nafte te se
nazivaju i petrokemijski polimeri.

o Anorganskog porijekla — polimeri koji ne sadrze ugljikove atome u osnovnom
lancu,ve¢ sadrze metale, elemente IV periodnog sustava (Si, Ge, Sn, P=N).

2. Prema vrsti ponavljajuéih jedinica

a) Homopolimeri — jedna vrsta ponavljajuéih jedinica
b) Kopolimeri — dvije ili vise vrsta ponavljajucih jedinica. Prema tipu kopolimerizacije
razlikujemo:



o Statisticki kopolimer — nasumicna, nepravilna strukturna raspodjela dviju
monomernih jedinica duz kopolimernog lanca.
A-A-B-B-B-A-B-A-A-B-A-A-A-B-B-
o Alteriraju¢i kopolimer — dvije monomerne jedinice su u ekvimolarnim koli¢inama,
naizmjenican raspored mera.
-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-
o Blok kopolimer — duge sekvencije (blokovi) ponavljanih jedinica pojedine vrste
monomera.
A-A-A-B-B-B-B-B-A-A-A-A-A-B-B-B-
o Graft kopolimer — temeljni lanac se sastoji od jedne vrste ponavljanih jedinica, na
koji je vezan jedan ili vise bo¢nih lanaca druge vrste momomernih jedinica
A-A-AI\-A-A-A-A-A-A-A-A-
B-B-B B-B-B

3. Prema oblicima molekula

a) Linearni — ponavljane jedinice linearnih makromolekula vezane su u kontinuiranom nizu
u lancu (slika 1. a))

b) Granati — u granatim makromolekulama za neke od mera glavnog lanca vezani su bo¢ni
lanci (slika 1. b))

c) Umrezeni — boc¢ni lanci u umrezenim makromolekulama medusobno su povezani
kovalentnim vezama (slika 1. c)).
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Slika 1. Ovisno o vrsti mera reakcijom polimerizacije mogu nastati slijedece strukture:
a) linearna, b) granata, ¢) umreZena 2

4. Prema primjenskim svojstvima

a) Polipasti (plasti¢na svojstva)
o Termoplasti (ili plastomeri)
o Termoseti (ili duromeri)

b) Elastomeri (elasti¢na svojstva)



2.1.2. Polimerne mjeSavine

Polimerne mjeSavine su smjese dvaju ili viSe polimera ili kopolimera, s novim
pobolj$anim svojstvima u odnosu na pojedinu komponentu.® Svojstva polimernih mjesavina
osim o sastavu, ovise i o stupnju mjesljivosti (kompatibilnosti), medudjelovanju komponenata i
drugim ¢imbenicima §to omogucava podesavanje fizickih, kemijskih, preradbenih i primjenskih
svojstavau Sirokom rasponu.’ Mjesljivost, kristalnost i morfologija dvaju polimera su kljuéni
parametri koji odreduju svojstva mjesavine. Struktura mjeSavina odredena je mjesljivoséu
njezinih komponenata.®

Neki od razloga priprave polimernih mjeSavina su:

Razvoj materijala Zeljenih svojstava
Poboljsanje fizikalnih i mehanickih svojstava mjeSavina ¢ineéi ih boljim u odnosu
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[

napojedine polimere u mjesavini

Dobivanje visoko kvalitetnih mjeSavina iz polimera sa sinergistickimmedudjelovanjem
Prilagodba svojstava mjesavine prema zahtjevima kupca

Mogucénost industrijskog recikliranja.**
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[
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MijeSanjem dvaju polimera mogu se dobiti mjeSavine koje su mjesljive kod svih sastava
(potpuno mjesljive), mjesljive pri odredenim sastavima (djelomi¢no mjesljive) ili nemjesljive
kod svih sastava (potpuno nemijesljive).”> Binarne polimerne mjeSavine mogu se podjeliti
prema kristalnosti na: amorfne/amorfne, kristalne/amorfne i kristalne/kristalne mjesavine.”
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Slika 2. Prikaz podjele polimera prema morfoloskoj gradi (kristalnosti) s lijeva na desno:
amorfna, semikristalna i kristalna struktura

Potpuno myjesljive polimerne mjeSavine su smjese polimernih komponenata koje
zadovoljavaju termodinamicki uvjet mjesljivosti (AGy,< 0). Zbog specifi¢cnih medudjelovanja
polimernih komponenata kao $to su vodikove veze, dipol-dipol ili kiselo-bazne veze postize se
termodinamicki uvjet postojanja jednofaznog sustava. Ove mjeSavine su opticki prozirne,
posjeduju dobra mehanicka i toplinska svojstva (mijenjaju se promjenom udjela pojedinog
polimera). Djelomi¢no mjesljive mjeSavine karakteriziraju odvojene faze uz istovremeno
prodiranje dijelova molekula jednog polimera u fazu drugog i obrnuto, ovisno o sastavu i
temperaturi. Kod mjeSavina nemjesljivih polimera dolazi do odvajanja faza, odnosno Gibbsova
energija mijeSanja je pozitivna (AGn > 0). Polimer prisutan u manjem udjelu predstavlja



diskontinuiranu fazu, dok polimer u vece udjelu stvara kontinuiranu fazu. Potpuno nemjesljive
mjesavine su heterogene, opticki neprozirne losijih svojstava od svojstava pojedinih
komponenata. Kako bi se poboljsala primjenska svojstva mjesavina dodaju se kompatibilizatori
(blok ili cijepljeni kopolimeri) pri ¢emu je nuzno posti¢i stabilnost (u primjeni ne smije do¢i do
odvanjanja faza) 1 ponovljivost (zadrzavanje strukture u uvjetima prerade).l’5

Mijesanjem dva amorfna polimera moze se dobiti homogena polimerna mjeSavina na
molekulnoj razini ili heterogena, fazno odijeljena polimerna mjeSavina. Na mjesljivost dvaju ili
vise polimera utjeCu dva osnovna ¢imbenika — slobodna Gibbsova energija mijesanja i stupanj
medumolekulskih interakcija. Mjesljivost polimera ovisi o interakcijama izmedu svih
komponenata u sustavu pa su tako nepolarni polimeri velikih molekuskih masa, kod kojih nisu
prisutne jake interakcije, rijetko medusobno mjesljivi. Ako su prisutne samo disperzne sile
izmedu molekula polimera u polimernoj mjesavini pri niskim temperaturama moze se ocekivati
djelomi&no mjesljiv sustav.*”

U praksi je vrlo mali broj potpuno mjesljivih polimera, uglavnom nastaju djelomicno ili
potpuno nemjesljive polimerne mjeSavine. Jednostavan nacin za predvidanje mjesljivosti
polimera je procjenom veli¢ina iz jednadzbe (1) na temelju razli¢itih modela (npr. Flory-
Hugginsov model).> Najjednostavniji i najsigurniji eksperimantalni nadin odredivanja
mjesljivosti dvaju polimera je preko temperature staklastog prijelaza. Dva potpuno mjesljiva
polimera imaju jednu temperaturu staklastog prijelaza koja se nalazi izmedu staklista Cistih
polimera, a ovisi 0 udjelu pojedinog polimera. Dvije temperature staklastog prijelaza koje se
pribliZzavaju jedna drugoj, odnosno ne mijenjaju Se u odnosu na ¢iste komponenete, ukazuju na
djelomicno ili nemjesljive polimerne mj esavine.**°

2.1.2.1. Termodinamic¢ki kriterij mjeSljivosti

Mijesanje dvaju polimera moze se promatrati kao otopina ¢vrstih tvari i prikazati kao
promjenu slobodne Gibbsove energije mijeSanja (1). Osnovni 1 nuzan uvjet mjesljivosti neke
mjeSavine je negativna vrijednost Gibbsove energije mij e§anja.5

AG n=AH-TAS 1)
gdje je: AGp, — slobodna Gibbsova energija mijesanja
AH — entalpija mijeSanja (toplina mijeSanja)

AS — entropija mijeSanja

Osim uvjeta AGy<0, mjesljivi polimerni sustavi pri stalnom tlaku i temepraturi s volumnim
udjelom komponente (¢;), moraju zadovoljiti uvjet: °

(O*AG)/( &°¢i%) > 0 (2)
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Slika 3. Graficki prikaz utjecaja temperature i sastava na mjesljivost polimernih mjesavina uz
pojavu donje kriti€ne temperature otopine

Utjecaj temperature i sastava na mjesljivost polimernih mjesavina prikazan je na slici 3.
Povrsina koja odvaja jednofazna od dvofaznih podru¢ja naziva se binodalna krivulja. Tocke
infleksije S i S' na temperaturi T, odreduju spinodalnu krivulju. Podrucje potpune mjesljivosti u
¢itavom podrucju sastava, dakle ispunjeni osnovni termodinamicki uvjeti su pri temperaturi T;.
Ukoliko se polimerna mjesavina hladi do T, i uvjet (2) nije zadovoljen za sve sastave smjese,
izmedu toCaka B 1 B' je dvofazno podrucje. Krivulje faza i slobodne energije spajaju se u
kriticnoj temepraturi, T.. Obi¢no mjesavine polimer-otapalo pokazuju gornju kriti¢nu
temperaturu otopine (T;>T,), dok mjesavine dvaju polimera pokazuju donju kriti¢nu
temperaturu otopine (T:<T,).}”

2.2. Biorazgradivi materijali

2.2.1. Biorazgradivi polimeri

Zadnjih 30-tak godina istrazivanja su usmjerena na razvoj biorazgradivih materijala
(implantata) jer omogucéavaju ponovni rast i obnovu tkiva. Biomaterijali se mogu podijeliti
prema mjestu ugradnje (ortopedske, dentalne, oftalmoloske, kardiovaskularne, dermatoloske
itd.) i prema kemijskom sastavu na metalne, polimerne, keramicke, prirodne i kompozitne
materijale.

InZenjerstvo tkiva je interdisciplinarno podrucje koje obuhvaca znanja biologije, kemije,
fizike, medicine i inZenjerstva koji ¢e u buducnosti na revolucionaran nac¢in poboljsati zdravlje
i kvalitetu zivota osmisljavanjem i razvitkom funkcionalnih tkiva, koja ¢e imati moguénost
obnoviti, odrzavati, poboljsati ili zamijeniti prirodno tkivo kod kojeg je doslo do zatajenja ili
gubitka dijela tkiva. Fizi¢ka struktura biomaterijala predstavlja kljuéni ¢imbenik koji utjece na



odgovor tkiva i od njega zavisi vrsta biomedicinskih implantata. Od karakteristika materijala na
mikrometarskoj 1 nanometarskoj razini,kao S§to su morfologija, difuzija, adhezija i
diferencijacija in vitro i in vivo, znacajno zavisi ponaSanje tkiva. In vivo i in vitro metode
omogucavaju dobivanje umjetnih tkiva na Kkontroliran nacin, bez potrebe stanica donora
(transplantacije) i ¢imbenika rasta. In vitro ispitivanja razgradnje biopolimera u jednostavnom
medijima obi¢no se provode kako bi se predvidjela izvedba i djelovanje takvih polimera u
ljudskom tijelu. Uzimajuéi u obzir slozenost tjelesnih tekucina i uvjeta, rezultati in vitro i in
vivo metoda se razlikuju. Novi materijal bi trebao oponasati strukturu i biolosku funkciju
zamijenjenog tkiva, te imati kemijska i mehanicka svojstva kao prirodno tkivo koje se
zamjenjuje, bez potrebe za ponovnim kirurskim zahvatom.”®

prijenos lijekova ' ‘ (* ,W tkiva
: N

kosti stanicne Celije Zivéani sustav

Slika 4. Podrug¢je primjene biopolimera u biomedicini — inZenjerstvu tkiva

Biorazgradivi polimeri mogu biti prirodni i sintetski, dok se sintetski mogu podjeliti na
biorazgradive i nerazgradive. Prirodni polimeri (kitozan, hijaluronska kiselina, kolagen, svila,
fibrin...) su primjenjivi u uskom podrucju, jer su skupi, skloni su promjenama svojstava istih
uzoraka, te su skloni onecis¢enju s nepoznatim virusima i bakterijama. Navedni problemi
prirodnih polimera doveli su do razvoja sintetskih polimernih biomaterijala, kojima se lako
kontroliraju fizikalno-kemijska svojstva i kvaliteta.’® Polimeri sintetskog porijekala pruZzaju
vece mogucénosti ,,krojenja‘ svojstava 1 ujednacenosti proizvoda. Budu¢i da malo polimera ima
zadovoljavaju¢a mehanicka i1 kemijska svojstva njihova primjena u biomedicini je ogranicena.
Sintetski biorazgradivi polimeri trazenih svojstava sualifatski poliesteri, a najzastupljenije
funkcijske skupine su esterske, anhidridne, ortoesterske i amidne.'! Polimeri nastalisintezom
glikolne kiseline i drugih a-hidroksi kiselina, koji su manje zanimljivi s industrijskog stajalista
zbog njihove nestabilnosti kroz dulji vremenski period, pronasli su primjenu u biomedicini.”

Najcesci koristeni biorazgradivi polimeri poli(o—hidroksi kiseline) su PLA (polilaktid),
PGA (poliglikolid) i PCL (poli(e-kaprolakton)). Polilaktid (PLA) i poliglikolid (PGA) i njihovi
kopolimeri su hidrofobni alifatski poliesteri na osnovi alkane kiseline. Posjeduju iznimne
kvalitete, biokompatibilnost i biorazgradivost te dobra mehanicka svojstva koja su klju¢na za
primjenu u biomedicini (Savovi, implantati za fiksaciju kosti, prijenos molekula lijeka, matrice



za obnovu tkiva). PGA i PLA karakterizira visoka kristalnost, temperatura taljenja i niska
topljivost te znatno brza razgradnja u usporedbi s PCL-om (tablica 1). **°

Tablica 1. Usporedba toplinskih, mehanic¢kih svojstava i svojstava razgradnje PLA, PGA i
PCL ™

Toplinska i mehanicka svojstva Svojstva razgradnje
Polimer Vlacni ) .
Ty/ °C Ty °C modul/ GPa Vrijeme/ mjesec
PLA 173-178 60-65 1,5-2,7 12-18
PGA 225-230 35-40 5-7 3-4
PCL 59-64 -60 0,4-0,6 >24

Navedeni biopolimeri se obicno sintetiziraju iz svojih ciklickih monomera putem
polimerizacije otvaranja prstena (eng. ring-openinig polymerization), slika 5.°
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Slika 5.Prikaz polimerizacije otvaranja prstena a) PLA, b) PGA, c) PCL °

Biorazgradnja se opisuje kao promjena kemijskih, fizikalnih i mehanickih svojstava u
odgovarajucoj okolini, u kojoj su materijali izlozeni veoma slozenom djelovanju spojeva kao
$to su enzimi, proteini i ostali Gimbenici.®™* Biorazgradivi polimeriu Sirem smislu su oni
polimeri koji se razgraduju u bioloskoj okolini: tlu, moru, vodi (rijeke, jezera), ljudskom ili
zivotinjskom tijelu enzimskom ili neenzimskom hidrolizom. U uzem smislu, biorazgradnja je
razgradnja izazvana samo enzimskim djelovanjem mikroorganizama, gljivica ili bakterija.>*
Biorazgradivi polimeri su materijali s moguénoSéu funkcioniranja odredeno vrijeme,
kontroliranim mehanizmom, nakon ¢ega slijedi razgradnja u jednostavne i netoksi¢ne produkte
topljive u vodi koji se mogu izbaciti iz organizma.** Stoga se neenzimska razgradnja nekih
poliestera (npr. polilaktida) koji vrlo brzo hidroliziraju u tijelu, pri sobnoj temperaturi i
neutralnom pH, svrstava u resorbiranje. Alifatski poliesteri se resorbiraju u ljudskom tijelu
dajuéi netoksi¢ne monomere hidroksi kiseline kao produkte razgradnje.’



Vrlo je vazno poznavati kemiju polimera i sastav kopolimera, procese sinteze, prerade i
degradacije, metode karakterizacije materijala te rukovanja i uvjete cuvanja. Utjecaj svakog
pojedinog parametra na razgradnju vazno je dobro prouciti — kao posljedica medudjelovanja
razli¢itih ¢imbenika je kontinuirana promjena svojstava materij ala.®!

Uvjeti koje biorazgradivi polimer mora zadovoljiti su:

Primjerena mehanicka svojstva za pojedinu namjenu

Biokompatibilno, protuupalno, netoksi¢no i antikancerogeno djelovanje
Metabolic¢ko uklanjanje iz organizama tijekom razgradnje

Lako oblikovanje u Zeljeni oblik

Primjereno i prihvatljivo trajanje

Laka sterilizacija®

2.2.2. Mehanizam razgradnje biopolimera

Alifatski poliesteri razgraduju se jednim ili primjenom viSe mehanizama. Razgradnja
polimera u okolini prakticki je nepromjenjiva in vivo, stoga svojstva polimera odreduju brzinu
razgradnje. Biopolimeri izlozeni tjelesnim teku¢inama mijenjaju fizakalno-kemijska svojstva
kao rezultat kemijskih, fizikalnih, mehanickih i bioloskih interakcija izmedu materijala i
okoline te se mogu razgraditi na sljedece nacine:

= Kemijskom i enzimskom oksidacijom
= Enzimskim i/ili neenzimskom hidrolizom
® Djelovanjem mikroorganizama ™

Brzina razgradnje biopolimera ovisi o vrsti hidrofilnih grupa unutar i na krajevima
lanca, udjelu kristalnih 1 amorfnih podruc¢ja, poroznosti, reaktivnosti hidrolitickih grupa 1
molekulskoj masi polimera te veli¢ini implantata. UravnoteZenje Cimbenika koji utjeCu na
razgradnju polimera je vrlo bitno kako bi se prilagodila brzina razgradnje polimera i prijenos
naprezanja na tkivo koje se lijeci. Osim svojstava materijala, mjesto i veli¢ina implantata te pH
vrijednost vodenog medija utjeCu na ubrzanu razgradnju materijala. Implanatati vecih
dimenzija u podrucjima slabije prokrvljenosti podlozni su ubrzanoj razgradnji zbog nakupljanja
kiselih produkata. Kisela okolina katalizira daljnju razgradnju implanata i smanjenje pH
vrijednosti §to moze izazavati upalne reakcije — formiranje mikoropukotina tj. povecanje
povr$ine materijala zna¢i povecanje poroznosti i brzine hidrolitiCke razgradnje implantata.
Materijali za inZenjerstvo tkiva moraju imati mogucnost lakog preoblikovanja 1 prerade zbog
stvaranja poroznih struktura kroz koje se mogu odvijati bioloski procesi kao u prirodnoj
kosti.”*

Biorazgradnja polimera odvija se mehanizmom erozije u masi ili na povrSini ili
mehanizmom uslijed djelovanja enzima, slika 6. Mehanizam erozije u masi temelji se na
hidroliti¢koj razgradnji kemijskih veza u unutra$njosti materijala pri ¢emu je brzina prodiranja
vode veca od brzine kojom se polimer prevodi u vodotopljivi materijal. Kod ovog mehanizma
erozija se odvija po presjeku polimera i karakteristicna je sustave koje sadrze polilaktid
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(sintetski komercijalni implantati, konci). Veli¢ina polimerne matrice ostaje stalna ¢ak i u
kasnijim stupnjevima razgradnje, no mikrostruktura unutar matrice polimera se znacajno
mijenja. U slucaju nasumiCne razgradnje u unutraSnjosti, oligomeri i Krajnje karboksilne
skupine ne mogu slobodno difundirati iz mase materijala ve¢ dolazi do katalizirane erozije u
masi. Brzina razgradnje polimera u unura$njosti je veéa u odnosu na povrsinu uslijed
nakupljanja Kiselih produkata. Drugi mehanizam razgradnje polimera je povrSinska erozija kod
koje dolazi do gubitka mase na povrSini — materijal se stanjuje uz zadrzavanje izvorne
geometrije. Kod ovog mehanizma brzina prodiranja vode se odvija sporije od erozije
polimerene osnove (matrice). Kod idealne povrSinske erozije, brzina erozije je direktno
proporcionalna promjeni povr§ine matrice polimera. Polianhidridi i poliortoesteri su podlozni
povrsinskoj eroziji kao mehanizmu razgradnje. Enzimima katalizirana razgradnja polimera,
moze slijediti mehanizme erozije posebice za hidrofobne i kristalicne homopolimere.
Razgradnja polimera se odvija na enzim-polimer medupovrsini zbog nemoguénosti prodiranja
enzima u unutragnjost strukture polimera.™ Provedena i potpuno je opisana in vivo enzimska
razgradnja poliuretana (PU) za primjenu u biomedicini.Osim inZenjerstva tkiva polianhidridi i
poli(eter-uretani) pokazali su potencijalnu primjenu u sredstvima za kontroliranu isporuku
lijekova, to¢nije kemoterapijskih sredstva, lokalnih anestetika, antikoagulanasa i neuroaktivnih
lijekova.®*

stupanj
razgradnje

vrijeme razgradnje

Slika 6. Shematski prikaz mehanizma: a) povrsinske erozije, b) erozije u masi,
C) autokatalizirana erozija u masi

Mehanizam razgradnje polimera rezultat je vise faktora, ukljucujuéi:

Kemijsku stabilnost polimera
Kristalnost

Aditive 1 necistoce

Geometriju uzorka

Medij u kojem se polimer nalazi **
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2.2.2.1. Hidroliticka razgradnja PCL-a

Razgradnja alifatskog biopolimera poli(e-kaprolaktona) je proces koji se odvija u dva
stupnja mehanizmom hidrolize, prikazan je naslici 7
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Slika 7. Shematski prikaz hidrolize PCL polimera °

U prvom stupnju molekule vode prodiru u masu materijala pri ¢emu nasumicno djeluju
na kemijske (esterske) vezeglavnog polimernog lanca u amorfnim podrué¢jima, dok kristalni
dijelovi materijala podupiru polimernu matricu. Brzina reakcije je usko povezana sa
sposobnoS¢u polimera da apsorbira vodu, pri ¢emu hidrofilni polimeri upijaju veliku koliinu
vode 1 razlazu brze od hidrofobnih matrica. Dugi polimerni lanci prevode se u krace oligomere,
monomere i molekule manjih molekulskih masa koje su topljive u vodi. Tijekom procesa
razgradnje polimera dolazi do promjena samih svojstava polimera, a najvazniji parametar je
molekulska masa. U ovoj fazi dolazi do smanjenja molekulske mase, no bez utjecaja na
fizikalna svojstva materijala. Drugi stupanj razgradnje ukljucuje hidrolizu kirstalnih podrudja.
Cijepanjem lanca nastaju krajnje karboksilne skupine koje kataliziraju razgradnju PCL-a, pa
mozemo re¢i da PCL autokatalizira hidrolizu. Uslijed metabolicke razgradnje fragmenata tj.
difuzije oligomernih jedinica iz mase materijala dolazi do brzog gubitka mase.>**

2.2.3. Poli(e-kaprolakton) (PCL)

Poli(e-kaprolakton) (PCL) linearni alifatski poliester. Sintetski je polimer ¢ija se
molekularna struktura sastoji se od pet nepolarnih metilenskih skupina (-CH2-) i jedne esterske
skupine povezanih u lanac, pri ¢emu je esterska skupina relativno polarna. Kristalini¢an je
polimer sporog stupnja razgradnje i temperature taljenja (Ty,) izmedu 59 — 64 °C ovisno 0
stupnju kristalnosti. Temperatura staklastog prijelaza ili staklista (Ty) nalazi se ispod sobne
temperature, na -60 °C Temperatura degradacije (T4) PCL-a iznosi 350 °C, dok su drugi
poliesteri razgradivi na nizim temperaturama (235 — 255 °C), $to ukazuje na relativno visoku
toplinsku stabilnost PCL-a.**PCL je topljiv na sobnoj temperaturi u kloroformu, diklorometanu,
octenoj kiselini, tetrahidrofuranu i toluenu, nisku topljivost ima u acetonu, 2-butanonu, etil-
acetatu, a netopiv je u vodi, alkoholu, petroleju i dietil-eteru.'**2
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Poli(e-kaprolakton) moguca je sintetizirati na dva naéina. Prvi nain naziva se
polimerizacija otvaranjem prstena (ROP) (eng. ring-opening polymerization), slika 8. Pri ovoj
polimerizaciji dolazi do otvaranja prstena monomera pri ¢emu nastaje monomerna jedinica koja
sadrzi manje prstenova nego ciklicki monomer ili nije prstenaste strukture. Mehanizam
otvaranja prstena e-kaprolaktona provodi se koriste¢i anionske, kationske ili koordinacijske
katalizatore, a nakon otvaranja slijedi polimerizacija.” Radikalska polimerizacija je lanana
polimerizacija te drugi nacin dobivanja PCL-a. Otvaranje prstena 2-metilen-1,3-
dioksiciklopentana (etilen keten acetala) potaknuto je djelovanjem slobodnih radikala (aktivni
centri) nakon &ega slijedi polimerizacija.'®

O

e katalizator

g-kaprolakton
CH, \1\’_‘/\/\/\ O/]/n 1
RO 0
poli(z-kaprolakton)
0

2-metilen-1_3-

dicksiciklopentan

Slika 8. Sinteza poli(e-kaprolaktona) metodom otvaranja prstena i metodom radikalske
polimerizacije 2-metilen-1,3-dioksiciklopentana™

2.2.4. Primjena PCL-a u biomedicini

Poli(e-kaprolaktona) ima izuzetno dobra fizikalna i bioloska svojstva, te potencijalnu
primjenu u biomedicini. Molekulna masa poli(e-kaprolaktona) je u rasponu od 3 000 do 80 000
g/mol, s time se mijenjaju i svojstva materijala. PCL pri visokim molekulnim masama pokazuje
odliéna mehani¢ka svojstva, ali sporiju razgradnju. Sto je veéa molekularna masa to su
mehanicka svojstva materijala bolja.”**

Brzina razgradnje homopolimera PCL ovisi o nekoliko ¢imbenika, ukljucujuéi stupanj
kristalnosti, molekularnu masu, morfologiju i uvjete u kojima se nalazi, kao $to su temperatura
1 pH. Razgradnja polimera moguca je u prisutnosti enzima, bakterijskih i gljivi¢nih
sojeva.Takoder, polimer je podloZzan hidrolitickom mehanizmu razgradnje. Karakteristika PCL-
a 1 njegovih kopolimera je hidroliticka nestabilnost zbog osjetljivosti prisutnih alifatskih
esterskih veza na hidrolizu. Budu¢i da se kristalna podrucja razgraduju sporije od amorfnih
dijelova semikristalnog polimera, PCL se kombinira s drugim biorazgradivim polimerima.
Kombinacijom PCL-a i drugih polimera utjeGe se na kinetiku razgradnje i hidrofobnost.™
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U biomedicini se sve se viSe istrazuje primjena sintetskog biopolimera PCL-a, a
primjena je Siroko orijentirana od inZzenjerstva tkiva (eng. tissue engineering),
kardiovaskularnog inzenjerstva (eng. cardiovascular tissue engineering) sve do obnove
.. 14
Zivaca.

