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Ramanovu spektroskopii 1ze v chemii pouzit nejen k ur€ovani chemického slozeni, ale také pro ziskavani dalsich in-
formaci o struktufe materialu. Ve spektrech semikrystalickych polymerd Ize nalézt vzajemné odlisné pasy charakteristické
pro krystalickou nebo amorfni fazi, stanovit z nich krystalinitu a z ni odhadnout miru degradace polymeru. V ptedlozené
studii byly vyhodnoceny zmény raménka pasu na vlnoétu 1733 cm ' v Ramanovych spektrech vlakna z poly(p-dioxanonu)
podrobeného hydrolytické degradaci. Pro riizné dlouhé doby degradace byly vypocteny obsahy ploch pod raménkem toho-
to pasu a téz byl proveden jeho modelovy rozklad na predpokladané piky krystalické a amorfni faze. Obsahy ploch pod
raménkem i parametry modelovych pikd byly porovnany s hodnotami krystalinity ziskanymi pomoci diferencni skenovaci
kalorimetrie, pfi¢emz bylo dosazeno dobré shody. Tato prace ukazuje piiklad vyuziti Ramanovy spektroskopie pfi studiu
hydrolytické degradace polymert.
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Uvod e 1&¢iv!*'%. Pro tento ticel je 1é¢ivo zabudovano do struk-
tury polymeru a béhem degradace je postupné uvoliiovano
Degradaci polymeru se mini zména jeho fyzikalnich do o3etfovane tkang.
vlastnosti v prub&hu ¢asu, nejcastéji to jsou vlastnosti me- Pro zdravotnické ucely se Casto pouZivaji polymery
chanické. Obvykle jsou takové zmény nezadouci. V poz- zalozené na laktonech, pfedev$im polymlécna kyselina
dgjsich fazich degradace polymeru je vidét jeho rozklad (PLA), polyglykolova kyselina (PGA) a jejich kopolymer
i pouhym okem. Z fyzikalné-chemického hlediska je nej- (PLGA), dale poly(p-dioxanon) (PPDX, polydioxanon),
vyznamn&j§i zménou rozpad patefniho fetézce polymeru, polykaprolakton ~(PCL) a  polytrimethylenkarbonat
tento proces se nazyva depolymerizace'. (PTMC). Jedna se o alifatické polyestery, obvykle vyrabé-
Rozpad polymernich fetézcli miize v principu nastat n¢ polymerizaci s oteviranim kruhu (tzv. ring-opening
u libovolného polymeru na kterékoliv vazbé tvofici patet polymerization). Sté€peni jejich fetézcl je zplusobovano
fetézce, ale obvykle jsou predmétem zdjmu polymery hydrolyzou na esterové skupin€. Uvedené polymery maji
s relativné kratkou dobou degradace. P¥i¢inou rozpadu vzdjemné odlisné vlastnosti (napf. rychlost degradace,
mohou byt chemické reakce (napf. hydrolyza), fyzikalni pevnost v tahu, pruznost apod.), kter¢ lze navic upravit
procesy (ptisobeni vysokych teplot & elektromagnetického vytvéafenim vhodnych kopolymerd'”.
zéteni s dostate¢nou energii) nebo Zivé organismy' . Pro Polydioxanon, patentovany jiz v roce 1977, je v dnes-
zkouméni degradace polymerti existuje fada diivodii, mezi ni dob€ hojn¢ vyuZivan pro medicinské ucely. Strukturni
hlavnimi je vyuZiti biodegradovatelnych polymerti ve vzorec PPDX je uveden na obr. 1. Za hydrolytickou de-
zdravotnictvi. gradaci PPDX je zodpovédna esterova skupina, jejiz vazba
Biodegradovatelné polymery se ve zdravotnictvi hoj- C-O je §tépena vodou'®. Protoze polymerni fetézec PPDX
né pouzivaji jako materialy pro spojovaci a podptrné prv- ma oproti PLA a PGA mensi podil esterovych vazeb, je
ky, které se v téle po definované dobé samy rozpadnou jeho degradace pomalejsi"”. Tato vlastnost je vyhodna
aneni nutné je operativné odstraniovat. Jedna se naptiklad v aplikacich vyZadujici delSi pisobeni podpirného prvku
o chirurgické nité*®, stenty’'’, membrany pro regeneraci na oSetfovanou tkan, jako naptiklad 1éba benignich
tkan&1 a podobn, S tispéchem se vyuivaii i jako nosi- a malignich striktur jicnu”® apod. Polymer obsahuje velmi
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Obr. 1. Strukturni vzorec poly(p-dioxanonu)

ohebnou skupinu etherovou. Pravé diky ni jsou vlakna
vyrobena z PPDX velmi pruzna'’. Polydioxanonova vlak-
na — obvykle vyrdbénd extruzi za tepla — tak nachazeji
uplatnéni jako chirurgické nit¢ nebo jsou z nich vyrdbény
degradabilni stenty.

Teplota skelného ptechodu PPDX je pfiblizné —10 °C
a teplota tani okolo 100 °C, v zavislosti na molekulové
hmotnosti a pfedchozi teplotni historii. Diky t€émto hodno-
tam teplot je PPDX za béznych podminek semikrystalicky
s krystalinitou cca 50 % (cit'®*"). V produktech vyrabé-
nych vysuSenim ¢i odlévanim jsou z krystalovych lamel
formovany typické sférolity, avSak ve vlaknech extrudova-
nych za tepla vznikaji malé, vysoce usporadané lamely
s vyskou okolo 10 nm (cit."*?°).

Pro hydrolytickou degradaci semikrystalickych
polymerti je typické, Zze prednostné degraduje jejich
amorfni faze a teprve pozdé&ji faze krystalickd. Divodem
je, ze voda lépe