PCL je biokompatibilan i biorazgradiv polimer koji se koristi za: prekrivanje rana
(umjetna koza), obnovu tkiva (tetiva i ligamenata, sr€anih i krvnih Zila, Zivaca), zatvaranje rana
(Savovi, kirurSke spojnice), za izradu stomatoloSkih implantata, za uc¢vrs¢ivanje kostiju nakon
loma (vijci, plocice, &avli¢i)."* Osim navedenih biomedicinskih aplikacija istraZena je i
primjena navedenog polimera kao sredstva za kontrolirani prijenos (isporuku) molekula lijeka,
proteina, gena. Polimerna kapsula se smjesta u neposrednoj blizini ciljanog mjesta, te kako se
polimerna kapsula razgraduje tako se lijek oslobada.®**

povssuveew

Slika 9. Prikaz razli¢itih implantata: vijaka, ¢avli¢a, rekontrukcijskog vijkai plo¢ica, dentalnih
implantata *°

Slika 10. Prikaz sréanih implantata, kanala i stentova™
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2.3. Enzimi

Enzim potjeCe od grcke rije¢i évlopo — zakiseliti. Enzimi su biokatalizatori Cije
djelovanje omogucuje odvijanje kemijskih procesa u organizmu. Vise od 40000 razli¢itih
enzima je u ljudskim stanicama te svaki kontrolira drugu kemijsku reakciju. Enzimi, kao i drugi
katalizatori snizavaju energiju aktivacije, ali za razliku od kemijskih katalizatora enzimi djeluju
vrlo specifi¢no. Specificnost djelovanja enzima je posljedica svojstava kataliticki aktivnog
centra. Prilikom enzimske katalize uvijek je katalizirana samo jedna reakcija, to jest ne dolazi
do pojave sporednih reakcija. Enzimi ne utjeu na smjer kemijske reakcije, ve¢ ubrzavaju
uspostavljanje ravnoteze. Svaka enzimska reakcija zapocinje reverzibilnim vezanjem supstrata.
Kao posljedica veli¢ine enzima, stericke konformacije i raspodijele naboja u katalitickom
srediStu enzima, enzimi pokazuju selektivnost prema vezanju odredenih molekula. Enzimi su i
stereospecifi¢ni jer kataliziraju reakcije samo jednog od dva moguéa enantiomera.'®*’

Podjela enzima

Prema vrsti kataliticke reakcije razlikuje se Sest glavnih skupina enzima, dok unutar
glavnih skupina podjela se provodi prema kemijskim vezama koje nastaju ili se cijepaju. Sest
glavnih skupina enzima su:

Oksidoreduktoze
Transferaze
Hidrolaze

Liaze

Izomeraze
Ligaze *°

2.3.1. Struktura enzima

Enzimi su najées¢e globularni proteini relativne molekulske mase od 10 000 do 100
000, dok oni izgradeni od oligomera mogu imati i znatno vec¢e molekulske mase. Vecinu
enzima ¢ini proteinski dio i pripadajuca ,,prostetska grupa“. Ukolika se takava grupa veze
reverzibilno u svojoj aktivnoj formi, enzim se naziva apoenzimom, a koenzimom ,,prostetska
grupa“. Nekim enzimima su potrebne molekule koje bi pomogle pri njegovom aktiviranje —
kofaktori. Kofaktori mogu biti anorganskog porijekla (npr. ioni metala) ili organskog porijekla
(koenzimi). Enzim koji je povezan sa svojim kofaktorom i predstavlja aktivni oblik enzima
zove se holoenzim. Osim proteinskog dijela, enzimi mogu sadrzavati i razne neproteinske
molekule ili ione metala (Fe®*, Mg?*,Cu®") koji izravno sudjeluju u vezanju supstrata ili u

katalizi.'®t’
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Slika 11.Trodimenzionalni prikaz molekule kutinaze (skupina hidrolaza) *®

Polipeptidni lanac enzima sastoji se od niza povezanih L-a-aminokiselina. Primarnu
strukturu polipeptidnog lanca enzima ¢ini linearni slijed aminokiselina. Uspostavljanjem
intramolekularnih ili intermolekularnih vodikovih veza izmedu karbonilne skupine i protona —
NH skupine druge peptidne veze izgraduje se sekundarna struktura polipeptidnog lanca.

Polipeptidni lanac zauzima odredeni prostorni oblik, to jest lanac je na odredeni na¢in
nabran. Redoslijed aminokiselina uvjetuje vrstu nabiranja, pa razlikujemo strukture a-uzvojnice
(eng. o-Helix) i1 p-nabrane plo¢e (eng. p-Sheet). U a-uzvojnici uspostavljaju se
intramolekularne vodikove veze izmedu karbonilne skupine i protona —NH skupine druge
peptidne veze, te peptidni lanac poprima oblik spirale (uzvojnice). Kod p-nabrane ploce
uspostavljaju se intermolekularne vodikove veze izmedu karbonilne skupine i protona —NH
skupine druge peptidne veze, a lanci su povezani u izduzenoj konformaciji. Dva lanca mogu
biti paralelna ili antiparalelna ovisno da li je orijentacija lanca ista ili suprotna (N-kraj do C-
kraj). Anti-paralelne p-nabrane ploce su stabilnije zbog veceg broja dobro uskladenih
vodikovih veza. Navedene sekundarne strukture proteina povezuju se s petljama, okretima,
vrpcama 1 drugim izduZenim konformacijskim oblicima. Raspored sekundarnih struktura u
prostoru odreden je medusobnim djelovanjem izmedu boc¢nih aminokiselinskih ostataka.

Medusobni raspored sekundarnih struktura u prostoru odreduje tercijarnu strukturu
polipeptidnog lanca. Ukupni trodimenzionalni oblik cijele molekule proteina je tercijarna
struktura lanca. Molekula proteina Zeli poti¢i maksimalnu stabilnost ili najnize energetsko
stanje, Sto postize savijanjem i uvijanjem. Kvartarna struktura polipeptidnog lanca odnosi se na
formiranje veceg agregiranog proteinskog kompleksa. Takav kompleks nastaje medusobnom
interakcijom jedne proteinske podjedinice s drugom, dok se kona¢na struktura proteina
stabilizira razli¢itim interakcijama, ukljucujuéi i veze. Cijeli proces nastajanja svake pojedine
strukture polipeptida je prikazan na slici 12.26%
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Slika 12. Moguée strukture proteina ili polipeptida *°

2.3.2. Aktivho mjesto

Multienzimski kompleksi — sloZene visoko uredene stukture koje nastaju povezivanjem
raznih enzimskih proteina predstavljaju mjesta vaznih regulacijskih procesa. Kao §to je
navedeno, mnogostruko nabrani polipeptidni lanc stvara razgranati molekulski skelet koji je
vazan za stabilizaciju aktivnog srediSta. Aktivno mjesto je samo mali dio ukupne enzimatske
molekule i obi¢no je smjesteno je u procjepu ili udubljenju trodimenzionalne strukture enzima.
Struktura aktivnog mjesta nije kruta, ve¢ fleksibilna time i cijeli mehanizam katalize. Dakle,
kataliticka reakcija na enzimima odvija se u kataliticki aktivnom mjestu enzima. Kataliticki
aktivno mjesto enzima sastoji se od nekoliko aminokiselinskih ostataka ¢ije reaktivne skupine
obuhvacaju supstrat s nekoliko strana. Zbog medumolekulskih djelovanja izmedu enzima i
supstrata dolazi do vezanja supstrata s enzimom, nekovalentnim i viSe puta kovalentnim
vezama, u enzim-supstrat kompleks, a prilikom toga dolazi do konformacijskih promjena
enzima i supstrata. Nastankom enzim-supstrat kompleksa kataliti¢ki aktivno srediSte enzima
poprima komplementarnu strukturu prema strukturi prijelaznog stanja molekule supstrata. Time
se znatno smanjuje energija aktivacije reakcije, $to uvjetuje povecanje brzine reakcije vezanih
supstrata. Brzina reakcije moze se povecati za nekoliko redova veliCine, a ograniCena je
difuzijom molekula koje su u reakcijskoj sredini.*®*’
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Slika 13. Djelovanje enzima (princip ,,klju¢ — brava“) zapocinje vezanjem supstrata za aktivna
mjesta molekule enzima a), pri ¢emu nastaje enzim-supstrat kompleks b), oblikovanjem enzima
| supstrata nastaje enzim-produkt kompleks te produkti napustaju aktivna mjesta enzima c), te
se ciklicki proces nastavlja 20

Reakcije na koje utjeCe enzim moraju se odvijati spontano — vrijednost Gibbsove
slobodne energijemora biti negativna. Uloga enzima je povecanje brzine reakcije Sto je
prikazano na slici 14. Bez prisutstva enzima reakcije se kre¢u u istom pravcu kao i s enzimom,
ali mnogo manjom brzinom. Enzimi mogu utjecati na viSe reakcija istovremeno, tako da ona
reakcija koja je s termodinamicke tocke glediSta najpovoljnija (veca je vjerovatnost njena
ostavrenja), moze ,,povuéi® termodinamicki nepovoljniju reakciju, i na taj nacin se mogu
ostvariti obje reakcije.®*’

energija

B
-

A+B vrijeme

AB

Slika 14. Prikaz ovisnosti energije aktivacije o vremenu tijekom kemijske reakcije
(A + B — AB) bez (crna krivulja) i sa enzimom (ljubicasta krivulja) 16

18


https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Gibsova_slobodna_energija&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Gibsova_slobodna_energija&action=edit&redlink=1

Cimbenici koji utjetu na enzimsku reakciju %’

m Temperatura

Enzimi imaju optimalnu temperaturu pri kojoj djeluju najbrze. Brzina djelovanja enzima
poveacva se s temperaturom buduéi da molekule enzima i supstrata imaju vecu kineticku
energiju te se ceSce sudaraju. Takoder, brzina reakcije raste jer molekule imaju dovoljno
energije da prijedu aktivacijsku barijeru. Iznad optimalne temperature brzina se smanjuje.
Djelovanjem toplinske energije vodikove veze koje drze sekundarne i tercijarne strukture
enzima zajedno pucaju. Time enzim gubi svoj oblik i supstrat viSe ne odgovara aktivhom
sredisu.

= pH
Vecina enzima imaja optimalnu vrijednost pH zmedu 7 i 8. Pri toj pH vrijednosti enzimi
djeluju najbrze, dok neki enzimi kao $to je pepsin imaju optimalan pH 1.

m Koncentracija supstrata i/ili enzima

Brzina djelovanja enzima takoder ovisi o koncentraciji supstrata. Povecanjem
koncentracije supstrata brzina reakcije raste jer vec¢i broj molekula supstrata moze tvoriti
enzim-supstrat kompleks. Na vis§im koncentracija molekule enzima su zasi¢ene molekulama
supstrata te je sve manje slobodnih aktivnih mjesta — koncentracija supstrata nakon tocke
zasi¢enja je konstanta.

2.3.3. Lipaza

Lipaza je enzim koji pripada skupini hidrolaza i podskupini serin esteraza, katalizira
reakciju hidrolize masti 1 ulja (karboksilne esterske veze), pri ¢emu se hidroliza provodi
postupno, a produkti razgradnje su diacilglicerol i monoacilglicerol, glicerol i slobodne masne
kiseline.?! Lipaze imaju vaznu ulogu u metabolizmu lipida zbog &ega su vrlo rasprostranjene te
mogu biti biljnog, Zivotinjskog 1 mikrobioloskog porijekla. Trenutno, najve¢i biotehnoloski
znacaj imaju lipaze mikrobioloskog porijekla jer se ostvaruju veci prinosi enzima, moguca je
geneticka promjena proizvedenog mikroorganizma i njihov brzi rast na jeftinim hranljivim
podlogama. Lipaze koje se dobivaju iz kvasca i gljivicai najvise koriste zbog pristupacnosti su:
Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Rhizopus oryzae,
Burkholderia cepacia, Aspergillus fumigatus, Thermomyces lanuginosa i Rhizomucor
miehei.?*%

Prostorna struktura lipaze sastoji se od srediSnje a-uzvojnice i osam paralelnih g-
nabranih ploca, uziznimku f>-nabrane ploc¢e koja je antiparalelna u odnosu na druge. Najcesca i
najocuvanija struktura af hidrolaza je ,,nukleofilni lakat“ (eng. nucleophilic elbow). Kod ove
strukture nukleofilni ostaci izmedu a-uzvojnice i f-nabrane ploce su jako zakrenuti, a aktivna
mjesta su u najpovoljnijem poloZzaju. af protein ima kataliticki aktivan serin koji se nalazi u
oktetu koji spaja C-terminalni kraj a-uzvojnice i a-uzvojnicu.”* Broj aminokislinskih ostataka
je u Sirokom rasponu od 270 do 630. Na osnovi sekundarne 1 tercijarne strukture utvrdeno je da
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se aktivho mjesto enzima nalazi u unutraS$njosti molekule i zaklonjeno je peptidnim lancem.
Aktivno mjesto vecine lipaza Cine ostaci tri hidrofobne aminokiseline (trijade): serina (Ser
152), asparagina (Asp 176) ili glutamina i histidina (His 263). Ovisno o porijeklu lipaze,
razlikovati ¢e se polozaj tri aminokislinska ostatka u primarnoj strukturi enzima, a kataliticki
aktivno mjesto ispod petlje ima ulogu vezanja supstrata. Za histidin vodikovom vezom vezan je

serin 1 karboksilna skupina asparagina ili glutamina §to omogucava ostacima serina da napadnu
16,17, 21

karboksilnu skupnu molekula supstrata.

Slika 15. Trodimenzionalni prikaz Pseudomonas cepacia lipase; prikaz hidrofobnih/hidrofilnih
veza enzima (lijevo) %

Poznavanje strukture, mehanizma djelovanja 1 kinetike omogucava oblikovanje 1
strukturiranje lipaze u brojne svrhe. U ljudskome tijelu lipaza se primarno proizvodi u organu
gusteraci, ali ima je 1 u usnoj Supljini 1 Zelucu. Enzim lipaze pripada skupini enzima probave
koji omogucavaju razgradnju unesene hrane i prijenos njezinih hranjivih sastojaka putem krvi
do svih stanica organizma. Osim vazne uloge u kontroli pohranjenih triglicerida u masnom
tkivu,indirektne aktivacije inzulina i inhibicije adrenalina u ljudskom tijelu, vrlo je vazna i u
kemiji i inienjerstvu.ﬂ‘21 Lipaza moze djelovati u blagim uvjetima, pokazuje toplinsku
postojanost i stabilnost u organskim otapalima te veliku selektivnost sto ¢ini njezinu svestranost
kao jedne od najCeSée koriStenih grupa biokatalizatora u brojnim biotehnoloSkim procesima.
Selektivnost je vazna osobina lipaza na kojoj se zasniva njihova primjena, jer pravilnim
izborom lipaze moguce je usmjereno odvijanje reakcije i dobivanje ¢istog proizvoda u velikim
koli¢inama. Lipaze imaju viSe vrsta specifi¢nosti: specificnost u odnosu na ester, specifi¢nost u
odnosu na masne kiseline, stereokemijsku i pozicijsku specificnost. Lipaze imaju veliku ulogu
u prehrambenoj industriji, industriji masti i ulja, kozmetickoj i tekstilnoj industriji. Imaju
sposobnost katalize sintetskih reakcija (esterifikacija, transesterifikacija), te se koriste za
pripravu opticki aktivnih meduprodukata u farmaciji i proizvodnji finih kemikalija. Zbog
svojstva selektivnosti 1 moguénosti razdvajanja dva opticki aktivha enanrinomera u
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ekvimolarnoj koli¢ini (enzim djeluje samo na dva stereokemijska oblika supstrata), sve se vise
upotrebljava pri proizvodnji lijekova.?

2.3.3.1. Enzimska razgradnja PCL-a

Enzim lipaza ima sposobnost ubrzanja hidrolize esterskih veza kod poliestera, pa i
poli(e-kaprolaktona), $to su potvrdila i istratiivanja.23 Za lipaze je karakteristi¢no da kataliziraju
hidrolizu esterskih veza kod netopljivih triglicerida koji sadrze dugolan¢ane masne kiseline,
dok je za esteraze karakteristicno da kataliziraju hidrolizu esterskih vezamasnih kiselina s
kratkim lancima, ne duljim od $est ugljikovih atoma. U usporedbi s lipazom, enzimi esteraze i
savinaze dovode samo do smanjenja mase bez znacajnog djelovanja na razgradnju polimera $to
potvrduju konstante brzine reakcije.Konatanta brzine reakcije enzima lipaze na PCL je oko 10
puta veca u odnosu na konstantu brzine reakcije esteraze i savinaze, $to ukazuje na visoki omjer
razgradnje.*

Enzimska razgradnja poli(e-kaprolaktona) ovisi o hidrofilnosti, kod hidroliti¢ka
razgradnja ovisi i 0 stupnju kristalnosti. Dakle, enzimska razgradnja PCL-a odvija u dva
stupnja na povrsini polimera jer hidrofilni enzim tesko difundira u unutra$njost polimera. 2425
U prvom stupnju razgradnje hidroksilna skupina serina napada karbonilnu grupu supstrata,
formira se acilo-enzimski kompleks uslijed ¢ega se oslobada molekula alkohola. Djelovanjem
nukleofilne grupe, dolazi do hidrolize kompleksa §to ¢ini drugi Stupanj razgradnje. U vodenim
otopinama nukleofilna grupa je hidroksilna grupa iz molekula vode, pa kao proizvod nastaje
masna kiselina. Naime, aktivni centar lipaze se nalazi unutra$njosti molekula,pa takav polozaj
onemogucava molekuli supstrata vezanje za enzim $to znaci da su lipaze uglavnom neaktivne u
vodenim otopinama. Djelovanje lipaza odredeno je medupovrSinskom aktivacijom —
medudjelovanjem lipaza s nepolarnom povrSinom triglicerida na medupovrsini trigliceridi/voda
znatno se povecava aktivnost lipaza. Dakle, aktivnost lipaza je neznatna ispod kriti¢ne
micelarne koncentracije, a znatno se povecava iznad kriticne micelarne koncentracije.
Medutim, kada se lipaza adsorbira na grani¢noj povr$ini izmedu vodene i nepolarne faze,
dolazi do promjene prostornog rasporeda molekula zbog pomicanja hidrofobnih djelova
peptidnog lanca ka nepolarnoj fazi. Molekula lipaze zauzima tzv. ,,otvorenu konformaciju‘ pri
kojoj je aktivni centar dostupan molekulama supstrata i omogucava se stvaranje kompleksa
enzim-supstrat.}”%*

Ubrzana razgradnja polimera postize se upotrebom kiselog ili baznog medija koji
poboljsava hidrolizu esterskih veza, te se time ujedno oponasaju fizioloski uvjeti.”® Brzina
djelovanja enzima u organskom mediju je nekoliko redova veli¢ina niza od onih u vodenoj
otopini zbog ogranicene pristupacnosti supstrata, strukturnih promjena i smanjene fleksibilnosti
proteina.”® S ciljem povecanja aktivnosti enzima u organskim medijima koriste se organski
puferi, anorganske soli, povrSinski aktivne tvari. Fosfatni pufer i natrijev sulfatznacajno
povecavaju katalitiCku aktivnost lipaze zbog prisutnosti vode koja okruzuje polimer. Ukoliko je
niska koncentracija pufera, koli¢ina vode nije dovoljna za aktivaciju enzima u potpunosti.
Lipaza je vrlo aktivan enzim koji pokazuje polarnu prirodu, $to bi znacilo da puferirane otopine
soli poveéavaju polarnost enzimskog pripravka i aktivaciju enzima do odredene granice.?®?’
Takoder, istrazivanja su pokazala da pri niZim temperaturama promjena mase se pripisuje
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uklanjanju adsorbirane vode, dok pri viSim temeperaturama je rezultat uklanjanja vezane vode
za enzim (protein) i disocijacije kvarterne strukture enzima. Djelomi¢no adsorbirana voda
utjeCe na fleksibilnost enzima, dok vezana voda sudjeluje u izgradnji kvarterne strukture
proteina, koja je neophodna za kataliticki aktivne konformatcije.26
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Slika 16. Shematski prikaz interakcija Pseudomonas cepacia lipase i organskog medija
NaH,PO4/Na;HPO,4, Na,SO4(lijevo) i grada trijade proteina lipaze (desno) 2

2.4. P¢elinji vosak (BW)

Pcele sakupljaju nektar iz cvjetova i donose ga u kosnicu gdje postaje ili pcelinji vosak
ili med. Nektar koji pcele skupljaju iz cvije¢a glavni je izvor ugljikohidrata koje pcele
pretvaraju u lako probavljivi Secer - glukozu i fruktozu, koji je glavni sastojak meda. Zreli med
ne sadrzi vise od 15% vode, a pcele ga u sacu pokrivaju vostanim poklopcima i tako ¢uvaju od
upijanja vlage i kvarenja. U medu se nalaze minerali, aminokiseline, visoko vrijedne organske
kiseline kao §to su mravlja, jabucna, limunska, octena, jantarna kiselina, pigmenti, razni
derivati klorofila, vosak, inulin te elementi kompleksa vitamina B.?2?°

Slika 17. P&elinji proizvodi (lijevo); prikaz meda i sa¢a (desno) *°
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Usporedno sa razvojem pcelinje zajednice u proljece i ljeto u njima se poveéava broj
mladih pcela koje su zauzete hranjenjem, odgojem mladih péela i preradom nektra u med.
Izvrsavajuéi sve te zadatke mlade pcele pojacano se hrane nektrom i peludi, $to utjece na razvoj
njihovih vostanih Zlijezda i one pocinju izlucivati vosak, kojim grade sa¢e ne samo u plodistu
ve¢ svugdje gdje za to ima mjesta. Ukoliko je broj pcela i legla veci, vrijeme toplije, a dotok
nektara i peludi u koSnicu je redovit i stalan, u toliko pcele luce vise voska. Obrnuto, kada su
zajednice slabe, prinosi losi i vremenske prilike nepovoljne, proizvodnja meda i voska bit ¢e
slaba ili je uopée neée biti.?>*

Pcele radilice koji zive samo oko 35 dana u ljeti i Sposobne su razviti posebne Zlijezde
za proizvodnju vostanih ljestvica na svojem zadku. Pcelinji vosak je proizvod Zlijezda mladih
pcela od tri do osamnaest dana starosti. Najucinkovitija proizvodnja voska je od desetog do
Sesnaestog dana njihova Zivota.?®® Proces prenoSenja vostane ljestvice moZe biti na dva
nacina. Budu¢i da je vecina aktivnosti u kos$nici jako dobro organizirana druge pcele uklanjaju
voskovne ljestvice péela radilica. Nakon §to druge péele uklone listice voska one ih preraduju,
toc¢nije Zvacu 1 iskoriStavaju u gradnji saca. Pcela radilica pomoc¢u straznje noge prenosi vosak
na prednje noge te u Celjust Sto je drugi nacin uklanjanja voStanih ljestvica. U Celjusti pcele
radilice vosak se preraduje i zatim primjenjuje za gradnju ili popravak saca. Koliko ¢e pcele
luciti voska, koliko ¢e izgraditi saca, ovisi od tri ¢imbenika: prvo, od unosa nektara i peludi;
drugo, od potrebe za sa¢em, slobodnog prostora, i tre¢e, od broja mladih péela u pcelinjoj
zajednici. Prema mnogim istrazivanjima, lucenje voska direktno je uvezi sa koli¢inom hrane
koja se unosi u kosnicu i prostora koji mora biti u neposrednoj blizini zajednice.”® Pri
proizvodnji voska utro$ak energije kod pcela izuzetno je velik, tako da za 1 kg voska utrose ¢ak
8 kg meda.™*

Pcelinje zajednice moraju imati sae za potrebe mladih pcela i spremanje meda, polena i
peludi, ali i prostor za gradnju novog saca.Za potrebe mladih pcela se stvaraju idealne
Sesterokutne celije, koje se prije nego pcela matica u njih polozi jaja poliraju propolisom. Sace
je skup Sesterokutnih (heksagonalnih) stanica ili ¢elija koje su pravilno poredane jedna do
druge, tako da izmedu njih nema praznog prostora. Takav nacin gradnje, odnosno oblik stanice
omogucava pcelama maksimalno iskoriStavanje prostora i skladiStenje hrane.*

Slika 18. Prikaz p&elinjeg saca (lijevo) %; p&elinji vosak (desno) *

Pcelinji vosak je inertni materijal koji ima miris meda ili meda i propolisa. U presjeku je
sitno zrnate krhke strukture temeprature taljenja izmedu 61 °C i 65 °C te specifi¢ne teZine oko
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0,95 pri 15 °C. Kristalnost voska pocinje opadati nakon 3-4 mjeseca, dok istovremeno tvrdoca i
elasticnost rastu. Iako je netopljiv u vodi, pcelinji vosak moze se otopiti u otapalu kao Sto je
tetraklormetan, benzen, toluen, kloroform i topli eter. Medutim, na sobnoj temperaturi pcelinji
vosak nije u potpunosti topljiv u svim navedenim otapalima, ve¢ se nakon postizanja
temperature taljenja potpuno i lako se otopi.”® Prirodna boja péelinjeg voska je bijela, a u
dodiru sa zrakom postaje Zute boje kakav nam je i viSe poznat. Sama boja pcelinjeg voska ovisi
i 0 podneblju odnosno omjeru tvari u vosku — propolisa i peludi.?®*%3

Najmanje 300 razli¢itth komponenata cine pcelinji vosak ¢iji je priblizni sastav
C15H31CO0C30Hs1, Sto dokazuje njegovu iznimnu kompleksnost. Pcelinji vosak se uglavnom
sastoji od linearnih monoestera, hidroksi monoestera i slobodnih masnih kiselina koji ¢ine 35-
45 % ukupne mase voska, duljine lanca od 40 do 48 atoma ugljika. Osnovu voska cine
ugljikovodici (12-16 %) s neparnim brojem ugljikovih atoma, obi¢no od 27 do 33. Tocan sastav
pcelinjeg voska ovisi o vrsti pcele, geografskim 1 klimatskim uvjetima, izvoru hrane, veli€ini
zajednice, priblizan kemijski sastav dan je u tablici 2283031

Tablica 2.Priblizan kemijski sastav p&elinjeg voska 2

B Monoesteri (35 %)
@ Diesteri (14 %)
\ M Triesteri (3 %)
B Hidroksi monoesteri (4 %)
m Hidroksi poliesteri (8 %)
m Ugljikovodici (14 %)
@ Slobodne masne kiseline (12 %)
m Esteri kiselina (1 %)

Sloboddni primarni alkoholi (1 %)
[ Ostale tvari (6 %)

2.5. Povrsinski fenomeni

2.5.1. Slobodna povrSinska energija

PovrSina je podru¢je izmedu kondenzirane faze (S ili L) i plinovite faze, dok je
medupovrsinapodruéje izmedu dviju kondenziranih faza. Kada kapljevina dodirne krutinu,
povrsinska svojstva kapljevine i krutine odreduju jakost medudjelovanja kruto-kapljevito.
Stoga, nehomogena raspodjela atoma na povrSini tvari uzrokuje fenomen koji se naziva
napetost povrSine i predstavlja direktnu mjeru medumolekulskih sila. U unutra$njosti faze
molekula je okruzena drugim molekulama i ona se nalazi u stanju dinamicke ravnoteze, dakle
rezultanta sila u unutrasnjosti je jednaka 0. Na molekule na povrSini djeluju sile koje su
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usmjerene u unutrasnjost kapljevine, Sto rezultira jac¢im privla¢nim silama izmedu susjednih
33,34

molekula na povrsini — rezultanta sila nije jednaka 0 (slika 19).

Slika 19. Djelovanje sile izmedu molekula kapljevine u unutrasnjosti i na povrsini
kapljevine

Visak energije na povrsini kapljevine ili krutine u korelaciji je s velicinom slobodne energije
povrsine i1 ¢vrsto¢om prisutnih veza.Energija povrSine predstavlja rad potreban da se prekinu
veze kojesu prisutne izmedu molekula na povr$ini i u unutrasnjosti. Napetost povrSine tako se
moze definirati kao promjena slobodne energije povrSine po jedinici povrSine jednaka je radu
potrebnom da se stvori 1 cm? nove povrsine.

Energija povrsine, to¢nije slobodna Gibbsova energija povrsine, G,predstavlja visak energije
sustava povezan s povrSinom A (po jedinici povrsine) i definira se kao:

AG = yAA (3)

Ako se energija povrs§ine ne mijenja s povecanjem povrsine onda je napetost povrsine jednaka
slobodnoj Gibbsovaj energiji povrsine (y= G) i obrnuto.®

2.5.2. Parametri adhezije

Kohezijske i adhezijske sile posljedica su djelovanja sila izmedu atoma ili molekula te
su rezultat razlicitog naboja privlacenja izmedu molekula. Pozitivni dio jedne molekule
privlagiti ée negativni dio susjedne molekule. Sto su veée razlike izmedu pozitivnog i
negativnog naboja, i Stosu molekule blize, sile privlacenja ¢e biti jace. Adhezijske ili kohezijske
sile mogu se pripisati molekulnim interakcijama kratkog i dugog djelovanja, odnosno
djelovanju primarnih i sekundarnih sila.®***

Rad kohezije Wc je rad potreban da se prevladaju sile privla¢enja izmeduistovrsnih molekula
kapljevine (ili krutine) i nastaju dvije nove povrSine s napetosti povrsine.
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_______

_______

T T . We=2pn @

Rad adhezije Wa je rad potreban da se prevladaju sile privlaéenja izmedu dvije razlicite
molekule u kapljevini (ili krutini), jednak je novostvorenoj napetosti povrsine (y1 + 77)
umanjenoj za medupovrSinsku napetost (y12). Wa mogucava termodinamicko predvidanje
jakosti interakcija na medupovrsini dviju faza u kontaktu. Dupréova jednadzba (5) predstavlja
vezu rada adhezije s energijom povrsine .

_______

_______

, E ------- \ Wa=p1+72-y12 ©)

Adsorpcijska teorija adhezije, predstavlja najznacajniju i1 najSire prihvacenu teoriju, te
pretpostavlja dovoljno bliski kontakt dviju faza na molekulnom nivou i uspostavljanje
interakcija izmedu atoma i molekula na medupovrsini dviju faza. Jac¢ina i vrsta veza na
medupovrsini ovisi o specificnoj kemijskoj gradi komponenata koje su medusobno u kontaktu.

Fowkes isti¢e aditivnost vise komponenata u slobodnoj energijipovrsine. Pretpostavlja
da se ukupna energija povrsine (y) sastoji od razli¢itihkomponenata energije povrsine, od kojih
svaka potjeCe od specificnihmedumolekulnih i meduatomskih sila na povrSini.Broj
komponenata energije povrsine ovisiti ¢e o Strukturi tvari i interakcijama, disperzijske sile su
univerzalne i uvijek prisutne. Slobodna energija medupovrsine predstavlja zbroj komponenata
povezanih s vrstama veza u skladu s kemijskom prirodom materijala.

p=10 P+ ey M (6)

W= W+ WP + WhHW+ W+ W™ 7)

gdje su: (d) disperzijske sile - Londonove, (p) polarne sile - Keesomove,
(h) vodikove veze, (i) Debyeve indukcijske sile, (ab) kiselo-bazne,
(m) metalne veze i dr.

Odredivanje slobodne povrsinske energije krutina i komponenata slobodne povrsinske energije
izmedu krutine i1 kapljevine temelji se na eksperimentima kvasenja. Kapljica kapljevine na
ravnoj krutoj povrSini moze se razliti preko povrsine ili preostati kao kapljica na povrsini i

26



zatvarati odredeni kontaktni kut s povrSinom, koji je kvantitattivna mjera kvasSenja krutine
kapljevinom, slika 20.%3%

8 < 90° g =90° 8= 90°

Slika 20. Kontaktni kut izmedu kapljice i krute povrsine

Slika 21. Primjer superhidrofobne povrine — lotosvov list (6>180) *

Termodinamicko vlaZzenje temelji se na fizikalnoj adsorpcijskoj teoriji adhezije, a
opisuje se Youngovom jednadzbom (6). Slobodna energija medupovrSine moze se pripisati
svakoj medupovrsini izmedu krutine (S), kapljevine (L) i njenih para (V), a tri medupovrsine su
kruto-kapljevina (ys.), kruto-para (ysy) i kapljevina-para (y_v). Kako bi se postigla ravnoteza na
na medupovrsini kruto-kapljevina postojati horizontalna ravnotezna sila s odredenim
kontaktnim kutom (6). Veliki kontaktni kut upucuje na slabu privlacnost koja rezltira visSom

slobodnom energijom medupovréine.?’?"35
YLv Vv
- 5
8 Va
Ve VsL

Slika 22. Shematski prikaz odredivanja kontaktnog kuta (#) oblikovanog izmedu tangente
kaljice kapljevine (L) i krute povrsine (S); zrak, plin (V)

ysv = ysLt yLv COS O (8)

cos 0 = (ysv + ysu) / yrv 9)
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Young-Dupréova jednadzba (10) dobiva se povezivanjem Youngove jednadzbe koja se Koristi
za opis sustava u ravnotezi i Dupréova jednadzbe za rad adhezije. Ovim izrazom prikazan je
odnos izmedu veli¢ine kontaktnog kuta (kvasenja) i jakosti interakcija (adhezije).

Wa =yLv (1 + cos 6) (10)

Razlijevanje

Kada je 8 > 0 kapljevina se ne razlijeva po povrsini, a kada je#= 0 kapljevina potpuno
vlai povrsinu i spontano se razlijeva preko povrsine brzinom koja ovisi o razli¢itim faktorima,
kao $to je viskoznost kapljevine i hrapavost krute povrSine. Parametar koji predstavlja mjeru
vlazenja naziva se koeficijet vlazenja (S) te predstavlja razliku rada adhezije i rada kohezije.
Razlijevanje se dogada kada koeficijet vlazenja poprima pozitivne vrijednosti, tj. vece od 0 i
obrnuto. Prema Youngovoj jednadzbi, uz uvjet da je kontaktni kut 8 = 0° i uz pretpostavku da
je ravnotezni pritisak razlijevanja zanemaren, vrijedi kriterij spontanog razlijevanja, jednadzba
(11).3%

S>Wa—-We > ysv—yLv—ysL (11)

2.5.3. Matematic¢ki modeli

Owens-Wendtov model je dvoparametarski model koji se zasniva na pretpostavci aditivnosti
komponenata slobodne energije povrsine. Slobodna energija povrSine ¢iste faze i jednaka sumi
doprinosa disperzijske, y2, i polarne komponente,y? , slobodne povrsinske energije.

Yi = Yid + Vip (12)

Owens-Wendtov model ukljucuje i pretpostavku prema kojoj je slobodna povrsinska energija
medupovrsine kruto-kapljevina,ys,_jednaka geometrijskoj sredini slobodnih povrsinskih
energija pojedinih faza, S i L koje su medusobno u kontaktu:

YsL = ¥s+ yL—2 /VSVS =2 [y¥y? (13)

Jednadzba modela dobiva se uvodenjem predpostavke u Youngovu jednadzbu, (12).

Wy = yiy(1+cos@) = 2\/)/5)/5 +2 JVé’ v (14)

Drugi dvoparametarski matematicki model koji se najéeS¢e primjenjuje je Wuov model. Kod
ovog modela takoder vrijedi pretpostavka aditivnosti komponenata slobodne povrsinske
energije, te pretpostavka da je slobodna medupovrsinska energija, ys., jednaka harmonijskoj
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sredini slobodnih povrSinskih energija pojedinih faza ysi y_ koje su medusobno u kontaktu,
izraz (15). Uvodenjem predpostavke u Youngovu jednadzbu proizlazi jednadzba modela (16).

d
ysi = s+ v —4vavE/ v — 4vEVY /(s v (15)

d
Wy = yy(1+cos0) =4 ydyd/(vi+v]) + 4viyl/(vs+vD) (16)

Van Ossov model je troparametarski model, a naziva se jos i kiselo-bazni model. Prema van
Ossu ukupna slobodna energija medupovrSine predstavlja sumu Lifshitz-van der Waalsovih sila
(") i doprinosa kiselo-baznih sila (4”*). Lifshitz-van der Waalsove sile uklju¢uju Kessomove
i Debayove sile (nepolarne), djeluju na sve atome i molekule, ukljucujuéi i neutralne. Mogu
djelovati na velikim udaljenostima ¢ak do 10 nm i orijentirati molekule, za razliku kiselo-
baznih sila koje su polarne i kratkog djelovanja (manje od 3 nm). Lewisovim kiselo-baznim
vezama se smatraju medumolekularana djelovanja izmedu Lewisovih kiselina
(elektronakceptor) i Lewisove baze (elektrondonor) na povrsini.

y=yW+ yA° (17)

Promjena slobodne povrsSinske energije uslijed Lifshitz-van der Waalsovih medudjelovanja
moze se prikazati kao suma komponenata energije povrSine, (18). Doprinos kiselo bazne
komponente (AB) moze se prikazati kao produkt elektron akceptorske i elektron par donorske

komponente (19).
v = 2,/ygwygw (18)

ysL = 2\/Vs+y; +2\/V§Vf (19)

Izraz za slobodnu energiju medupovrsSine kruto-kapljevito prema kiselo-baznom modelu
izrazen je jednadzbom (20), dok jednadZzba (21) predstavlja model.

Ysi=¥s + v — 2 <\/y§Wyﬁw + \/ygyg + Jygyf) (20)

Wa = yv(1 +cosf) = 2 (Jyéwyﬁw + \/y;yf + JJ@‘VE) (21)
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2.6. Povrsinske metode

2.6.1. Odredivanje slobodne povrsinske energije

Slobodna povrsinska energija uzorka moze se izracunati uz poznavanje kontaktnog kuta
ispitne kapljevine na povrsini uzorka. Uredaj koji odredivanje kontaktnog kuta naziva se
goniometar. Mjerenje se provodi ispitnim kapljevinama poznatih vrijednosti energije povrsine.
Vrijednost energije povrSine ispitivanog uzorka dobiva se na osnovi kuta kapi na povrSini
uzorka, poznate vrijednosti energije povrSine ispitnih kapljevina i primjene odgovarajuceg
matematickog modela. Goniometar preko video sustava projicira sliku kapljice na zaslon
racunala i odreduje poziciju kapljice s to¢nos¢u od £ 1 mm. Metoda visece kapi je jedna od
metoda mjerenja kontaktnog kuta.***°

2.6.2. Fourier transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR)

Infracrvena spektroskopija je jedna od najraSirenijih tehnika u istrazivanjima
karakterizacije povrSine. IR spektroskopija je osjetljiva na funkcionalne grupe, kvantitativna je
i nedestruktivna tehnika. FTIR spektrometar ima izvor zréenja koji emitira infracrveno zracenje
usmjereno na opticki uredaj — interferometar (slika 23). Razlaga¢ zraka prima ulaznu
infracvenu zraku i razdvaja je u dvije opticke zrake. Jedna zraka se reflektira od razlagaca zraka
prema fiksnom zrcalu i reflektira se natrag kroz razlaga¢ u detektor. Druga zraka prolazi kroz
razlaga¢ zraka prema pokretnom zrcalu i reflektira se od razlagaca u detektor. Zraka koja
prolazi kroz uzorak sadrzi odredeni skup frekvencija, a ovisno o kemijskim skupinama koje
sadrzi, uzorak apsorbira neke frekvencije. Zbog toga §to je put jedne zrake koja prolazi stalne
duljine, a druge se stalno mijenja kako se zrcalo pomice, signali koji izlaze iz interferometra
rezultat su djelovanja tih dvaju zraka. Sve frekvencije se mjere istovremeno $to dovodi do brzih
vremena mjerenja. FTIR spektar dobiva se obradom interferograma algoritmom Fourierove
transformacije.>"

——— fiksno
zrcalo

razlagaé

[ y/ A pomicno
> >
/ [ zrealo

izvor
zracenja

detektor

Slika 23. Prikaz glavnih dijelova interferometra
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Prigusena totalna refleksija (eng. Attenuated total reflection, ATR)

ATR tehnika omogucéuje stvaranje mape i dubine profila raspodjele funkcionalnih grupa
preko povrSine ili na udaljenosti od povrSine u masi uzorka.Ova metoda je vrlo osjetljiva za
identifikaciju funkcionalnih grupa i time je mo¢na tehnika za karakterizaciju povrsine.

Uredaj za prigusenu totalnu refleksiju sastoji se od precizno izbrusenog kristala velikog
indeksa loma. Uzorak se stavlja u bliski kontakt s prizmom materijala (germanij, silicij),a
infracrveno zracenje se reflektira od medupovrSine prizma/uzorak; kut ulaska u odnosu na kut
loma definira se Snellovim zakonom (22).

No Sin(6p) = Ny sin(61) (22)

gdje je: ng — indeks loma prizme
6o— kut upada
n; — indeks loma uzorka
6, — kut loma

Reflektivnost medupovrsineprizma/uzorak je potpuna sve dok je kut upadne zrake veci od
kritiénog kuta, kada vise nema putujuéih valova prenesenih kroz uzorak. Bit ove metode je da
opti¢ki rijede sredstvo apsorbira dio reflektiranog zracenja i prigusuje ga.ATR tehnikom
dobivamo pikove na istoj valnoj duljini kao kod IR i FTIR tehnike, ali intenzitet moze biti
drugaciji. Dubina prodiranja direktno je proporcionalna valnoj duljini upadnog zracenja, reda je

veligine 2 mm >

uzorak dubina

¢ prodiranja

I

A
ATR kristal prema detektoru

Slika24. Prikaz ATR kristala

2.6.3. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

SEM (eng. Scanninig electron microscopy) je sofisticirana tehnika koja omogucava
uvid u strukturu povrSine materijala sve do nanometarske razine, uz povecanje do 10°. Velika
razlucivost (oko 10 nm), velika dubina polja pri svim povecanjim i nedestruktivnost su neke od
karakteristika. Uzorci koji se analiziraju moraju biti vodljivi zbog analize sekundarnih
elektrona s povrsine te pazljivo pripremljeni jer je moguce oStecenje povrsine uslijed djelovanja
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elektronskih zraka visoke energije. Nevodljivi uzorci poput organskih moraju se predhodno
prekriti tankim slojem zlata rasprsivanjem ili vakuum uparavanjem.

Pretrazni elektronski mikroskop koristi precizno fokusirani snop elektrona visoke
energije koji se postize pomocu katode (uzarene volframove niti). Elektroni se ubrzavaju na
putu izmedu katode i anode, dalje se fokusiraju i usmjeravaju pomocu magnetskih le¢a na
povrsinu uzorka. Metoda se temelji na identifikaciji sekundarnih elektrona, koji se oslobadaju
od povrsine kod prijelaza elektronske zrake po toCkama povrsine vodljivog uzorka smjestenog
u koloni pod vakuumom. Prilikom sudara s atomskom jezgrom atomi koji grade uzorak,
elektroni iz elektronskog snopa mikroskopa se moze odbiti natrag — elasticno ili povratno
odbijeni elektroni (eng. backscattered electrons). BSE detektor koristi se za proucavanje
razlika u kemijskom sastavu uzoraka, dok je sekundarni detektor pogodan za proucavanje
morfologije uzorka. Slika nastaje kada se sekundarni elektroni emitiraju od podrucja povrsine
uzorka i sakupljaju u supstanci koja apsorbira visoku energiju zracenja. Stvoreni signal koristi
se za kontrolu stvaranja slike na ekranu katodne cijevi pomo¢u modulacije jacine osvjetljenja
zrake u skladu s podacima na ekranu. Na SEM slici moguce je uociti prostorne dubine uzorka
iz rezultata kontrasta od topografije povrSine uzorka.®

elektronski -4—— elekironski top
snop zraka ; A4

7 /TS

SIS ) «4—— Londenzator leca

l

-1— anoda

skenirajuca
zavojnica {

elasti¢no odbijeni

elektroni kb.

podloga ——p»-

video ekran
il

detektor

Slika 25. Shematski prikaz pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM) ¥
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2.7. Toplinske metode

2.7.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

NajceS¢e koriStena metoda koja omogucava mjerenje i karakterizaciju toplinskih
svojstava materijala (polimera, farmaceutskih spojeva, organskih i anorganskih spojeva,
minerala, gline, metala itd.) naziva se diferencijalna pretrazna kalorimetrija. Primjenom ove
metode dobiva se dobar uvid u toplinska svojstva materijala iako zahtjeva minimalnu koli¢inu
uzorka (nekoliko miligrama). Osnovno nacelo rada DSC-a temelji se na zagrijavanju ili
hladenju uzorka i inertnog, referentnog materijala to¢no zadanom brzinom i kontroliranim
uvjetima atmosfere. Tijekom mjerenja nema temperaturne razlike analiziranog i referentnog
uzorka za $to je nuzno dovesti ili odveti odredenu koli¢inu topline (diferencijalna toplina).
Mjeri se razlika dovedene energije analiziranom i referentnom uzorku u ovisnosti o temperaturi
ili vremenu koja je definirana programom. Kako bi se odrzala stalna razlika temperatura
izmedu analiziranog i referentnog uzorka potrebna je odredena koli¢ina topline (dovedena ili
odvedena) koja se zabiljezi kao pik za DSC krivulji, te je ta vrijednostu svakom trenutku
jednaka brzini apsorpcije ili oslobadanja energije u uzorku.

Pomoc¢u diferencijalne pretrazne kalorimetrije mogu se odrediti specifi¢ni toplinski
kapacitet (Cp), promjena specifi¢cnog toplinskog kapaciteta (AC,), fazni prijelaza i njihove
temperature (stakliSte, (Tg), taliSte (Ty), kristaliSte (Tc)), topline faznih prijelaza toplina
kristalizacije (AHc), toplina taljenja (AHy), kao i podaci o kemijskim reakcijama (polimerizaciji,
oksidaciji, razgradnji).*>*

2.7.2. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza je metoda kojom se prati promjena mase uzorka u
ovisnosti o temperaturi i/ili vremenu tijekom kontroliranog zagrijavanja uzorka u uvjetima
kontrolirane atmosfere. Ako se prati promjena mase uzorka u funkciji vremena uz stalnu
temperaturu radi se o izotermalnoj termogravimetriji, ili neizotermalnoj (dinamickoj)
termogravimetriji ukoliko se prati se promjemjena mase u funkciji temperature. Promjena mase
biljzi se pomoc¢u mikrovage. Zagrijavanjem uzorka u termogravimetrijskom analizatoru dolazi
do reakcije razgradnje uzorka pri ¢emu nastaju kruti i plinoviti produkti. Ova analiti¢ka tehnika
daje informacije vezane uz toplinsku postojanost i sastav uzorka, meduprodukata i produkata
razgradnje, a moguce pratiti fizikalnih (sublimacija, hlapljenje, sorpcija) i kemijskih pojava. Iz
termogravimetrijske 1 derivirane termogravimetrijske krivulje moguce je odrediti temperaturu
pocetka razgradnje (Tonset), temperaturu kraja razgradnje (Teng), temperaturu pri maksimalnoj
brzini razgradnje (Tmax), gubitak mase u nekom razgradnom stupnju (Am) te ostatnu masu
uzorka (m).*
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2.8. Mehanicka svojstva

Mehanicka svojstva predstavljaju ponaSanje materijala pod utjecajem nekog oblika
mehani¢kog naprezanja te su vazan kriterij ocjene kvalitete 1 primjenskih svojstava materijala.
Ponasanje materijala pod djelovanjem vanjskog optereéenja ovisi o kemijskoj prirodi
materijala, a zatim i strukturi materijala. Mehanicka svojstva materijala odreduju se brojnim
statiCkim 1 dinami¢kim metodama, a medu najc¢esce primjenjivanim metodama je utvrdivanje
ponasanja materijala u uvjetima naprezanje — deformacija. Rastezno ispitivanje je vazna
metoda ispitivanja utjecaja sile naprezanja na deformaciju i sklonost materijala prema lomu.
Metoda daje uvid u potpuno ponasanje materijala od elasti¢nog istezanja do kona¢nog loma.

Mehanic¢ka svojstva materijala odreduju se na epruvetama (uzorcima) koji moraju
zadovoljiti standardom propisane dimenzije i oblik. PovrSina ispitnog materijala mora biti
dobro obradena bez ogrebotina i tragova obrade, jer pukotine i oStecenja predstavljaju slaba
mjesto u strukturi i dolazi do popustanja — tako dobiveni rezultati ne daju prave vrijednosti. Za
ispitivanje c¢vrstoce koriste se epruvete kruznog, kvadratnog i pravokutnog presjeka koje se
podvrgavaju vlacnom naprezanju na kidalici. Uzorci se podvrgavaju se postepenom porastu
jednoosnog opterecenja sve do njezinog loma pri tome kidalica mora osigurati jednako
prenoSenje sile na epruvetu u uzduznom pravcu uz istovremeno pracenje opterecenja, kao i
izrada dijagrama.

Na slici 26 prikazana je krivulja naprezanje — istezanje te karakteristicna podrucja koja
ovise o vrsti materijala. Naprezanje, o je definirano silom, F koja djeluje na jedinicu popre¢nog
presjeka epruvete, a izrazava se u jedinicama za tlak N/mm? odnosno MPa. Deformacija je
izrazena kao istezanje, ¢ i predstavlja mjeru promjene duljine epruvete, L u odnosu na pocetnu
duljinu epruvete, L, te je bezdimenzijska je veli¢ina. Podruc¢je 1 je podruéje proporcionalnosti
jer je naprezanje proporcionalno s deformacijom, slika 26. To je podru¢je elasticnih —
povrativih deformacija gdje vrijedi Hookov zakon (23). Rastezni modul, Youngov modul ili
modul elasti¢nosti (E) predstavlja konstantu proporcionalnosti materijala.

o=-E¢ (23)

E= (L - Lo)/Lo (24)

Maksimum na krivulji u podru¢ju malih deformacija naziva granica razvlacenja ili vlacna
¢vrsto¢a (eng. yield point). Prijelaz iz linearnog u nelinearno podruéje, plastiénih —
nepovrativih deformacija, gdje se materijal pocinje trajno deformirati, definira o (slika 26,
tocka 2). Podrucje ,,hladnog te¢enja“ (podrucje 2—3) pogodno je za obradu vlaknatih materijala
jer primjenom male sile dolazi do velikog istezanja. Naprezanje potrebno da se uzorak prekine
predstavlja vrijednost prekidne ¢vrstoce (op), dok istezanje kod kojeg se epruveta prekine
predstavlja vrijednost prekidnog istezanja (&).Energija, tj. rad potrebna za kidanje epruvete
predstavlja povrsinu ispod krivulje i ujedno je mjera Zilavosti materijala.>**
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Slika 26. Deformacijska krivulja naprezanje — istezanje uz prikaz tijeka deformacije epruvete



3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

Poli(s-kaprolakton) (PCL)

U ovome radu je koriSten polimer poli(e-kaprolakton), Polycparolactone, Capa 68000,
Perstorp, UK. PCL je linearni poliester visoke molekulske mase, kompatibilan s velikim
brojem termoplasta. Biorazgradivi je polimer i nalazi Siroku primjenu. Fizikalna i mehanic¢ka
svojstava Polycaprolactone, Capa 6800 dana su u tablici 3.

Tablica 3. Fizikalna i mehanicka svojstva poli(e-kaprolaktona), Polycaprolactone, Capa 68000

Fizikalna svojstva

gustoca, MFR, g/10 min e o e o
. om? (160 °C, 5 kg) taliste, °C stakliste, °C
1,145 35 58 - 60 55-60

Mehanicka svojstva

rastezna ¢vrstoca, MPa prekidno istezanje, %
20 800
Péelinji vosak (BW)

U radu je kao komponeta polimerne mjesavine uz pol(e-kaprolakton) koristen i pcelinji
vosak. Domaci nerafinirani pcelinji vosak ima taliste na 62 °C te je prikazan na slici 27. BW je
odabran kao prirodna komponenta specifi¢nih svojstava koja izuzev plastificiraju¢ih, posjeduje
i dezinfekcijska svojstva.

Slika 27. Prikaz granula PCL polimera i listi¢a pcelinjeg voska
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Hankova otopina soli (HBSS)

Za pripravu Hankove otopine soli (eng. Hank's balanced salt solution, HBSS ) koristene su
sljedece kemikalije:

Enzim

Natrijev klorid, p.a. ¢isto¢e, Gram Mol

Kalijjev klorid, p.a. ¢isto¢e, T.T.T. d.o.o.

Kalijev dihidrogenfosfat, p.a. ¢isto¢e, Gram Mol
Natrijev hidrogenfosfat, p.a. Cistoce, Gram Mol
Magnezijev sulfat, p.a. ¢isto¢e, Gram Mol
Kalicijev klorid, p.a.a ¢istoce, Sigma Aldrich
Natrijev hidrogenkarbonat, p.a. ¢istoce, Kemika
Glukoza

Deionizirana voda

U radu su za enzimsku razgradnju koriStena dva enzima lipaze: Candida cylindracea

(Lyophilisat), proizvoda¢a Boehringer Mannheim GmbH, Njemacka i Thermomycels
lanuginosusproizvodaca Sigma Aldrich. Primjenjene lipaze su mikrobioloskog porijekla.

Enzim Candida cylindraceau 9,85 mg sadrzi 5000 U/g (aktivnih jedinica), dok lipaza

Thermomycels lanuginosus sadrzi vise od 100 000 U/g. Lipaza je Thermomycels lanuginosus
tekucina svijetlo Zute boje 1 vrijednosti pH u rasponu od 6,5 do 7,5 u 0,01 g/L. Enzimi su
¢uvani na suhom myjestu pri temperaturi od 2 do 8 °C.

3.2. Priprava PCL/BW mjesavina

PCL/BW mjeSavine razli¢itih sastava pripravljene su mijeSanjem odredene mase

polimera (PCL) 1 pcelinjeg voska (BW) u laboratorijskom uredaju za zamjeSavanje u talini,
tablica 4.

Tablica 4. Potrebna masa PCL-a i BW za Zeljeni sastav PCL/BW mjesavine

Uzorak Sastav m(PCL), g m(BW), ¢
PCL/BW 100/0 40,0 0,0
PCL/BW 70/30 28,0 12,0
PCL/BW 50/50 20,0 20,0
PCL/BW 0/100 0,0 40,0

Brabender gnjetilica, slika 28. se sastoji od dvije povezane komore u kojima dva

gnjetila rotiraju u suprotnom smjeru s uskim meduprostorom uza stijenku. Kod Brabender
gnjetilice vazni parametri su temperatura, brzina i vrijeme umjeSavanja kako bi se dobile
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homogene mjesavine. Temperatura ne smije biti puno viSa od temperature taljenja materijala
jer moze do¢i do toplinske razgradnje uzorka.

PCL/BW mjesavine razli¢itih sastava (100/0, 70/30, 50/50, 0/100) zamjesane su u Brabender
gnjetilici, uz brzinu rotacije gnjetila 60 min™ u vremenu od 5 minuta, slika 28. Pri umjesavanju
navedenih mjesavina klju¢nu ulogu je imala temperatura jer je temperaturno podrucje taljenja
pcelinjeg voska vrlo Siroko. PCL/BW mjesavina sastava 100 % PCL-a pripravljena je pri
temperaturi od 100 °C, dok su mjeSavine PCL/BW sastava 70/30 i 50/50 zamjeSane pri nizoj
temperaturi, 80 °C. Kod mjeSavine bez polimera, odnosno 100 % BW nije proveden proces
zamjesSavanja ve¢ samo proces presanja.

Slika 28. Brabender gnjetilica

Nakon definiranog vremena umjesavanja, 5 minuta, mjeSavina PCL-a i BW-a izvadena je iz
gnjetilice 1 hladena na sobnoj temperaturi. Dobivena talina prebacena je na teflonsku podlogu i
usitnjena rezanjem.

Plo¢ice PCL i PCL/BW mjeSavina pripremljene su preSanjem na hidrauli¢koj presi
Fontune, slika 29. Usitnjeni materijal rasporeden je izmedu dvije metalne plo¢e obloZene
teflonskom folijom i zatim stavljen izmedu zagrijanih plo¢a prese. Plocice za ispitivanja
presane su u kalupu dimenzija 12 x 12 pri temperaturi od 200 °C (PCL) i 80 °C (mjeSavine
PCL/BW razli¢itih sastava), tlaku od 24,5 bar (25 kp/cmz). Mjesavina sa 100 % BW
oblikovana je pri temperaturi od 30 °C 1 tlaku od 24,5 bar. Vrijeme provedbe procesa
oblikovanja polimernih mjesSavina (presanja) je 7 minuta, uz 2 minute predgrijavanja i 5 minuta
preSanja. Nakon toga, preSa je hladena vodom koja prolazi kroz ploCe sustavom cijevi —
provedeno je hladenje pod tlakom do 30 °C, a potom su uzorci izvadeni iz kalupa.
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Slika 29. Hidrauli¢ka presa Fontune

3.3. Priprava Hankove otopine soli (HBSS)

Enzimska razgradnja PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava provedena je u Hankovoj
otopini soli (HBSS) inkubiranjem pri temperaturi od 20 °C. HBSS otopina je izotoni¢na
otopina ¢iji je zadatak odrzavanje pH vrijednosti (~7,0-7,4) i osmotskog tlaka u uzorku.
Otopina soli pripravljena je u odmjernoj tikvici od 1000 mL, a potrebne kemikalije prikazane

su na slici 30. Tocne odvage soli izvagane su na analitickoj vagi te su dane u tablici 5.

Tablica 5. Komponente HBSS otopine

Komponenta masa, mg
Natrijev klorid, NaCl 8000,50
Kalijev klorid, KCI 400,30
Kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO4 60,40
Natrijev hidrogenfosfat, Na,HPO, 48,30

Magnezijev sulfat, MgSO, x 4 H,O 98,10
Kalicijev klorid, CaCl, 140,10
Glukoza, CsH1206 1000,50
Natrijev hidrogenkarbonat, NaHCO3 350,10

Prije dodatka soli u tikvicu uliveno je 90 % trazene ukupne koli¢ine vode. Dodavan je jedan po
jedan sastojak uz mijeSanje bez zagrijavanja, kako bi se sol potpuno otopila i dobila homogena
otopina. Nakon §to su otopljene sve soli dodano je 350 mg/L natrijevog hidrogenkarbonata
(NaHCOs3) i preostala koli¢ina vode.

Svaki tjedan koliko je trajala enzimska razgradnja pripravljena je i promjenjena HBSS otopina
u preostalim boc¢icama s uzorcima.
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Slika 30. Kemikalije za pripravu HBSS otopine

3.4. Postupak enzimatske razgradnje

U tikvicu od 1000 mL pripremljene HBSS otopine dodano je 1,0 mg enzima lipaze
Candida cylindracea prikazane na slici 31.U HBSS otopinu (1000 mL) dodano je 10 mL
enzima lipaze Thermomycels lanuginosua.

Uzorci PCL i PCL/BW mje$avina dimenzija 10 x 120 mm izvagani su na analiti¢koj
vagi i stavljeni u bocice s cepom volumena 50 mL. U svaku bocicu je postavljeno po 5 plocica,
s razmakom od 1 mm izmedu pojedine plo€ice 1 uliveno 50 mL HBSS otopine. Tako
pripravljene bocice s uzorcima i otopinom stavljene su u inkubator na temperaturu od 20 °C.
Na slici 32 prikazane su plo¢ice PCL, BW polimera i PCL/BW mjesavine 50/50 i 70/30 za
enzimsku razgradnju u trajanju od 5 tjedana u lipazi Candida cylindracea.

e
m §

Slika 31. Enzim lipaze Candida cylindracea
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Nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje (168, 336, 504, 840 sati) uzorci su izvadeni iz
otopine, isprani vodom i dezinfekcijskim sredstvom, posuSeni na filtarskom papiru i izvagani
na analitickoj vagi. Uzorci su suseni do stalne mase pri sobnoj temperaturi i zatim je provedena
njihova karakterizacija. Promjena mase, to¢nije postotni gubitak mase izraCunat je prema izrazu
(25).

GM = <. 100 (25)

mg
gdje je: GM- gubitak mase, %
Mo — pocetna masa, g
m¢ — masa nakon vremena t g
Koli¢ina vode koja prodre u uzorak ili apsorbirana koli¢ina vode izrazena u postotku dan je
jednadzbom (26). Prema izrazu (26) apsorbirana voda predstavlja omjer razlike mase mokrog

uzorka 1 uzorka nakon postizanja stalne mase u odredenom vremenu i mase uzorka stalne mase
u vremenu t.

Am, = 2100 (26)

mg

gdje je: Am, — apsorbirana voda, %

m, — masa mokrog uzorka, g
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Slika 32. Bocice s uzorcima PCL, BW i PCL/BW mjeSavina prije
stavljanja u inkubator i inkubator

3.5. Tehnike karakterizacije
3.5.1. Odredivanje povrsinskih svojstava

3.5.1.1. Mjerenje kontaktnog kuta

Mijerenje kontaktnog kuta provedeno je na goniometru DataPhysics OCA 20
Instruments, GmbH, slika 33. Mjerenje kontaktnog kuta provedeno je na plo¢icama PCL i BW s
ispitnim kapljevinama vodom i dijodometanom pri temperaturi od 23 °C i relativnoj vlaznosti 60
%. U tablici 6. su dane vrijednosti disperzijske i polarne komponente slobodne povrsinske
energije te ukupna slobodna povrsinska energija kapljevina prema literaturi.

Slika33. Goniometar DataPhysics OCA 20 Instruments, GmbH
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Prije pocetka mjerenja uzorak se ocisti od nacistoca i masnoc¢a 2-propanolom te postavi
na podesivi stoli¢ za mjerenje. Goniometar posjeduje opticki mikroskop s CDD videokamerom
(rezolucije 768 s 576 piksela) koji je spojen na racunalo te omogucava pracenje uzorka i
kapljice uz veliko povecanje (koristeno 2,5 x). Na ploc¢icu uzorka postavljena je kapljica testne
(ispitne) kapljevine volumena 2 pL pomocu sustava za injektiranje. Vrijednost kontaktnog kuta
koji kapljevina zatvara s krutinom (uzorkom) mjerena je nakon uspostavljanja ravnoteznog
stanja (~10 sekundi). Kontakni kut je mjeren na 5 do 10 razli¢itih mjesta, a iz dobivenih
vrijednosti odredena je prosje¢na vrijednost. Primjenom definirane baze podataka o napetosti
povrsine kapljevina i matematic¢kih modela odredene su vrijednosti povrSinske energije
pojedine komponente.

Tablica 6.Vrijednosti disperzijske i polarne komponente slobodne povrsinske energije i ukupne
slobodne povrsinske energije (prema literaturi)

Slobodna povrinska energija, mJ m™

Kapljevina g 5
Y y Y
voda 21,80 51,00 72,80
dijodometan 50,80 0,00 50,80

Na ploc¢icama c¢istih komponenata i PCL/BW mjesavina nakon razli¢itih vremena enzimske
razgradnje mjeren je kontaktni kut s vodom pri navedenim uvjetima.

3.5.1.2. FTIR-ATR analiza

FTIR spektri PCL polimera i PCL/BW mjesavina snimljeni su pomoc¢u Perkin Elmer
Spectrum One Spectrometer spektrometra koriStenjem Single Reflection ATR System, slika 34.
Uzorci PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava snimljeni su prije i nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje u podru¢ju valnih duljina od 500 do 4000 cm™, pri rezoluciji 4 cm™
akumuliraju¢i rezultat 4 skena.
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Slika 34. FTIR spektrometar, Perkin Elmer Spectrum One Spectrometers ATR sustavom
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3.5.1.3. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija PCL polimera i mjeSavina PCL/BW pra¢ena je pomocu pretraznog
elektronskog mikroskopa (SEM) Tescan Vega 3, Bruker, slika 35.

Slika 35. Pretrazni elektronski mikroskop Tescan Vega 3, Bruker

Povrsina uzoraka prekrivena (naparena) je slojem zlata u uredaju za naparivanje (slika
36) kako bi se postigla vodljivost. Zlatom prekriveni uzorci postavljeni su u komoru za uzorke
gdje je tlak bio10™ Pa. Uzorci PCL i PCL/BW mjesavina snimani su pri naponu od 20 KV i
razli¢itim povecanjima. Povrsina kao i mjesto popustanja (kidanja) PCL polimera, pcelinjeg
voska i PCL/BW mjesavina snimljena je prije i nakon 5, odnosno 2 tjedna enzimske razgradnje.

Slika 36. Uredaj za naparivanje vodljivog sloja zlata i uzorci za naprarivanje
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3.5.2. Odredivanje toplinskih svojstava

3.5.2.1. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Toplinska svojstva PCL i PCL/BW mjesavina odredena su tehnikom diferencijalne
pretrazne kalorimetrije (DSC), na uredaju Mettler Toledo DSC 823e, slika 37. Uzorci mase ~10
mg stavljeni su u aluminijske posudice i hermeticki zatvoreni pomocéu preSe, slika 37.
Pripremljena posudica s uzorkom stavljena je u uredaj. Ispitivanja su provedena u inertnoj struji
N, pri protoku od 50 cm®*min uz hladenje hladnjakom (eng. Intracooler) pri brzini
zagrijavanja/hladenja od 10 °C/min. Mjerenja su provedena u dva ciklusa zagrijavanje —
hladenje u temperaturnom podruc¢ju od -85 do 150 °C.

Prvi ciklus zagrijavanja proveden je kako bi se zaboravila povijest priprave uzorka, u
temperaturnom intervalu od -85 do 80 °C. Toplinska svojstva uzoraka mjerena su prije i nakon
razli¢itih vremena enzimske razgradnje pri istim uvjetima.

Slika 37. Diferencijalni pretrazni kalorimetar Mettler Toledo DSC 823e, presa i aluminijske
posudice

Postotak kristalnosti uzoraka odreden je prema jednadzbi (27), pri ¢emu je kristalnost uzorka
proporcionalna toplini taljenja potpuno kristalnog polimera (100 %), koja za PCL iznosi 142,5
JIg.

AHp,

Xc = AHS (1-w)

(27)

gdje je: Xc — stupanj kristalnosti PCL polimera
AHp, — entalpija (toplina) taljenja

AHy" — entalpija (toplina) taljenja 100 % PCL-a
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3.5.2.2. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Toplinska stabilnost PCI, BW polimera i PCL/BW mjeSavina odredena je primjenom
termogravimetrijske analize na uredaju TA Instruments Q500, slika 38. Pripremljeni uzorci
mase ~ 10-12 mg zagrijavani su u otvorenom platinskom lon¢i¢u u inertnoj atmosferi dusika
(N,) protoka 60 cm*/min. Mjerenja su provedena u temperaturnom podru&ju od 25 do 600 °C,
pri brzini zagrijavanja od 10 °C /min. Promjena toplinske stabilnosti PCL, BW polimera i
PCL/BW mjeSavina praéena je prije i nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje.

Slika 38. Termogravimetrijski uredaj TA Instruments Q500 i platinski lon¢i¢

3.5.3. Odredivanje mehanickih svojstava

Mehanicka svojstva PCL polimera i BW-a te PCL/BW mjeSavina ispitana Su na uredaju
za mehanicka ispitivanja Zwick1445. Na slici 39. je prikazana mehanicka kidalica Zwick1445.
Mjerena su mehani¢ka svojstva PCL, BW polimera i PCL/BW mjeSavina prije i nakon
odredenog vremena enzimske razgradnje. Mjerenje je provedeno pri brzini rastezanja uzoraka
50 mm/min i razmaku celjusti kidalice 50 mm. Prilikom mjerenja vaznu ulogu imala je
temperatura, te su sva mjerenja provedena pri 20 °C.

Slika 39. Mehanic¢ka kidalica Zwick1445
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Utjecaj enzima lipaze na promjenu mase

4.1.1. Promjena mase tijekom 2 tjedna

S ciljem utvrdivanja djelovanja enzima lipaze na mjesavine PCL polimera 1 pCelinjeg
voska (BW) razli¢itog sastava pra¢ena je promjena mase tijekom 5 tjedana u otopini enzima
lipaze Candida cylindracea i druga serija 2 tjedna u otopini Thermomycels lanuginosus lipaze.
U odredenom vremenskom intervalu (168, 336, 504, 672, 840 sati) uzorci su izvadeni iz
Hankove puferirane otopine soli (HBSS), isprani destiliranom vodom i izvagani. Uzorci su
suSeni do stalne mase na sobnoj temepraturi u trajanju od 7 dana, a potom su izvagani.
Promjena mase odredena je na osnovi razlike mase prije i nakon odredenog vremena enzimske
razgradnje.

Na slici 40. prikazana je koli¢ina vode koju su PCL/BW mjeSavine odredenog sastava
apsorbirale tijekom odredenog vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini. Prodor vode
stvara negativni gradijent koncentracije vode od povrSine uzorka prema unutraSnjosti
materijala. No, ovakav predznak gradijenta koncentracije nestaje za par sati ili dana ovisno o
temperaturi, debljini ili hidrofobnosti materijala.
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Slika 40. Ovisnost apsorbirane vode PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava o vremenu
enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea

Vrijednosti apsorbirane vode izrazene u postotku dobivene se prema jednadzbi (27).
Vidljivo je da Cista komponenta PCL kao i PCL/BW mjeSavina 70/30 upija vecu koli¢inu vode
tijekom 2 tjedna (336 sati) enzimske razgradnje. MjeSavina PCL/BW 50/50 pokazuje nesto
manju vrijednost apsorbirane vode nakon 2 tjedna enzimske razgradnje. Najve¢u promjenu
vrijednosti apsorbirane vode u vremenskom intervalu od 2 tjedana pokazuje ¢ista komponenta
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BW. Vrijednost apsorbirane vode nakon 336 sati u odnosu na 168 sati razgradnje u HBSS
otopini lipaze Candida cylindracea povecala se za 9,3 puta. PCL polimer izlozen starenju u
otopini enzima lipaze Thermomycels lanuginosus tijekom 2 tjedna, pokazuje vrijednost
apsorbirane vode 7,5 % $to je 18 puta vecéa koli¢ina u odnosu na PCL u otopini lipaze Candida
cylindracea. Koli¢ina vode koju uzorak BW-a upije je priblizno jednaka u obje primjenjene
otopine lipaze te iznosi oko 0,2 %. BW nakon 2 tjedna enzimske razgradnje pokazuje promjenu
mase od svega 0,5 %, $to je 15 % veca promjena mase (brzina razgradnje) istog uzorka
tretiranog lipazom Candida cylindracea. Izrazita hidrofobnost pcelinjeg voska onemogucava
brzu difuziju molekula vode u unutrasnjost materijala i proces razgradnje.
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Slika 41. Ovisnost apsorbirane vode PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava o vremenu
enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Thermomycels lanuginosus

Na slikama 42. i 43. prikazan je postotni gubitak mase (GM) PCL i PCL/BW mjesavina
razli¢itog sastava u ovisnosti 0 vremenu razgradnje (168, 336 sati) u Hankokoj puferiranoj
otopini soli uslijed djelovanja enzima lipaze Candida cylindracea i lipaze Thermomycels
lanuginosus.

Iz grafickog prikaza je vidljivo da u HBSS otopini s lipazom Candida cylindracea
tijekom 2 tjedana dolazi do neznatnog gubitka mase PCL i PCL/BW mjeSavina. lako mala,
promjena mase ukazuje na kataliticku aktivnost primjenjenog enzima lipaze na PCL i BW.
Budu¢i da je enzimska razgradnja provedena pri 20 °C, najveca i1 optimalna aktivnost enzima
(pri 25 °C) je nesto niza Sto ima za posljedicu smanjenu brzinu razgradnje uzoraka.

Na brzinu razgradnje, odnosno sposobnost prodiranja vode u materijal utjeCu stupanj
kristalnosti i kemijski sastav materijala te medij u kojem se uzorak nalazi. Brzina enzimske
razgradnje ¢istog PCL polimera u odnosu na ¢isti pcelinji vosak nakon 2 tjedna je brza za 2,3
puta. Promjena mase PCL-a u usporedbi s BW, nakon 336 sati u HBSS otopini enzima lipaze
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Candida cylindracea, je 45 % veca. Brzina razgradnje Cistih komponenata PCL i BW u lipazi

Thermomycels lanuginosus je znacajno veéa nego u otopini lipaze Candida cylindracea, sto je
prikazano na slikama 42. i 43.

Postotni gubitak mase za PCL i PCL/BW mjeSavine 50/50 raste, dok se za mjesavinu s
veé¢im udjelom PCL polimera (70 %) i pcelinji vosak (BW) smanjuje nakon 168 sati enzimske

razgradnje. Najvece vrijednosti promjene mase uocavaju se kod PCL/BW mjeSavine sastava
50/50 u HBSS otopini s lipazom Candida cylindracea.

GM, %

o
=)
N

Slika 42. Gubitak mase PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava tijekom 2 tjedna u HBSS otopini
enzima lipaze Candida cylindracea

Na slici 43. prikazan je postotni gubitak mase PCL/BW mjesavina razliCitog sastava
nakon 168 i 336 sati razgradnje u HBSS otopini lipaze Thermomycels lanuginosus. Nakon 336
sati razgradnje uslijed djelovanja ove lipaze moze se uociti znacajna promjena mase kod svih
istrazivanih uzoraka. Brzina razgradnje kontinuirano raste kroz 2 tjedna enzimske razgradnje, a
najveca promjena mase dobivena je za PCL polimer. Promjena mase PCL-a nakon 336 sati
iznosi oko 3,5 %, dok je vrijednost promjene mase ¢istog BW-a0,5 %.

Brzina razgradnje pceljinjeg voska mala, 7 puta manja od razgradnje PCL-a. Uzimajuci
u obzir slozen sastav i kristalnu strukturu pcelinjeg voska (BW) te izrazitu hidrofobnost mala
brzina razgradnje je ocCekivana. Ako usporedujemo promjenu mase (brzinu razgradnje) Cistih
komponenata uslijed djelovanja enzima lipaze Candida cylindracea, razgradnja polimera i
pcelinjeg voska veca je za 44, to jest 6 puta u HBSS otopini s lipazom Thermomycels
lanuginosus. PCL/BW mjeSavine pokazuju znatno manju promjenu mase u otopini lipaze
Candida cylindracea. Najve¢u promjenu mase pokazuje PCL potom slijedi mjesavina s vec¢im
udjelom PCL polimera.Velike razlike u dobivenim vrijednostima obje primjenjene lipaze u
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istom vremenkom intervalu, posljedica su velike aktivnosti enzima lipaze Thermomycels
lanuginosus.

Slika 43. Gubitak mase PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava tijekom 2 tjedna u HBSS otopini
enzima lipaze Thermomycels lanuginosus

4.1.2. Promjena mase tijekom 5 tjedana

Enzimska razgradnja PCL, BW polimera i PCL/BW mjeSavina pracena je tijekom 5
tjedana. Svaki tjedan, koliko je trajala enzimska razgradnja, biljeZena je masa mokrih plocica
PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava te masa istih nakon postizanja stalne mase.

Na slici 44. prikazana je kolic¢ina vode koju je pojedina PCL/BW mjesSavina apsorbirala
u ovisnosti o vremenu enzimske razgradnje.

Iz rezultata je vidljivo da koli¢ina apsorbirane vode raste tijekom vremena enzimske
razgradnje (672 h), a daljnje izlaganje tijekom 2 tjedna ne rezultira povecanjem prodora vode u
unutrasnjost uzoraka. Najveéu vrijednost apsorbirane vode tijekom 5 tjedana enzimske
razgradnje pokazala je mjesavina PCL/BW sastava 70/30, dok je najmanja vrijednost dobivena
za Cistu komponentu pcelinji vosak (BW).

Tijekom 672 sata (3 tjedna) enzimske razgradnje uocCava se kontinuirani rast
apsorbirane vode u funkciji vremena. PCL/BW mjesavina 50/50 tijekom 672 sata razgradnje u
HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea pokazala je najvecu vrijednost apsorbirane
vode koja iznosi 1,23 %, potom slijedi mjesavina PCL/BW sastava 70/30 i PCL s 1,17 % tj.
1,79 % apsorbirane vode. Kontinurano snizenje prodora vode u unutrasnjost ispitnih plocica
vidljiv je nakon 672 sata razgradnje, slika 44. Kod cistih komponenata PCL i BW polimera te
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PCL/BW mjesavina razliitog sastava nakon 672 sata uoCava se znaCajan pad vrijednosti
apsorbirane vode za 50 % u odnosu na vrijeme razgradnje od 504 sata. Daljnji pada prodora
voda vidljiv je i nakon 840 sati enzimske razgradnje.
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Slika 44. Ovisnost apsorbirane vode PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava o vremenu
enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea

Na slici 45. prikazan je postotni gubitak mase PCL/BW mjesavine razli¢itog sastava u
funkciji vremena razgradnje u HBSS otopini Candida cylindracea.

Na osnovi rezultata promjene mase tijekom 5 tjedana enzimske razgradnje vidljiv je
diskontinuirani slijed razgradnje. Uocava se znacajniji porast promjene mase nakon prvog
tjedna razgradnje te se predpostavlja da je razlog tomu lakSa razgradnja zbog ve¢ narusSene
strukture. Na osnovi dobivenih rezultata vidljiv je kontinurani gubitak mase kod PCL polimera
te PCL/BW mijesavine 50/50, kroz 672 sata razgradnje. Cista komponeta BW te mje$avina s
ve¢éim udjelom PCL polimera pokazuju vete promjene gubitka mase tijekom 3 tjedna
razgradnje.

U 4 tjednu enzimke razgradnje vidljivo je sniZenje vrijednosti promjene mase Sto se
moze Objasniti smanjenjem aktivnosti enzima lipaze. Usporedbom vrijednosti gubitka mase
¢istih komponenata 1 njihovih mjeSavina uocava se veéi gubitak mase, odnosno manja brzina
razgradnja kod PCL/BW mjeSavina §to je rezultat preferiranog smjestanja BW faze na povrsini.

Postotna promjena mase kroz 840 sati enzimske razgradnje u lipazi je relativno malena,
no nije zanemariva. Vrijednost promjene mase nakon 840 sati razgradnje u prisutnosti enzima
lipaze iznosi oko 3,5 % za PCL i 1,1 % za BW. lako je brzina razgradnje relativno mala, o¢ito
je da PCL polimer znacajno doprinosi promjeni brzine razgradnje PCL/BW mjeSavina.
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Najznacajnija promjena mase uocljiva je kod PCL-a i PCL/BW mjeSavine sastava 70/30.

Enzim lipaze uspjesno razgraduje ¢iste komponente PCL i BW kao i njihove mjeSavine.
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Slika 45. Gubitak mase PCL/BW mjesavina razli¢itoga sastava nakon 5 tjedana enzimske
razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea

Brza razgradnja ukazuje na povecanje hidrofilnosti uzorka, odnosno otopina enzima
lipaze lakSe prodire kroz Citav presjek uzorka. Kod PCL polimera hidrofilne molekule enzima
tesko prodiru u unutrasnjost hidrofobnog polimernog uzorka pa se razgradnja uglavnom odvija
na povrsini mehanizmom povrSinske erozije. Porast brzine razgradnje vidljiv je kod svih

uzoraka nakon 3 tjedana u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea, a potom brzina
razgradnje je u blagom opadanju, slika 45.

Ispitne plo¢ice PCL, BW polimera i PCL/BW mjeSavina starene u otopini enzima lipaze
Candida cylindracea, nakon 5 tjedana enzimske razgradnje prikazane su na slici 46.
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Slika 46. Plo¢ica PCL, BW i PCL/BW mjesavina nakon 5 tjedana enzimske razgradnje

4.2. Karakterizacija povrsine

4.2.1. Slobodna energija povrSine i parametri adhezije PCL i PCL/BW
MmjeSavina

Procjena adhezije na medupovrsini komponenta 1 / komponeta 2, u ovome sluéaju
PCL/BW, jest prora¢un parametara adhezije binarnih sustava: slobodne medupovrsinske
energije (v12), termodinami¢kog rada adhezije (W1,) i koeficijenta razlijevanja (Si2). Brojni
¢imbenici utjeCu na svojstva viSefaznih sustava, od Kkojih i prisutnost interakcija na
medupovrsini dvaju komponenata. Tijekom promatranja visefaznih sustava od izuzetne
vaznosti su veli¢ina povrSine kontakta, jednolikost raspodjele ¢estica i morfologija mjeSavine.

4.2.2. Mjerenje kontaktnog kuta vodom i dijodometanom

Slobodna energija povrSine komponenata istrazivanih mjeSavina odredena je mjerenjem
kontaktnog kuta ispitnim kapljevinama vodom 1 dijodometanom na ispitnoj ploc¢ici. Dobiveni
podaci su aritmeticka sredina provedenih 5 do 10 mjerenja. Mjerenja su provedena na
goniometru, a kao ispitne kapljevine koristene su redestilirana voda i dijodometan. U tablici 7
dane su vrijednosti kontaktnog kuta ¢istih komponenata poli(e-kaprolaktona) (PCL) i pcelinjeg
voska (BW) te njihovih mjesavina.
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Tablica 7. Vrijednosti kontaktnog kuta za Ciste komponete PCL, BW polimera i PCL/BW
mjesavina mjerene ispitnim kapljevinama vodom i dijodometanom

Kontaktni kut /°

Uzorak voda dijodometan
PCllaé%W 78,1 £0,5 41,5+0,5
POUBW 9g2u05 576409
PCS:CI;//;)W 102,8 £ 0,7 56,4 +£0,5
P%/I_ll()%w 105,0£ 1,0 52,8+ 1,0

Na temelju eksperimentalno dobivenih vrijednosti kontaktnog kuta vidljivo je da znatno
vece vrijednosti kontaknog kuta, s obje ispitne kapljevine, pokazuje pceljinji vosak. Nize
vrijednosti kontaktnog kuta kod PCL polimera ukazuju na znacajnija medudjelovanja na
medupovrsini s ispitnim kapljevinama. Visoke vrijednosti kontaknog kuta vode na PCL i BW
povrsini govore o hidrofobnosti komponenata.

Vrijednosti kontaktnog kuta PCL/BW mjesavina sastava 70/30 i 50/50 su vece u odnosu
na vrijednost kontaktnog kuta cistog PCL polimera. Visoke vrijednosti kontaktnog kuta
mjesavina PCL i BW s vodom ukazuju na visoku hidrofobnost povrs$ina, §to ima za posljedicu
nisku polarnost, to¢nije nisku vrijednost polarne komponente energije povrsine.

c) d)
Slika 47. Kapljice vode na povrsini PCL (a) i BW polimera (b, ¢) , | prikaz ispitne ploc¢ice
PCL/BW mjesavine 50/50 (d)

Dobivene eksperimentalne vrijednosti kontaktnog kuta s navedenim ispitnim
kapljevinama posluZile su za proraun povrsinske energije pojedine komponente, tj. PCL-a i
BW-a. Za proracun slobodne povrsinske energije koristeni su dvoparametarski modeli, Owens-
Wendtov 1 Wuov model. Vrijednost ukupne slobodne energije povrSine predstavlja
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geometrijsku sredinu disperzijske i polarne komponente energije povrSine prema Owens-
Wendtovom modelu odnosno harmonijske sredine prema Wuovom modelu, tablica 8.

Tablica 8.Vrijednosti disperzijske i polarne komponente slobodne povrSinske energije i ukupne
slobodne povrsinske energije mjesavina PCL polimera i pcelinjig voska(BW)prema Owens-
Wendt i Wu modelu

Slobodna povr3inska energija, mJ m™

Uzorak Owens-Wendt Wu

v 1 Y Y Y Y
PCllaé%W 38,83 4,29 43,12 39,45 9,35 48,80
POUBW 2994 063 3057 | 3165 284 3449
P(;IO_//;BOW 30,63 0,12 30,76 32,24 1,20 33,44
P%h/(%w 32,71 0,00 32,71 32,59 0,44 33,03

Vrijednosti slobodne povrSinske energije dobivene primjenom Owens-Wendtova
modela nize su od vrijednosti dobivenih primjenom Wuova modela, tablica 8. Dobivene
vrijednosti slobodne povrSinske energije prema oba modela, niske su §to je karakteristicno za
polimere, ne samo za PCL ve¢ i za BW. Niska vrijednost energije povrsine za pcelinji vosak
(BW) posljedica je prisutnosti kratkih nepolarnih ugljikovodi¢nih lanaca, ¢ine¢i izrazito
kompleksnu i hidrofobnu prirodu materijala. PCL polimer karakterizira niska vrijednost
polarne komponente slobodne povrsinske energije Sto je posljedica kemijske strukture, to jest
prisutnosti nepolarnih skupina u lancu polimerne molekule. Kod BW vrijednost disperzijske
komponente povrsinske energije je manja od vrijednosti disperzijske komponente energije
povrsine za PCL polimer, dok vrijednost polarne komponente slobodne povrsinske energije
iznosi 0.

Kao i za cCiste komponente, mjeSavine pokazuju znatno niZe vrijednosti slobodne
povrsinske energije primjenom Owens-Wendtova modela od vrijednosti slobodne povrSinske
energije dobivene Wuovim modelom, tablica 8. Vrijednosti polarne komponente slobodne
energije povrSine kod mjesavina PCL 1 BW se jako smanjuju u odnosu na ¢isti PCL polimer.
Mozemo zakljuciti da se dodatkom i male koli¢ine pcelinjeg voska PCL polimeru, znacajno
povecava hidrofobnost povrsine mjeSavina PCL/BW, odnsno njihova polarnost se smanjuje.
Vrijednosti ukupne slobodne energije povrSine za mjeSavine PCL/BW su niZe ili viSe od
vrijednosti ukupne slobodne energije povrsine za PCL ili BW.

Poznavanje jakosti interakcija na medupovrsini jedan je od bitnih ¢imbenika koji utece
na svojstva mjeSavina. Kako bi se procijenile interakcije odnosno adhezija izmedu faza
mjeSavine proveden je poracun parametara adhezije binarnog sustava PCL/BW.

Termodinamicki parametri adhezije su slobodna energija medupovrSine (ys.),
termodimanicki rad adhezije (W) 1 koeficijent razlijevanja (S). Prora¢un parametara adhezije
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za binarni sustav PCL/BW temelji se na poznavanju vrijednosti povrSinskih energija
komponenata sustava proracunatih prema Owens-Wendtovom i Wuovom modelu.
Termodinamicki parametri adhezije mjesavine PCL/BW izraCunati prema navedenim
dvoparametarskim modelima dani su u tablici 9.

Tablica 9. Vrijednosti parametara adhezje medupovrsinske slobodne energije povrSine ysi,
termodinamicki rad adhezije Wa 1 koeficijent kvasenja S mjeSavine PCL/BW

Par Owens-Wendt model Wu model
komponenata W W
m'egavine YSL) A YSLa A
) mJ m™ mJ m™ S mJ m™ mJm S
PCL/BW 4,55 71,28 5,86 8,76 73,07 7,01

Poznavanje vrijednosti parametara adhezije omogucava procjenu medudjelovanja na
medupovrsini. Optimalna adhezija se postize ukoliko je zadovoljen uvijet minimalne slobodne
energije medupovrsine, maksimalnog termodinamickog rada adhezije i vrijednosti koeficijenta
razlijevanja veceg od nule.

Vidljivo je da se vrijednosti termodinamickih parametara adhezije prora¢unatih prema
Owens-Wendtovom i Wuovom modelu razlikuju.Veée vrijednosti parametara adhezije prema
modelu harmonijske sredine proizlaze i1z vecih vrijednosti slobodne energije povrSine
komponenata mjeSavine. Slobodna energija medupovrSine je manja §to je adhezija izmedu
komponenata veca. Znacajna adhezija se ocekuje ukoliko medupovrSinska energija tezi nuli.
Stoga, niska vrijednost slobodne medupovrsinske energije (ysi) mjeSavine polimera i pelinjeg
voska ukazuje na prisutnost interakcija na medupovrs$ini PCL/BW. Pozitivne vrijednosti (vece
od 0) koeficijenta razlijevanja zna¢e dobro vlazenje povrSine PCL faze BW fazom.

4.2.3. Kontaktni kut s vodom — nakon enzimske razgradnje

Karakteristike povrSine mjeSavina PCL 1 BW razli¢itog sastava prije i nakon razlicitih
vremena razgradnje u Hankovoj puferiranoj otopini soli s enzimom lipazom odredene su
mjerenjem kontaktnog kuta. Kontaktni kut mjeren je s vodom kao ispitnom kapljevinom
poznate vrijednosti slobodne energije povrSine. Odredivanjem vrijednosti kontaktnog kuta
¢istih komponenata poli(e-kaprolaktona) i pcelinjeg voska te njihovih mjeSavina s ispitnom
kapljevinom vodom pra¢ena je promjena hidrofilnosti povrSine PCL polimera 1 mjesSavina
PCL/BW prije i nakon enzimske razgradnje.

Rezultati mjerenja kontaktnog kuta s vodom na povrsini Cistih komponenata PCL-a i
BW-a prije i nakon odredenog vremena enzimske razgradnje dani su u tablici 10.
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Tablica 10. Vrijednosti kontaktnog kuta PCL i BW mjerenih ispitnom kapljevinom vodom
prije i nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida
cylindracea i lipaze Thermomycels lanuginosus

Vrijeme Kontaktni kut /°
Enzim Uzorak razgradnje,
sati voda
PCL 0 78,1 +0,5
BW 0 105,0+ 1,0
PCL 168 81,3+ 0,6
PCL 336 88,0 + 0,9
g PCL 504 84,7+ 0,4
£ PCL 672 80,8 + 0,9
NZ PCL 840 78,00 + 1,4
s BW 168 106,8 + 0,6
= BW 336 121,4+1,0
S BW 504 119,3 +0,4
BW 672 112,5+0,7
BW 840 102,5+1,1
v PCL 168 111,8+0,9
33
528 PCL 336 90,0 £ 1,7
2285
JE 2 BW 168 124,1+1,0
&
- BW 336 113,3+1,0

Vrijednosti kontaktnog kuta s vodom na povr§ini PCL polimera prije enzimske
razgradnje iznosi 78,1° $to ukazuje na hidrofobnost povrSine polimera. Izazito hidrofoban
karakter pokazuje druga komponenta, pcelinji vosak (BW), ¢iji kontaktni kut s vodom iznosi
105,0°. Hidrofobnost PCL polimera i BW je posljedica njihove kemijske strukture. Kod PCL
polimera monomerne jedinice polimerne molekule sastoje se od pet —CH, skupina koje su
hidrofobne prirode. Pceljinji vosak je sloZzena smjesa zasi¢enih i nezasi¢enih linearnih
ugljikovodika koji su uzrok niske polaranosti tj. hidrofobnosti materijala. Razli¢ite povrSinske
karakteristike PCL 1 BW uvjetovanih hidrolitickom razgradnjom prikazani su na slici 48.
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Slika 48. Ovisnost kontaktnog kuta s vodom o vremena hidroliticke razgradnje PCL/BW
mjesavina razli¢itog sastava u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea nakon: a) 168
h, b) 336 h, ¢) 504 h, d) 672 h, d) 840 h

Vrijednosti kontaktnog kuta s vodom na povrsini PCL polimera povecavanju se nakon
prvog i drugog tjedna (168 i 336 sati) enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida
cylindracea. Moze se predpostaviti da je povecanje vrijednosti kontaktnog kuta s vodom na
povrsini PCL polimera posljedica nastale poroznije strukture na povrsini. Takoder, mozZe se

zakljuciti da se razgradnja uslijed djelovanja lipaze na PCL polimer i BW odvija mehanizmom
povrsinske erozije.

Mjerenje kontaktnog kuta s vodom na povrsini PCL i BW provedeno je prije i nakon
odredenog vremena enzimske razgradnje u otopini lipaze, tablica 10. Vrijednosti kontaktnog
kuta ¢istih komponenata nakon 168 i 336 sati razgradnje upucuju na velike vrijednosti kuta, $to
je posljedica djelovanja enzima, odnosno narusene strukture uzorka. Usporednom vrijednosti
kontaktnog kuta s vodom navedenih uzorka u istom vremenskom intervalu (2 tjedna) u otopini
lipaze Candida cylindracea i lipaze Thermomycels lanuginosus, uocavaju se velike razlike u
vrijednostima. Tako dobivene vrijednosti govore o aktivnosti 1 uspjeSnom djelovanju enzima na
razgradnju PCL i BW komponente. Dakle, mehanizam razgradnje PCL i BW te mjesavina
PCL/BW odvija se mehanizmom povrSinske erozije Sto je potvrdeno djelovanjem lipaze
Thermomycels lanuginosus znatno vece aktivnosti, u kratem vremenskom intervalu.

Daljnjim djelovanjem enzima lipaze na PCL polimer vidljivo je smanjenje vrijednosti
kontaktnog kuta §to rezultira hidrofilnijom povr$inom. Na temelju FTIR-ATR analize povrSine
PCL polimera nakon 504 sata enzimske razgradnjenije utvrdena prisutnost —OH skupina, veé
prisutnost amino skupina. Na temelju navedenog moze se predpostaviti da je povecanje
hidrofilnosti uzorka posljedica adsorpcije enzima na povrSinu s obzirom da jedino enzim lipaze
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sadrzi amino skupine u istrazivanom sustavu. Vrijednost kontaktnog kuta PCL polimera nakon
5 tjedana enzimske razgradnje postize vrijednost kontaktnog kuta gotovo jednaku kao i prije
pocetka razgradnje.

Rezultati mjerenja kontaktnog kuta s vodom na povrsini BW-a dani su tablici 10., iz
kojih je vidljiv porast vrijednosti kontaktnog kuta nakon 168 i 336 sati enzimske razgradnje u
HBSS otopini lipaze. Hidrofobnost uzorka BW nakon odgovaraju¢eg vremena razgradnje
znacajnije se smanjila pa se moze predpostaviti da je kod duljeg vremena enzimske razgradnje
nastala poroznija struktura na povrSini. PovrSina uzorka analizirana je infracrvenom
spektroskopijom kojom je utvrdena prisutnost —-NH skupina na povrSini BW uzorka koja
doprinosi povecanju hidrofilnosti uzorka. Povecanje hidrofilnosti povrsine BW posljedica je i
adsorpcije enzima na povrSinu uzorka $to je utvrdeno analizom povrsine FTIR-ATR metodom.

Tablica 11. Vrijednosti kontaktnog kuta PCL i BW mjeSavina mjerenih ispitnom kapljevinom
vodom prije i nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida
cylindracea i lipaze Thermomycels lanuginosua

_ Uzorak Vrijeme Kontaktni kut /°
Enzim PCL/BW razgsr;?nje, voda
70/30 0 98,2+ 0,5
| 50/50 0 102,84 0.7
70/30 168 101,2 0,3
70/30 336 106,5+ 0,5
8 70/30 504 102,0 + 0,9
= 70/30 672 99,3+ 0,6
N= 70/30 840 97,4+ 1,0
%§ 50/50 168 1053 £ 1,1
5 50/50 336 107,4 0,3
S 50/50 504 103,2 + 0,4
50/50 672 102,6 + 0,8
50/50 840 100,3 + 1,4
“ 70/30 168 102,7+0,5
< 82
528 70/30 336 101,5 + 1,1
2 2o
S55e 50/50 168 105,5 + 0,2
. 50/50 336 104,8 + 0,7

Vrijednosti kontaktnog kuta s vodom na povrsini PCL/BW mjesavina tijekom enzimske
razgradnje lipazom povecavaju se nakon 1. i 2. tjedna te se postupno smanjuju s duljim
vremenom enzimske razgradnje, tablica 11. Razgradnja mjeSavina u HBSS otopini lipaze
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rezultira manje hidrofobnom povrsinom. Dodatkom péelinjeg voska (BW) PCL polimeru
znacajno se smanjuje vlazenje i povecava kontaktni kut. Vrijednost kontaktnog kuta s vodom
na povrsini ¢istog PCL polimera prije razgradnje iznosi 78,1° te dodatkom 30 % BW vrijednost
kontaktnog kuta mjesavine PCL i BW sastava 70/30 iznosi 98,2°, §to ukazuje na hidrofobnost
povrsine tj. nisku energiju povrsine i1 preferirano smjestanje BW faze na povrSini.

Hidrofilnost uzoraka PCL/BW mjeSavina nakon enzimske razgradnje se povecala §to je
vidljivo iz smanjenja vrijednosti kontaktnog kuta. Znacajna promjena povrSinskih
karakteristika najuocljivija je kod PCL/BW mjeSavine sastava 50/50, kod koje osim znacajnog
smanjenja vrijednosti kontaktnog kuta tijekom vremena enzimske razgradnje, najizrazajnija je i
hrapavost povrsine. Tijekom mjerenja kontaktnog kuta primjeéen je prodor kapljice vode u
poroznu strukturu mjeSavine Sto je posljedica nehomogne razgradnje mjesavine. Brzina
razgradnje PCL i BW faze mjeSavine ne odvija se jednakom brzinom §to je rezultiralo
nastajanjem Supljine na mjestu gdje se nalazila PCL faza.

4.2.4. Rezultati FTIR-ATR analize

Primjenom FTIR-ATR spektoskopije prac¢ene su strukturne promjene PCL polimera i
BW te njihovih mjeSavina u omjeru PCL/BW 70/30 1 50/50 tijekom 5 tjedana enzimske
razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea. Takoder, pracene su promjene
u strukturi navedenih uzoraka kroz 2 tjedna razgradnje u HBSS otopini lipaze Thermomycels
lanuginosus. Promjene u strukturi polimera poli(e-kaprolaktona) i pcelinjeg voska i njihovih
mjesavina odredene su prije i nakon odredenog vremena enzimske razgradnje.

Na slici 49 .prikazan je usporedini FTIR-ATR spektar ¢istih komponenata PCL (0) i
BW (0) prije enzimske razgradnje. Usporedni FTIR-ATR spektni PCL polimera i BW te
mjeSavina PCL 1 BW prije i nakon 168, 336, 504, 672 i 840 sati enzimske razgradnje u HBSS
otopini prikazani su na slikama 50-54. Potrebno je napomenuti da dubina prodora infracrvene
svjetlosti u uzorak ovisi o refrakcijskom indeksu uzorka i da se obi¢no krece od 0,5 do 2,0 um,
odnosno da se ovdje izneseni rezultati odnose na spektroskopske analizu povrsine do dubine od
2,0 pm.

100

80 —

60 —

transmitancija T, %

40

20 ——PCL-0
—BW-0

0 — 77T
3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600
valni broj v, cm’

Slika 49. FTIR-ATR spektr PCL polimera i péelinjeg voska (BW) prije enzimske razgradnje
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Na spektru PCL polimera prije izlaganja djelovanju enzima vidljive su karakteristi¢ne
apsorpcijske vrpce dugackih alkilnih lanaca u podrugju 2950 cm™, 2916 cm™, 2857 cm™, 1475
cm™ i 715 cm™. Navedeni valni brojevi odgovaraju vibracijama CH, istezanja.

Na spektru BW uocavaju se apsorpcijske vrpce u podrucju 2916 cm™, 2848 cm™, 1463
cm™ i 719 cm™ koje su rezultat asimetri¢nih i simetri¢nih vibracija istezanja CH, skupina u
linearnim ugljikovodi¢nim lancima p&elinjeg voska. Intenzivnost u podrudju oko 2916 cm™ je
znatno izrazenija kod BW u odnosu na PCL polimer, dok pri nizim vrijednostima valnih
brojeva apsorpcijkse vrpce PCL polimera su izraZenije i razdvojenije. Rezultat preklapanja
apsorpcijskih vrpci kod BW je posljedica iznimno slozene kemijske strukture uzorka.

Apsorpcijska vrpca PCL polimera najveée intenzivnosti je vrpca na 1720 cm™, koja
odgovara karbonilnoj skupini, slika 50. Karbonilna skupina PCL polimera se sastoji od dvije
razdvojene vrpce koje se preklapaju, i njena intenzivnost je najizrazenija. Kod PCL polimera,
pri vrijednosti valnog broja 1737 cm™ smjestena je relativno Siroka, a ostrija i intenzivnija
vrpca karbonilne skupine smjestena je na 1724cm™. Prema literatuti valni broj 1737 cm™ i 1724
cm™ pripisuje se amorfnim i pravilnim kristalnim podru¢jima polimera. Zbog manjeg stupnja
sredenosti, amorfna vrpca je relativno Siroka i karbonilna skupina se moze smjestiti u amorfnoj
fazi. U kristalnj fazi zbog veceg stupnja sredenosti, manja je mogucnost smjestanja karbonilne
skupine 1 zato se uocava ostriji pik. Razlog veceg stupnja sredenosti strukture u kristalnoj fazi
jesu i djelovanja intermolekularnih i intramolekularnih sila. Posljedica pomicanja vrpci prema
nizim vrijednostima valnih brojeva je rezultat djelovanja sila koje utjeCu na dipolni moment
karboksilnih skupina vezanih za kristalne lamele. %3

Budu¢i da je pcelinji vosak sloZena smjesa zasienih 1 nezasi¢eih ugljikovodika,
sloZzenih monoestera, slobodnih masnih kiselina i slobodnih alkohola postojanje preklapanja
apsorpcijskih vrpci je neizbjezno, stoga su izdvojene samo najznacajnije. Kod pcelinjeg voska
osim dominantnih alifatskih ugljikovodika (2916, 2848, 1463, 719 cm™), najznacajnije
apsorpcijske vrpce su pri vrijednosti 1736 cm™, 1260 cm™ i 1162 cm™. Prema literaturi te
eksperimentalno dobivenoj vrijednosti 1736 cm™pripisuje se vibracijskoj komponeti (C=0)
istezanja odnosno esterima aromatske karboksilne kiseline s alkoholima, 1260 cm™ vibracijama
C-O-C' istezanja u molekulama etera, dok se alifatski ugljikovodici uz prisutnost
heterociklickih spojeva mogu uo&iti na 1172 cm™. Podrugje od 1320 do 1210 cm™ odgovara
vibracijama defomacije C-O i O-H skupina prisutnih kiselina, a ~1200 cm™ vibracijama C-O
veza u alkoholima i esterima, prema literaturi. U podru&ju od 1500 do 1200 cm™ pojavljuje se
nekoliko vrpci veéeg intetnziteta (1463, 1389, 1230 cm™) i one se pripisuju vibracijama
savijanja CH3 skupina te simetriGnom istezanju C-O veza estera.** Takoder, vidljivo je da
porastom udjela BW komponente u PCL/BW mjesavinama rezultira porastom broja vrpci
manje manje intenzivosti u podrugju 1800-900 cm™.

Osim vibracija CH; istezanja, javljaju se i vibracije istezanja C-H (CHjs) i savijanja C-H
kod ¢cistih komponenta PCL-a i BW-a. Na spektru PCL polimera prije hidroliticke razgradnje u
HBSS otopini enzima lipaze vidljive su apsorpcijske vrpce kod 1270 cm™ i 1213-1186 cm™,
koje su prema literaturi poznate kao vrpce kristalita u strukturi polimera. vrpce kristalita pri
navedenim valnim brojevima redom odgovaraju vibracijama C-COOistezanja, O-CH istezanja,
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CHs i C-H savijanja. Valni brojevi u podrudju od 1240 (1241-1243 cm™) do 1200 cm™
pripisuju se kristalnoj strukturi polimera. Ovisno o nacinu priprave uzorka, molekulskoj masi i
drugim &imbenicima mozZe se o&ekivati manji pomak vrpci.

U analizi FTIR-ATR spektra podrudje od interesa nalazi se izmedu 1800 i 800 cm™,
gdje su smjestene esterske 1 metilne skupine PCL polimera i BW. Podru¢je od 1800 do 800 cm”
! naziva se jo§ i podrudjem ,otiska prsta“. Na spektru PCL polimera vidljive su jake
apsorpcijske vrpce izmedu 1721 1 1106 cm?, koje se pripisuju simetricnom istezanju C=0 i C-
O skupina esterske veze. Kod pcelinjeg voska (BW) vibracije istezanja veza estera i masnih
kiselina su u podru&ju 1765-1739 cm™ s apsorpcijskim maksimumom pri 1739 cm™, etera od
1300 do 1130 cm™ s apsorpcijskim maksimumom na valnom broju 1172 cm™ i metilnih
skupina na 719 cm™.

Uslijed djelovanja vode na materijal moze do¢i do stvaranja vodikove veze ili pomaka
esterske veze prema nizim frekvencijama zbog nukleofilnog napada molekulama vode.
Rezultati pokazuju da se karbonilna skupina (C=0) esterske veze ne pomice.

Na vrpci karboksilne skupine vidljivo je sniZenje intenzivnosti s porastom vremena
razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze. Promjene u intenzivnosti mogu biti posljedica
hidrolize polimernih lanaca uslijed vibracija istezanja. Promjene u strukturi PCL-a, BW-a i
mjesavina PCL/BW zbog hidrolize i apsorpcije vode uocavaju se kod vrpci u podrucju 1451-
1455 cm™, 1381-1383 cm™, 1264-1267 cm, 1180-1181 cm™, 1127-1129 cm™, 1080-1083 cm’
' 956-960 cm™, 920 cm™ Promatranjem spektra &istih komponenata i mjesavina PCL/BW
uogljiva je vrpca pri 1444 cm™koja se pripisuje asimetri¢nom istezanju metilne —CHs skupine,
dok vrpce u podrugju 1470-1472 cm™ se pripisuju simetri¢nim savijanjima —CHs skupine.

Na slikama 50-53. prikazani si FTIR-ATR spektri PCL/BW mjesavina nakon razli¢itih
vremena enzimske razgradnje (1. - 5. tjedna) razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze
Candida cylindracea. Na slici 54. prikazan je spektar mjesavina PCL-a i BW-a starenih u
HBSS otopini s lipazom Thermomycels lanuginosus kroz 2 tjedna.
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Slika 50. FTIR-ATR spektri PCL polimera nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje
(1. - 5. tjedna) razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze
a) podrugje valnih brojeva 3600 cm™ — 2800 cm™
b) podrugje valnih brojeva 1800 cm™ — 1200 cm™
¢) podrugje valnih brojeva 1300 cm™ — 900 cm™
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Slika 51. FTIR-ATR spektr pcelinjeg voska (BW) nakon razli€itih vremena enzimske
razgradnje (1. - 5. tjedna) razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze
a) podru¢je valnih brojeva 3600 cm™ — 2800 cm™
b) podruéje valnih brojeva 1800 cm™ — 1200 cm™
¢) podrugje valnih brojeva 1300 cm™ — 900 cm™
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Slika 52. FTIR-ATR spektri PCL/BW mjesavine sastava 70 % PCL-a nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje (1. - 5. tjedna) razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze
a) podrugje valnih brojeva 3600 cm™ — 2800 cm™
b) podrugje valnih brojeva 1800 cm™ — 1200 cm™
¢) podrugje valnih brojeva 1300 cm™ — 900 cm™
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Slika 53. FTIR-ATR spektri PCL/BW mjeSavine sastava 50 % PCL-a nakon razli¢itih vremena
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Slika 54. FTIR-ATR spektri PCL-a i BW-a te PCL/BW mjeSavina nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze Thermomycels lanuginosus

Na spektru PCL polimera nakon 840 sati (5 tjedana) razgradnje u HBSS otopini enzima
lipaze Candida cylindracea vidljiva je promjena kod 3200 cm™. Promjene u na spektrima &istih
komponenata PCL i BW te njihovih mjeSavina ve¢ nakon prvog tjedna enzimske razgradnje u
HBSS otopini lipaze vidljiva je pojava novih vrpei u podruju od 1800 do 1500 cm™, koje se
mogu pripisati proteinima prisutnim na povrsini uzorka. Vrpce koje se javljaju kod vrijednosti
valnog broja ~1650 cm™ pripisuju se primarnom amidu (vibracije istezanja C=0 skupine), a
vrpce ~1540 cm™ sekundarnom amidu (NH veza), $to ukazuje na moguénost adsorpcije lipaze
na povr§inu istrazivanih uzoraka tijekom izlaganja enzimskoj razgradnji.* Intenzivnost vrpci
raste s vremenom razgradnje, u podrucju ,,otiska prsta®“, osobito kod uzorka BW. Kod pcelinjeg
voska porastom vremena enzimske razgradnje javljaju se vrpce vece intenzivnosti u podrucju
1572-1575 cm™ koje se pripisuju vibracijama —COO skupina slobodnih kiselina. Nadalje,
karakteristiéne apsorpcijske vrpce u podruju 1666-1662cm™ dobivene analizom povrsine BW
1 PCL/BW mjeSavina pripisuju se sekundarnom amidu, tj. vibracijama C=C veze enzima.

Tijekom 5. tjedana (840 sati) enzimske razgadnje karakteristicne apsorpcijeke vrpce se
znatno mijenjaju kod svih istrazivanih uzoraka, kako kod cistih komponenata PCL-a i BW-a
tako 1 kod PCL/BW mjeSavina razliCitog sastava. Vidljive promjene uvjetovane su promjenama
u strukturi poli(e-kaprolaktona) i pcelinjeg voska uslijed djelovanja enzima lipaze, tj. enzimske
razgradnje. ZnaCajne promjene uocavaju se kao promjena u intenzivnosti pojedinih
karakteristicnih vrpci. UoCava se smanjenje intenzivnosti vrpce 1721 cm™? te povacanje
intenzivnosti vrpce kod valnog broja 1653 cm™ i 1542 cm™ s poveéanjem vremena enzimske
razgradnje PCL-a i PCL/BW mjeSavina.

Enzimska razgradnja bazira se na djelovanju molekula vode na esterske veze poliestera
kao i pcelinjeg voska, BW. Dakle, hidroliticka razgradnja ukljucuje reakcije cijepanja lanaca na
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esterskim vezama, a tijekom tog procesa svaka molekula vode "napada” jednu estersku
skupinu. Analizom povrSine FTIR-ATR spektroskopijom su utvrdene znacajne promjene u
strukturi PCL i PCL/BW mjesavina s porastom vremena hidroliti¢kog starenja u HBSS otopini
enzima lipaze.

4.2.5. Rezultati SEM analize

Morfoloska struktura PCL polimera i1 pcelinjeg voska (BW) te PCL/BW mjeSavina
ispitana je pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM), prije i nakon 5. tjedana razgradnje
u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea te nakon 2. tjedna razgradnje u lipazi
Thermomycels lanuginosus.

Na slikama 55.- 58. prikazane su SEM mikrofotografije PCL i BW polimera prije i
nakon odredenog vremena enzimske razgradnje.

PovrSina PCL polimera je neravna, iako izgledom djeluje glatka i homogena, a
prikazana je na slici 55. Nakon mehani¢kog ispitivanja vidljiva je orijentacija makromolekula u
smjeru naprezanja, odnosno doslo je do istezanja i usmjeravanja lanaca u smjeru djelovanje
vanjske sile 1 konacnog popustanja. Kod PCL polimera jasno se uo€avaju izradci koji upuéuju
na popustanje polimerne matrice smi¢nim naprezanjem.

] .
SEM HV: 200 kV. WO: 7.74 mm | L1 ] wvecasTescan [l SEMHV:20.0kV WO: 7.81 mm | L1t veoasTescan | semnv: 2006V WO: 7.73 mm
SEM MAG: 500 X Det: SE 100 pm SEM MAG: 1.00 kx Det: SE

SEM HV: 200KV wo:7.stmm |y vecas Tescan [l sEm Hv: 200 kv WD: 7,53 mm L
SEM MAG: 4.00 kx Det: SE 10 pm SEM MAG: 8.00 kx Det: SE 5pm

Slika 55. SEM mikrofotografije povr§ine PCL polimera prije pocetka razgradnje, pri razli¢itim
povecanjima
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Slika 56. SEM mikrofotografije povr§ine PCL polimera nakon 5 i 2 tjedana enzimske
razgradnje u otopini lipaze Candida cylindracea (a) i Thermomycels lanuginosus (b), pri
razli¢itim povecanjima

SEMHV:200KY | WO:8S8mm semiv:a00v | Wo:torsmm |||
seuAG: 70x Detse | s0um SEMMAG:400kx | Detse  f0m

Slika 57. SEM mikrofotografije povrSine BW prije pocetka razgradnje, pri razli¢itim
povecanjima
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Slika 58. SEM mikrofotografije povrsine BW nakon 5 i 2 tjedana enzimske razgradnje u
otopini lipaze Candida cylindracea (a) i Thermomycels lanuginosus (b) pri razli¢itim
povecanjima

Temeljim snimljenih SEM mikrofotografija uzoraka PCL i BW polimera nakon
enzimske razgradnje u HBSS otopini s lipazom uocava se je vrlo hrapava povrSina. Osim
neravne povrSine uocavaju se mikropukotine koje predstavljaju slaba mjesta u strukturi oko
kojih se koncentriralo naprezanje do konacnog popustanja.

Na povrsini PCL i BW polimera nakon enzimske razgradnje jasno je vidljiva sferolitna
struktura kristalne faze. Tijekom razgradnje primarno se razgraduje amorfna faza polimera.
PovrSina PCL i BW polimera je izrazito nagrizenena uslijed djelovanja enzima lipaze S$to
ukazuje na razgradnju mehanizmom erozije povrsine.

SEM mirografija PCL/BW mjeSavina sastava 70/30 1 50/50 prije 1 nakon 5 tjedana
razgradnje u lipazi Candida cylindracea i enzimske razgradnje u lipazi u Thermomycels
lanuginosus u vremenu od 2 tjedna prikazane su na slikama 59.-62.
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Slika 59. SEM mikrofotografije povrsine PCL/BW mjesavine 70/30 prije pocetka razgradnje,

pri razli¢itim povecanjima

QTN h i $ 3 = .
SEMMV:200KV | WD: 1091 mm sEumv:200ky | wotiszem |
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Slika 60. SEM mikrofotografije povr§ine PCL/BW mjesavine 70/30 enzimske razgradnje
nakon 5 i 2 tjedana u otopini lipaze Candida cylindracea (a) i Thermomycels lanuginosus (b),

pri razli¢itim povecanjima

WD: 10.82 mm Ll
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Slika 61. SEM mikrofotografija povrsine PCL/BW mjesavine 50/50 prije poéetka razgradnje,
pri razli¢itim povecanjima

veoas Tescan M| semmv:z00kv | worirssmm |
G: 1.99 kx Det: SE

Slika 62. SEM mikrofotografije povr§ine PCL/BW mjesavine 50/50 nakon 2 tjedana enzimske
razgradnje u otopini lipaze Thermomycels lanuginosus, pri razli¢itim povecanjima

SEM mikrografija PCL/BW mjeSavine sastava 70/30 (slika 59.) ukazuje na relativno
finu morfologiju u odnosu na morfologiju mjesavine PCL /BW 50/50 (slika 61.), koja je znatno
grublja. Takva morfologija ukazuje na nejednoliku raspodjelu BW komponente u PCL matrici,
tj. mjesljivost u odredenom podrucju sastava. Uslijed nejednolike raspodjele BW faze u PCL
matrici do popustanja dolazi na mjestu koncentracije pcelinjeg voska (BW), koji ¢ini meksi dio
strukture.

72



Na SEM mikrofotografijama PCL/BW mjeSavina 70/30 i 50/50 nakon enzimske
razgradnje u HBSS otopini s enzimom lipazom vidljiva je vrlo gruba povrSina S
mikropukotinama. Upravo mikropukotine predstavljaju mjesta popustanja jer tijekom
naprezanja one se Sire u Supljine. Zbog nemogucénosti prodiranja enzima u unutrasnjost
strukture PCL/BW mjeSavine uocljiva je samo izrazita naruSenost povrSine. Na povr$ini loma
vidljive su nakupine nagrizene povrSine materijala, a makromolekule PCL polimera zadrzavaju
pocetni izgled, slika 59. 1 62.

4.3. Toplinska svojstva PCL i PCL/BW mjeSavina

4.3.1. Rezultati DSC-a

U nastavku rada istrazena su toplinska svojstva ¢istih komponenata PCL polimera i BW
te PCL 1 BW mjeSavina razli¢itoga sastava prije 1 nakon odredenog vremena razgradnje u
HBSS otopini enzima lipaze, primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC).

Na slikama 63-67. prikazani su usporedni DSC termogrami dobiveni u 2. ciklusu
zagrijavanja ¢istih komponenata PCL i BW polimera te PCL/BW sastava 70/30 i 50/50 tijekom
5 tjedana razgradnje u HBSS otopini s lipazom Candida cylindracea i kroz 2 tjedna razgradnje
u HBSS otopini s lipazom Thermomycels lanuginosus.

Endotermni prijelazi taljenja PCL, BW i PCL/BW mjesavina dobiveni u 2. ciklusu
zagrijavanja i egzotermni prijelazi kristalizacije dobiveni u ciklusu hladenja prije i nakon
razli¢itih vremena razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze prikazani su na slikama 63-73.

Vrijednosti temperature staklista Tg, talista Tr, kristliSta T¢ te entalpije taljenja AHp, i
entalpije kristalizacije AH o€itani Su iz termograma te dani u tablicama 12. i 13.
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Slika 63. DSC krivulja 2. ciklusa zagrijavanja PCL polimera prije i nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 64. DSC krivulja 2. ciklusa zagrijavanja pcelinjeg voska (BW) prije i nakon razlicitih
vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 65. DSC krivulja 2. ciklusa zagrijavanja PCL/BW mjeSavine sastava 70/30 prije i nakon
razliitih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 66. DSC krivulja 2. ciklusa zagrijavanja PCL/BW mjesavine sastava 50/50 prije i nakon
razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 67. DSC krivulja 2. ciklusa zagrijavanja PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava prije i
nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Thermomycels
lanuginosus

Na termogramu semikristalnog PCL polimera dobivenom u 2. ciklusu zagrijavanja
vidljiva su dva prijelaza, jedan koji odgovara staklastom prijelazu amorfne faze PCL-a na
temperaturi -63,57 °C, i drugi prijelaz u podruc¢ju temperatura od 0 do 70 °C koji odgovara
taljenju kristalne faze PCL-a. Taliste PCL polimera je pri 58,40 °C §to odgovara minimumu
endoterma taljnja. Na krivulji hladenja uocava se egzotrmni prijelaz koji odgovara kristalizaciji
PCL-a s kristaliStem pri 29,75 °C.

Na termogramu pcelinjeg voska (BW) dobivenom u 2. ciklusu zagrijavanja vidljiv je
samo jedan prijalaz u Sirokom podruc¢ju temperatura (0-70 °C) koji odgovara taljenju kristalne
faze BW-a. Minimum endoterma taljenja na 62,19 °C odgovara talistu BW-a. 1z krivulje
ciklusa hladenja dobivena je vrijednost temperature kristaliSta koja iznosi 51,04 °C koja
odgovara maksimumu egzoterama.

U ciklusu zagrijavanja kod PCL/BW mjeSavina javlja se prijelaz karakteristi¢an za
amorfnu fazu, koji odgovara prijelazu iz staklastog u viskoelasti¢no stanje, pri tome vrijednost
stakliSta PCL-a se gotovo i ne mijenja s povecanjem udjela pcelinjeg voska. Temperatura
taljenja mjeSavina je niza u odnosu na temperature taljenja ¢istih komponenata. Kod PCL/BW
mjesavina vidljive su dvije temperature Kristalizacije (dva pika na krivulji ciklusa hladenja)
koje odgovaraju temperaturama ishodnog PCL-a i BW-a, te se ne mijenjaju znac¢ajno u odnosu
na vrijednosti za Ciste komponente.
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Tablica 12. Rezultati DSC mjerenja 2. ciklusa zagrijavanja PCL i BW te PCL/BW mjesavina
prije i nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida
cylindracea i lipaze Thermomycels lanuginosus

_ Uzorak Vrijeme 5. segment — 2. ciklus zagrijavanja
EnzZIm oo Bw raz%;;t?)me' T °C Tm °C AHm Jlg  Xe %
100/0 0 -63,57 58,40 44,25 31,05
70/30 0 6453 57,04 66,08 66,25
' 50/50 0 6358 5638 518 5596
0/100 0 ~ 6219 162,99
100/0 168 -64,87 57,73 65,36 45,87
100/0 336 -63,86 57,90 67,36 47,27
100/0 504 -63,70 60,10 62,80 44,07
100/0 672 -63,05 68,82 64,25 45,07
100/0 840 -63,91 58,07 59,73 41,92
70/30 168 -64,59 56,39 82,97 83,18
g 70/30 336 -63,19 57,56 88,81 89,19
_cg 70/30 504 -63,91 57,79 79,66 79,86
NS 70030 672 63,43 57,46 7811 7831
R 840 6380 57,57 8189 8210
"é 50/50 168 -64,90 56,74 70,89 99,50
8 50/50 336 -64,70 56,39 74,21 100,00
50/50 504 -64,19 56,13 66,55 93,40
50/50 672 -63,58 57,12 86,58 100,00
50/50 840 -63,77 58,21 80,61 100,00
0/100 168 - 63,75 166,35
0/100 336 - 63,05 173,62
0/100 504 - 64,27 161,65
0/100 672 - 62,51 173,14
0/100 840 - 63,04 171,89
100/0 168 -63,65 59,41 67,28 47,21
100/0 336 -64,47 57,56 67,71 47,51
% a 70/30 168 -64,03 58,09 78,26 78,46
SES 700 336 6349 5757 8462 8483
SED 5050 168 6350 5860 80,86 100,00
é < 50/50 336 -63,44 57,72 83,93 100,00
0/100 168 - 63,24 168,74

0/100 336 - 62,71 174,91




Kako bi se utvrdilo da 1i i na koji nacin enzim lipaze djeluje na kristalizaciju Cistih
komponenata PCL-a i BW-a te mjeSavina PCL/BW razli¢itog sastava pracena je promjena
temperature taljenja i kristalizacije te entalpije taljenja i kristalizacije, prije i nakon odredenog
vremena enzimske razgradnje. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da kod svih uzoraka postoji
promjena koja je najveca nakon 168 1 336 sati enzimske razgradnje.

Kod PCL/BW mjeSavina razliCitog sastava promjena kristalnosti je posljedica
apsorbirane vode §to se opaza u ranijoj fazi enzimske razgradnje. Apsorbirana voda ima
stupnja kristalnosti semikristalnog poliestera PCL-a posljedica je orijentacije kra¢ih lanaca iz
amorfne u kristalnu fazu. Produkti razgradnje su kraci lanci manje molekulse mase i vece
pokretljivosti koji su rezultat veceg stupnja kristalnosti. Stupanj kristalnosti ¢istog PCL
polimera raste s 40,43 % na 42,66 % i 43,45 % nakon 168, odnosno 336 sati razgradnje u
otopini lipaze Candida cylindracea. Nakon 336 sati razgradnje u HBSS otopini lipaze
Thermomycels lanuginosus kristalnost PCL iznosi 63,46 %, $to je povecanje od 1,6 puta u
odnosu na PCL prije pocetka razgradnje. Na temelju rezultata uocljivo je da kristalnost ima isti
trend kod PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava tretiranih u lipazi Candida cylindracea i lipazi
Thermomycels lanuginosus, gdje nakon 168 sati razgradnje dolazi do porasta kristalnosti u
odnosu na kristalnost mjeSavina prije pocetka razgradnje. Nakon 504 sati hidroliticke
razgradnje dolazi do blagog pada vrijednosti entalpije kristalizacije, odnosno kristalnosti svih
uzoraka s lipazom Candida cylindracea. Kod ¢istog BW-a i PCL/BW mjeSavine s udjelom
PCL-a 50 % nakon 672 sati enzimske razgradnje dolazi do snizenja kristalnsti te stagnacije
kristalnosti nakon 840 sati razgradnje. Razliku kristalnosti od 10 do 20 % ve¢u kod PCL/BW
mjeSavine sastava 50/50 u usporedbi s mjesavinom s ve¢im udjelom PCL polimera (70 %)
mozemo objasniti predpostavkom da BW ne djeluje kao centar nukleacije, ne utjece na
poboljSanje rasta kristala, ve¢ razara kristalnu strukturu PCL-a.

Temeperature staklastog prijelaza PCL polimera i PCL/BW mjeSavina u HBSS otopini
tijekom razgradnje s lipazom Candida cylindracea i lipazom Thermomycels lanuginosus
pomicu se prema nizim temperaturama nakon prvog tjedna razgradnje u odnosu na vrijednosti
stakliSta prije razgradnje, slika 68. Nakon 336 sati razgradnje stakliste PCL polimera i
PCL/BW mjeSavina postupno se pomice se prema viSim temperaturama Sto ukazuje na
mjesljivost PCL 1 BW faze mjeSavine. DSC uredaj nije bio u moguénosti odrediti stakliSta za
¢isti BW prije 1 nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje.
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Slika 68. Ovisnost temperature staklastog prijelaza o vremena hidroliti¢ke razgradnje PCL/BW
mjesavina razli¢itog sastava u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea nakon: a) 168
h, b) 336 h, ¢) 504 h, d) 672 h, d) 840 h

Ukoliko se promatra temperatura taljenja ¢istih komponenata PCL i1 BW te mjeSavina
PCL/BW u ovisnosti o0 vremenu razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea
I otopini s lipazom Thermomycels lanuginosus vidljive su male promjene u vrijednostima.
Znacajniji porast temperature taljenja uocava se nakon 504 sata kod Cistog PCL-a, dok
PCL/BW mjesavine pokazuju porast nakon 336 sati razgradnje. Naveéu promjenu taliSta veé
nakon 168 sati razgradnje pokazuje pcelinji vosak §to je rezultat formiranja kristalnih lamela
vece debljine. Znacajne promjene vrijednosti entalpije taljenja vidljive su kod svih mjesavina
tijekom 5, tj. 2 tjedna enzimske razgradnje u otopini lipaze Candida cylindracea i otopini
lipaze Thermomycels lanuginosus. Vidljivo je da se temperatura i entalpija taljenja PCL/BW
mjeSavina smanjuje dodatkom BW-a, za oko 2 °C 1 20 J/g. Na osnovi dobivenih rezultata DSC
mjerenja mozemo zakljuciti da su temperature taljenja Cistih komponenata PCL-a i BW-a vrlo
slicne, 58,40 °C 1 62,19 °C, dok se temperature kristalizacije znacajno razlikuju, za gotovo 21
°C.

Na slikama 69-73. prikazani su usporedni DSC termogrami dobiveni u ciklusu hladenja
Cistih komponenata PCL-a i BW-a te PCL/BW mjesavina prije i nakon odredenog vremena
enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea i lipaze Thermomycels
lanuginosus. Vrijednosti temeprature i entalpije kristalizacije te stupnja kristalnosti dane su u
tablici 13.
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Slika 69. DSC krivulja ciklusa hladenja PCL polimera prije i nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 70. DSC krivulja ciklusa hladenja pcelinjeg voska (BW) prije i nakon razli¢itih vremena
enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 71. DSC krivulja ciklusa hladenja PCL/BW mjeSavine sastava 70/30 prije i nakon
razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 72. DSC krivulja ciklusa hladenja PCL/BW mjeSavine sastava 50/50 prije i nakon
razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 73. DSC krivulja ciklusa hladenja PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava prije i nakon
razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBBS otopini lipaze Thermomycels lanuginosus

Tablica 13. Rezultati DSC mjerenja ciklusa hladenja PCL/BW mjesavina prije i nakon
razlic¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea i lipaze
Thermomycels lanuginosus

Enzim  Ugzorak ra\zlgirjaegsﬁe 3. segment — ciklus hladenja
PCL/BW cati) T, °C AH,, J/g X%
100/0 0 2975 - 5762 - 4043
. 70/30 0 2756 51,88 4338 17,84
50/50 0 30,73 5222 47,15 10,42
0/100 0 51,04 - 16897 -
100/0 168 2708 - 60,79 - 4266
100/0 336 2692 - 6205 - 4345
. 100/0 504 2895 - 5802 - 40,72
! 100/0 672 2762 - 6091 - 42,74
<2 100/0 840 2642 - 5877 - 4124
83 7030 168 2591 51,89 49,26 2177
43 70/30 336 26,08 51,90 49,94 2314
2 70/30 504 26,63 51,62 4260 19,54
O 70/30 672 26,60 5199 4491 20,96
70/30 840 2575 5140 4865 22,85

50/50 168 30,59 52,41 51,99 8,40



50/50 336 30,41 52,73 56,38 64,92

50/50 504 2961 52,11 54,05 6,26
50/50 672 32,62 52,18 52,18 24,64
50/50 840 31,00 51,72 47,04 18,48
0/100 168 4994 - 15821 -
0/100 336 51,06 - 17741 -
0/100 504 50,94 - 17651 -
0/100 672 51,72 - 17056 -
0/100 840 51,05 - 176,04 -
p 100/0 168 2976 - 6165 - 43,26
8 100/0 336 2741 - 6330 - 63,46
g 70/30 168 26,44 51,59 43,98 19,97
g < 70/30 336 27,08 52,07 50,96 20,01
2 é 50/50 168 31,04 5160 4335 1835
= 50/50 336 31,74 51,89 44,63 20,63
£ 0/100 168 50,58 - 168,91 -
= 0/100 336 51,39 - 17561 -

Iz DSC krivulja dobivenih u ciklusu hladenja za PCL/BW mjeSavine mogu se uociti dva
egztermna prijelaza za razliku od cistih komponentata koje imaju samo jedan egoterm. Prvi
egzoterm odgovara PCL polimeru, a egzoterm ¢iji je maksimum na oko 52 °C pripada BW-u.
Rezultati dani u tablici 13. ukazuju na pomicanje kristaliSta PCL-a na viSe vrijednosti porastom

udjela BW faze.

Na osnovi rezultata danih u tablici 13. vidljivo je da se porastom vremena enzimske
razgradnje temperatura kristalizacije Cistih komponenata smanjuje, dok vrijednost entalpije
kristalizacije raste u odnosu na vrijednosti prije razgradnje. Kod PCL/BW mjesavina razli¢itog
sastava kroz 5 odnosno 2 tjedna razgradnje u razli¢itim otopinama lipaze, vrijednost entalpije
taljenja se vrlo malo mijenjaja s obzirom na vrijednosti prije tretmana lipazom. Vece
vrijednosti entalpije taljenja, tijekom 5 tjedana razgradnje u otopini lipaze Candida
cylindracea, uocavaju se kod drugog egzoterma dobivenog u ciklusu hladenja, koji odgovara
BW komponenti mjeSavine. Kroz 2 tjedna razgradnje u HBSS otopini lipaze Thermomycels
lanuginosus kod svih istrazivanih mjeSavina temperature i entalpije kristalizacije se ne
mijenjaju znacajnije u usporedbi s vrijednostima prije pocetka razgradnje.

4.3.2. Rezultati TGA analize

Termogravimetrijska analiza PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava prije i nakon
odredenog vremena razgradnje u HBSS otopini lipaze, provedena je da bi se utvrdilo kako
dodatak BW komponente PCL polimeru i enzimska razgradnja utjeCu na toplinsku stabilnost
PCL, BW polimera i PCL/BW mjesavina.
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Termogravimetrijska analiza provedena je u inertnoj struji dusika na uzorcima PCL,
BW polimera i PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava, prije te kroz 5 i 2 tjedna enzimske
razgradnje u otopini lipaze Candida cylindracea i Thermomycels lanuginosus. TG i DTG
krivulje svih istrazivanih mjeSavina prikazane su na slikama 74-84., a vrijednosti oCitaneiz
krivulja dane su u tablicama 14 i 15.

Iz rezultata je vidljivo da se PCL polimer razgraduje u jednom stupnju relativno uskom
podrucju temperatura (oko 70 °C). U odnosu na PCL, razgradnja BW se odvija u dva stupnja u
znatno Sirem temperaturnompodruc¢ju (oko 140 °C), pri ¢emu preostaje 0,93 % nerazgradivog
ostatka.

Toplinska razgradnja PCL/BW mjeSavina odvija se u jednom, tj. dva stupnja u relativno
Sirokom temperaturnom podru¢ju. Na mjesljivost PCL polimera i BW-a ukazuje jedan, jasno
izrazen stupanj razgradnje kod mjesavine PCL/BW 70/30. Kod PCL/BW mjeSavine sastava
50/50 prvi stupanj razgradnje odgovara razgradnji BW-a, dok drugi odgovara razgradnji PCL
polimera. S obzirom da su PCL i BW mjesljivi u odredenom podru¢ju sastava (do 50 %
pcelinjeg voska) nije jasno izrazen svaki stupanj razgradnje. Vrijednosti temperatura pocetka i
kraja razgradnje PCL/BW mjeSavina nalaze se izmedu vrijednosti za ¢isti PCL i ¢isti BW.

Dobiveni rezultati ukazuju na pomak pocetne i krajnje temperature razgradnje PCL i
BW polimera prema vi§im vrijednostima nakon 168 sati razgradnje. Mjesavine PCL i BW
komponente slijede isti trend kao i ishodne komponente nakon tretmana enzimom. MoZemo
uociti da se povecanjem udjela pcelinjeg voska (BW) u mjeSavini PCL/BW povecava
temperatura potrebna za razgradnju 5 % mase uzorka. U mjesavinama s vecom udjelom PCL
polimera (70 %) nema znacajnije promjene temperature pocetka i kraja razgradnje u odnosu na
¢isti PCL. Kod PCL/BW myjeSavine sastava 50/50 temperatura pocetka razgradnje BW
komponente mjeSavine pomiCe se prema viSim temperaturama. Na temelju dobivenih
termograma i odredenih vrijednosti moze se zakljuéiti da dodatak PCL polimera povecava
toplinsku stabilnost pcelinjeg voska (BW).
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Slika 74. Ovisnost temperature kod 5 % gubitka mase o vremena hidroliti¢ke razgradnje
PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava u HBSS otopini enzima lipaze Candida cylindracea
nakon: a) 168 h, b) 336 h, ¢) 504 h, d) 672 h, d) 840 h

Nakon 168 sati razgradnje kod svih uzoraka vidljive su znacajne promjene u
vrijednostima temperature pocetka i kraja razgradnje kao i temperature potrebne za razgradnju
51 50 % mase uzorka, pri ¢emu postotak nerazgradivog ostatka raste. Nakon 336 sati

razrgradnje najvece promjene se uocavaju kod PCL/BW mjesavine jer se ne uocavaju dva
stupnja razgradnje kao prije pocetka razgradnje.
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Slika 75. TG krivulja PCL polimera prije i nakon odrednog vremena razgradnje u

HBSS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 76. TG krivulja BW-a prije i nakon odrednog vremena razgradnje u HBSS otopini lipaze
Candida cylindracea
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Slika 77. TG krivulja PCL/BW mjesavine 70/30 prije i nakon odrednog vremena razgradnje u
HBSS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 78. TG krivulja PCL/BW mjesavine 50/50 prije i nakon odrednog vremena razgradnje u
HBSS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 79. TG krivulja PCL/BW mjesavina nakon odredenog vremena u HBSS otopini lipaze
Thermomycels lanuginosus

Na temelju dobivenih DTG krivulja o€itane su vrijednosti maksimalne brzine razgradnje
pojedninog uzorka prije 1 nakon odredenog vremena enzimske razgradnje. Vrijednosti
maksimalne brzine razgradnje uzorka PCL-a i BW-a starenih u HBSS otopini s lipazom
Candida cylindracea i lipazom Thermomycels lanuginosus, pomi¢u se prema viSim
vrijednostima u odnosu na vrijednosti prije razgradnje. Tijekom tretmana PCL/BW mjeSavina
razli¢itog sastava lipazom, u vremenskom interavlu od 5 i 2 tjedna, vrijednosti maksimalne
brzine razgradnje ne mijenjaju se znacajnije.
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Slika 80. DTG krivulja PCL polimera prije i nakon odrednog vremena razgradnje u HBSS
otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 81. DTG krivulja BW-a prije i nakon odrednog vremena razgradnje u HBSS otopini
lipaze Candida cylindracea
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Slika 82. DTG krivulja PCL/BW mjesavine 70/30 prije i nakon odrednog vremena razgradnje u
HBSS otopini lipaze Candida cylindracea
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Slika 83. DTG krivulja PCL/BW mjesavine 50/50 prije i nakon odrednog vremena razgradnje u
HBSS otopini lipazeCandida cylindracea
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Slika 84. DTG krivulja PCL/BW mje$avina nakon odredenog vremena u HBSS otopini lipaze
Thermomycels lanuginosus
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Tablica 14. Rezultati TGA mjerenja, vrijednosti temperatura pocetka razgradnje (Tonset),
temperatura kod 5 % gubitka mase, temperatura kod 50 % gubitka mase, temperatura kraja
razgradnje Tenq, temperatura pri maksimalnoj brzini razgradnje Tmax | Ostatak za PCL/BW
mjeSavine prije i nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida

cylindracea
Vrijeme Tkod5% T kod 50 % 1 2
H Uzorak H H H Tonset il Tonset ’ Tmaxl Tend! OSta’takl
Enzim PCL/BW razgraQnJe, gubltlo<a gubltl§a . C C C %
(sati) mase, C mase, C
100/0 0 343,51 38076 35295 - 38318 40332  0,0000
70/30 0 281,60 37856 35002 - 38317 40432 03150
50/50 0 285,89 37500 23672 351,03 ggggg 40213 0,0000
0/100 0 233,38 33708 22594 330,59 ggggé 38156 0,9309
100/0 168 368,21 41037 36703 - 43408 43863 07862
100/0 336 365,82 40657 37056 - 40980 43226  0,0004
100/0 504 372,37 40847 36461 - 41067 43564 04029
100/0 672 367,20 40580 37060 - 40910 43343 05775
100/0 840 356,74 30986 36549 - 40481 42404  0,0000
70/30 168 306,61 40521 37232 - 41122 44133 03007
70/30 336 304,01 40407 36933 - 41124 43425 00150
70/30 504 205,88 39856 35085 - 40775 42753 00770
§ 700 672 303,84 401,71 36466 - 40903 42846 04211
£ om0 840 202,12 39801 36405 - 406,80 42629  0,0000
NS sos0 168 296,15 40541 27093 35799 32434 43479 01836
g a\ 1 ) 1 ) 413’43 ) 1
IS 50050 336 334,37 40652 35235 - 41182 43203 10280
2 soi0 504 351,72 40558 36531 - 40978 43081  0,7096
O 5050 672 269,34 39787 35760 - 40755 42613 08511
50/50 840 209,62 39871 36290 - 40657 42743  0,0000
0/100 168 241,08 35500 22081 337,87 ggggg 401,90  0,4901
0/100 336 242,56 35344 24153 352,62 égggg 39802 03138
0/100 504 246,28 35605 23958 359,05 gggﬁ 40184  0,0000
0/100 672 242,34 35239 23319 35322 égfgg 39677 0.6675
0/100 840 241,81 35382 23271 352,82 ggg;g 39563 0,1502
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Tablica 15. Rezultati TGA mjerenja, vrijednosti temperatura pocetka razgradnje (Tonset),
temperatura kod 5 % gubitka mase, temperatura kod 50 % gubitka mase, temperatura kraja
razgradnje Tenq, temperatura pri maksimalnoj brzini razgradnje Tmax | Ostatak za PCL/BW
mjesavine nakon razli¢itih vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Thermomycels

lanuginosus

Vrijeme Tkod5% T kod 50 % 1 2
. Uzorak . . . Tonset s Tonset s T maxs Tends Ostatak,
Enzim PCL/BW razgrac_;lnje, gubitka gubitka °C c °c e %
(sati) mase, C mase, C
100/0 168 367,50 40410 36801 - 40762 42840  0,6096
S 10000 336 370,36 40410 37140 - 40728 42716  0,6655
o
£ 7030 168 303,40 40061 360,89 - 409,09 42820  0,3783
S 7030 336 205,41 308,78 36492 - 407,79 42429  0,7054
N —
82 5050 168 309,99 40070 30133 37787 oLIC 42682 03193
- £ '
E 5050 336 291,32 399,94 20132 - 406,62 42879  0,4220
=
S 0100 168 242,73 351,28 239,79 35377 22086 39557 10,0000
g 380,84
= 300,48
0/100 336 242,60 34747 24260 3BL7A 000 39479 01690

PCL polimer doprinosi povecanju toplinske stabilnosti pcelinjeg voska (BW).
Povecanje toplinske stabilnosti mjeSavina PCL/BW razli¢itog sastava prije, ali i nakon
enzimske razgradnje posljedica je vecée toplinske stabilnosti PCL-a u odnosu na BW. Dio
uzorka PCL/BW mjeSavine nakon razgradnje u otopini enzima lipaze se razgradio pa se
toplinska svojstva priblizavaju vrijednostima toplinski stabilnijeg PCL polimera.

Mjesavine PCL/BW izlozene djelovanju enzima lipaze Candida cylindracea pokazuju
manju toplinsku stabilnost nakon 336 sati razgradnje, u odnosu na PCL/BW mjesavine izlozene
starenju uslijed djelovanja lipaze Thermomycels lanuginosus u istom vremenskom periodu.

4.4. Mehanicka svojstva PCL i PCL/BW mjeSavina

4.4.1. Rezultati mehanickih ispitivanja

U nastavku rada provedena su ispitivanja mehanickih svojstava kako bi se dobio
detaljnji uvid utjecaja enzimske razgradnje na svojstva uzoraka mjeSavina PCL 1 BW. Takoder,
mehanic¢kim ispitivanjima istrazen je utjecaj pcelinjeg voska (BW) na mehanicka svojstva PCL
polimera. Mehani¢kim ispitivanjem dobivaju se vrijednosti rastezne ¢vrstoce (o), prekidnog
istezanja (¢) i rasteznog modula (E) koji su od izuzetne vaznosti u primjeni. Mehanicka
svojstva mjeSavina opcenito su uvjetovana stupnjem Kristalnosti polimera, njegovom
morfologijom kao i svojstvima medupovrsine.
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Na slikama 85. i 86. prikazane su krivulje napezanje-istezanje PCL, BW i PCL/BW
mjesavina prije i nakon 5 tjedana razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze Candida
cylindracea. Krivulje naprezanje-istezanje PCL i BW izlozenih starenju u otopni lipaze
Thermomycels lanuginosus prikazane su na slikama 85. i 86. Rezultati ispitivanja mehanickih
svojstava PCL/BW mjeSavina razliCitog sastava nakon odgovaraju¢eg vremena enzimske
razgradnje dani su u tablici 16.

Krivulja naprezanja prikazuje medusobnu ovisnost vla¢nog naprezanja i relativnog
produljenja tj. produljenja s obzirom na pocetnu duljinu. Krivulja naprezanje-istezanje Cistog
PCL polimera prije djelovanja enzima, odrazava ponasanje viskoelasticnog materijala jasno
izrazene granice razvlaenja. Kod PCL polimera vidljivo je podru¢je hladnog tecenja.
Karakteristika ovog podrucja je da nakon to¢ke popustanja naprezanje naglo pada, a daljnjim
istezanjem uzorka naprezanje se vrlo malo mijenja dok deformacija raste. Nakon jednolicnog
istezanja ispitne epruvete za svega nekoliko postotaka, na mjestu pocetka popustanja dolazi do
suzenja presijeka epruvete, odnosno formiranja vrata (eng. neck). Daljnjim istezanjem epruvete
suZenje se pomice duZ epruvete, sve dok cijela epruveta ne prijede u suzenje. Vrijednost
istezanja doseZe nekoliko stotina % od svoje pocetne duljine. Nakon hladnog te€enja, daljnjim
istezanjem uzorka PCL-a naprezanje raste do loma uzorka (ispitne epruvete), slika 85. Na
osnovi eksperimentalno dobivene krivulje naprezanje-istezanje PCL polimera uocava se visoka
vrijednost istezanja polimera, nisko naprezanje pri popustanju te velika Zilavost na §to ukazuje
velika vrijednost rada. S obziron na vrijednosti znacajki danih u tablici 15, PCL polimer se
moze okarakterizirati kao slab (mekan) i Zilav polimerni materijal.

Krivulje naprezanje-istezanje za Cisti pcelinji vosak (BW) prikazane su na slici 85, dok
su rezultati mehanickog ispitivanja dani u tablicama 16. i 17.

Na slici 86. prikazane su krivulje naprezanje-istezanje PCL/BW mjeSavina razli¢itog
sastava prije 1 nakon odredenog vremena enzimske razgradnje. Dodatkom BW u PCL
mehanicka svojstva pripremljene mjeSavine se znatno razlikuju od mehanickih svojstava Cistog
PCL-a. U tablicama 16. i 17. dane su vrijednosti znacajki (rastezne ¢vrstoce, rasteznog modula,
prekidne ¢vrstoce, prekidnog istezanja i rada) o€itanih iz krivulje.

06

5, N/mm?
o, N/mm?2

e, % & %
Slika 85. Krivulje naprezanje-istezanje PCL i BW prije i nakon odredenog vremena enzimske
razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea () i lipaze Thermomycels lanuginosus (I1)
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Slika 86. Krivulje naprezanje-istezanje PCL/BW mjesavina razliitog sastava prije i nakon
odredenog vremena enzimske razgradnje u HBSS otopini lipaze Candida cylindracea (1) i
lipaze Thermomycels lanuginosus (11)

Na temelju krivulje naprezanje-istezanje ¢istog péelinjeg voska (BW) mozemo uoditi
vrlo niske vrijednosti prekidne ¢vrstoce, rasteznog modula i rada.Vrlo mala vrijednost rada
govori o vrlo maloj Zilavosti materijala, koja je viSe od 60 puta manja od rada potrebnog za
kidanja PCL polimera. mozemo zakljuciti da je BW vrlo mekan, slab materijal niskog

rasteznog modula, slika 86.

Dodatkom BW-a PCL polimeru mehanic¢ka svojstva mjesavine znatno se razlikuju od
mehanickih svojstava ¢istog PCL-a i BW-a. Krivulja naprezanje-istezanje PCL/BW mjesavina
ukazuje na podrué¢je hladnog teéenja nakon tocke popustanja, pri ¢emu je istezanje epruvete
nekoliko % od pocetne duljine. Rezultati mehanickih ispitivanja ukazuju na narusena svojstva
PCL-a dodatkom BW-a. Povecanjem udjela BW u mjesavini PCL/BW vidljivo je smanjenje
prekidne ¢vrstoce, prekidnog isteznja i rada, tablica 15. Takoder, krutost mjeSavine, na $to
ukazuje rastezni modul, se smanjuje porastom udjela BW faze.

Tablica 15. Vrijednosti rastezne ¢vrstoce (ov), rasteznog modula(E), prekidne ¢vrstoce (gp),

prekidnog istezanja (cp) 1 rada (W) PCL/BW mjeSavina razliitog sastava prije izlaganja

enzimskoj razgradnji

Uzorak v N/mm? &, % 6, N'mm’® &, % E, N/mm? W, Nm
100/0 16,13+ 1,3 12,49+ 34 2483+ 1,7 966,71 + 64,2 332,5+25,9 69,6 +5.9
70/30 12,10+ 0,07 19,91+ 0,9 15,13+ 1,8 941,71+ 322 181,0+ 82,1 498+23
50/50 11,59+ 0,3 11,17+ 0,7 13,42+ 1,5 443,29 +168,9  254,3+20,5 23,7+11,1
0/100 0,24 £0,2 1,55 +£1,0 0,31+0,02 2,69+1,15 128+72 0,007 + 0,004
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Tablica 16.Vrijednosti vla¢ne (rastezne) ¢vrstoce (oy), rasteznog modula(E), prekidne ¢vrstoce
(gp), prekidnog istezanja (cp) 1 rada (W) PCL/BW mjesavina razliCitog sastava nakon
odredenog vremena enzimske razgradnje u lipazi Candida cylindracea i lipaze Thermomycels

lanuginosus
. Uzorak Vrijeme_ 2 2 2
Enzim PCL/BW razgsraat(ijnje, o,, N/mm g, % 6, N/mm €, %0 E, N/mm W, Nm
100/0 168 1442+22 10,61+34 19,53+0,6 832,71 £ 21,5 358,8+37,2 56,7+9,6
100/0 336 16,97 £0,1 14,98+0,14 2446+4,5 1029,57+67,0 284,1 £8.8 73,3+ 13,8
100/0 504 14,08+0,7 10,69+24 2620+2,3 1221,66+52,1 222,7+27)5 96,7+9,6
100/0 672 17,3804 13,82+0,9 28.12+2,1 1138,92+51,8 283,9+61,0 82,5+5,6
100/0 840 16,47+1,7 1338+2,0 29,24+1,0 118557+35,5 294,7+57,6 89,7+5,8
70/30 168 10,91 £ 0,5 10,0+ 1,4 124+1,0 616,85+295,8 240,8 +26,9 23,8+15,4
70/30 336 10,75+0,6 11,86+2,2 1354 1,0 828,52+ 137,7 216,9+29,3 450+4,9
S 70/30 504 9,37+0,2 10,55 +0,7 9,99+0,1 321,70 £ 97,5 169,9 + 84,9 18,5+ 5,8
_§ 70/30 672 11,11 £0,5 1523+09 11,39+0,3 277,81 £71,3 236,3+ 17,7 17,4+0,2
gé 70/30 840 11,43+04 13,51+24 11,41+0,5 18,76 + 3,6 248,1 +£29,9 10,9 +4,1
T _c;é 50/50 168 11,96 +0,7 11,66+1,9 12,06+0,5 21,00 £ 6,4 164,6 + 78,3 22402
2 50/50 336 10,90+0,1 10,61+1,2 10,72+0,2 37,38 +£29,0 205,5+24,9 6,8+2,8
8 50/50 504 10,81 1,7 1426+0,8 10,68 1,8 15,72+ 0,9 274,6 £ 16,2 5,1+4)5
50/50 672 11,56 £1,3  12,53+25 11,49+1,0 16,79 +2.4 2509+ 17,6 3,5+2,7
50/50 840 10,92+04 13,03+0,8 10,99+0,5 6,29+ 1,6 300,7 + 39,6 1,4+0,6
0/100 168 031+0,03 224+04 027+0,1 232412 14,5+3,0 0,01 0,0
0/100 336 0,33+02  0,89+06  0,29+0,2 1,95 +0,9 24,9 +22.6 0,01+ 0,0
0/100 504 0,35+0,03 1,49+03 0,32+0,01 2.86+0,4 30,3+ 17,0 0,01+ 0,0
0/100 672 0,45+0,07 1,73+0,5 0,39+0,07 3,01 0,5 29,1+ 16,6 0,01+ 0,0
0/100 840 0,36 £0,06 1,46 £ 0,4 0,31+£0,04 2,68+ 0,4 35,9+ 16,7 0,01+0,0
% 100/0 168 13,13+£0,0 7.80+0,0 18,13+0,0 874,88 +0,0 93,9+0,0 523+0,0
8 100/0 336 13,69+0,0 7,35+0,0 17,38 893,17+0,0 334,5+£0,0 52,62 +£0,0
%’ 70/30 168 11,43+£0,0 1027+0,0 12,45+0,0 462,83 +£0,0 319,1 £0,0 26,7+0,0
< 3 70/30 336 10,33+0,0 11,83+0,0 10,12+0,0 13,53+ 0,0 242.2 + 0,0 0,68 + 0,0
% 72; 50/50 168 10,80 0,0 15,12+0,0 10,56 +0,0 16,64 + 0,0 298,6 + 0,0 1,05+0,0
£ 50/50 336 7,80+0,0 8,99+00  7,17+0,0 10,63 0,0 168,2+ 0,0 0,56 = 0,0
% 0/100 168 0,50+£0,0 15700  0,47+0,0 3,11+0,0 20,7+ 0,0 0,01 0,0
= 0/100 336 0,36 £ 0,0 1,73+ 0,0 0,35+0,0 3,05+0,0 34,6 0,0 0,02 +0,0

Iz rezultata mehanickih ispitivanja vidljivo je da nakon 168 sati enzimske razgradnje
dolazi do blagog porasta prekidne ¢vrstoce i istezanja kod Cistih komponenata PCL-a i BW-a.
Vrijednosti rasteznog modula se znacajno smanjuju tijekom enzimske razgradnje kod PCL
polimera i mjesavina PCL/BW, izuzev BW-a kod kojega krutost kontinuirano raste u vremenu.
Kod PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava nakon 168 sati razgradnje dolazi do pada prekidne
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¢vrstoce i istezanja. Krutost i zilavost PCL/BW mjeSavina tijekom vremena razgradnje u HBSS
otopini lipaze se smanjuju.

Na slikama 87-89. prikazane su promjene ¢vrstoc¢e i istezanja PCL/BW mjeSavina
razli¢itog sastava tijekom odredenog vremena enzimske razgradnje. Kod uzoraka PCL/BW
mjesavina tijekom 6 tjedana razgradnje u otopini lipaze Candida cylindraceai tijekom 2 tjedna
u otopini lipaze Thermomycels lanuginosus mehanicka svojstva se ne razlikuju bitnije od
svojstava prije izlaganja djelovanju enzima. Vrijednosti prekidne Cvrstoce 1 prekidnog istezanja
pokazuju diskontinuirani pad, dok se rastezni modul veéi od uzorka prije pocetka razgradnje.
Snizenje vrijednosti mehanickih svojstava PCL/BW mjeSavina tijekom duljeg vremena
enzimske razgradnje moZe se povezati s nastalom poroznom strukturom. Uslijed takve
strukture, voda i enzim lak$e prodiru u unutrasnjost uzorka §to doprinosi brzoj razgradnji.
Porast vrijednosti rasteznog modula upuéuje na porast kristalnosti uzorka s obzirom da je
razgradena amorfna faza mjeSavine zbog djelovanja enzima. Jedan od moguéih razloga
smanjenja mehanickih svojstava je nacin priprave mjesavine. Nejednolika raspodjela BW faze
u PCL matrici predstavanja slaba mjesta u strukturi mjesavne te na tim mjestima zapocinje
popustanje tijekom naprezanja.

Na slikama 87-90. prikazana je ovisnost prekidne ¢vrstoce i prekidnog istezanja o PCL/BW
mjeSavina razli¢itog sastava o vremenu enzimske razgradnje u HBSS otopini enzima lipaze.

H 100/0

30,0 1470/30
& 50/50

25,0 H 0/100

20,0 -

15,0 -

10,0 -

prekidno naprezanje o, N/mm?

w
o
L

0,0 T T T T T 1
0 168 336 504 672 840

vrijeme razgradnje, sati

Slika 87. Vrijednosti prekidnog naprezanja PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava prije i nakon
5 tjedna razgradnje u lipazi Candida cylindracea
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Slika 88. Vrijednosti prekidnog naprezanja PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava nakon 2
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Slika 89. Vrijednosti prekidnog istezanja PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava prije i hakon

odredenog vremena razgradnje u lipazi Candida cylindracea
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Slika 90. Vrijednosti prekidnog istezanja PCL/BW mjeSavina razli¢itog sastava nakon

Na slikama 91-92. prikazane su vrijednosti rasteznog modula mjesavina PCL polimera i BW-a

odredenog vremena razgradnje u lipazi Thermomycels lanuginosus

tijekom razgradnje u otopini lipaze.
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Slika 91.
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Vrijednosti rasteznog modula PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava prije i nakon
odredenog vremena razgradnje u lipazi Candida cylindracea
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Slika 92. Vrijednosti rasteznog modula PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava nakon odredenog
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5. ZAKLJUCAK

Promjena mase PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava tijekom 5 tjedana razgradnje u HBSS
otopini lipaze Candida cylindracea ukazuje na razgradnju mehanizmom povrsinske erozije,
§to je potvrdeno djelovanje lipaze Thermomycels lanuginosus, znatno vece aktivnosti,
tijekom 2 tjedna

Veci gubitak mase uzoraka PCL/BW mjeSavine s ve¢im udjelom PCL-a (70 %) nakon
razgradnje u obje otopine lipaze, ukazuje na brzu difuziju vode zbog prisutne hidrofilnije
PCL faze

Kod PCL/BW mjesavina starenih u otopini lipaze Thermomycels lanuginosus uocavaju
znacajne promjene u strukturi

Mjerenja kontaktnog kuta na povrSini PCL/BW mjesavina razli¢itog sastava pokazuju
velike vrijednosti kontaktnog kuta, tj. slabe polarne interakcije. BW ima izrazito hidrofoban
karakter, posljedi¢no tome niske je polarnosti, odnosno niske povrsinske energije

Parametri adhezije ukazuju na dobre interakcije izmedu PCL i BW polimera

Porastom udjela BW u PCL/BW mjesavinama povecava se vrijednost kontaktog kuta Sto
ukazuje na preferirano smjeSatanje BW komponente mjeSavine na povrsini

Mjerenja kontaktnog kuta s vodom kod PCL/BW mjeSavina pokazuju porast hidrofobnost
nakon 2. tjedana nakon enzimske razgradnje Sto je rezultat veCe poroznosti strukture, a
tijekom daljnje razgradnje dolazi do porasta hidrofilnosti

FTIR-ATR spektoskopijom utvrdene su promjene u strukturi PCL/BW mjeSavina nakon
enzimske razgradnje s lipazom. Prisutnost peptidnih veza ukazuje na vezanje enzima na
povrsini PCL/BW mjeSavina

Razgradnja mehanizmom povrsinske erozije PCL i BW polimer te PCL/BW mjeSavine
potvrdena je i SEM analizom

DSC analiza pokazuje promjenu porasta udjela kristalne faze tijekom enzimske razgradnje

DSC analizom je utvrdno da BW utjece na kristalnost PCL polimera, tj, razrusava kristalnu
strukturu PCL-a

TGA analizom je utvrden jedan razgradni stupanj PCL/BW mjeSavina s manjim udjelom
voska (do 50%) ukazuje na njihovu mjesljivost

Toplinska stabilnost PCL/BW mjeSavina ne mijenja se znacajnije nakon enzimske
razgradnje u otopini lipaze Candida cylindracea te lipaze Thermomycels lanuginosus, u
vremenu do 5 tjedana i 2 tjedna

PCL polimer povecava toplinsku stabilnost péelinjeg voska (BW)
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W Mehanic¢ka ispitivanja su pokazala snizenje vrijednosti prekidnih karakteristika PCL/BW
mjesavina nakon enzimske razgradnje s lipazom $§to ukazuje na dobru razgradnju u
prisutnosti ovog enzima
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7. POPIS SIMBOLA | KRATICA

PCL poli(e-kaprolakton)

PLA poli(laktid)

PGA poli(glikolid)

BW pcelinji vosak (eng. beeswax)

PCL/BW mjeSavine poli(e-kaprolakton) i pCelinjeg voska

Ser serin

Asp asparagin

Glu glutamin

His histidin

HBSS Hankova otopina soli (eng. Hank's balanced salt solution)

DSC diferencijalna pretrazna kalorimetrija

TGA termogravimetrijska analiza

FTIR Fourier transformirana infracrvena spektroskopija

IR/ATR infracrvena spektroskopija, prigusena totalna refleksija (eng. Attenuated

total reflection)

SEM pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scanninig electron microscopy)
0 kontaktni kut (°)

v valni broj (cm™)

w maseni udio (%)

Am promjena mase (%)

Mo masa u vremenu 0 ili po¢etna masa (g)

m¢ masa u vremenu t (g)

my masa mokrog uzorka (g)

GM gubitak mase (%)

Am, apsorbirana voda (%)

Y slobodna povriinska energija (mJ m™)

v disperzijska komponenta slobodne energije povrsine (mJ m™)
P polarana komponenta slobodne energije povrsine (mJ m™)
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YsL slobodna medupovrsinska energija (mJ m™)

S koeficijent razlijevanja

Wa termodinami&ki rad adhezije (mJ m®)

T temperatura (°C)

Ty temperatura staklastog prijelaza ili stakliste (°C)

T temperatura kristalizacije (°C)

Tm temperatura taljenja (°C)

Ty temperatura razgradnje (°C)

T max temperatura pri maksimalnoj brzini razgradnje (°C)

Tonset temepratura pocetka razgradnje (°C)

Tend temepratura kraja razgradnje (°C)

AG slobodna Gibbsova energija

AHn, entalpija taljenja (J g

AHp® entalpija taljenja 100 % polimera (J g™)

AH, entalpija kristalizacije (J g™)

X stupanj Kkristalnosti (%)

Cp toplinski kapacitet (J g™%)

AC, specifi¢ni toplinski kapacitet (J g'K™)

op prekidna &vrsto¢a (N mm?)

oy vla¢na &vrstoéa (N mm™)

E prekidno istezanje (%)

& vlacno istezanje (%)

E modul elasti¢nosti ili Youngov modul (N mm™)
rad (N mm)
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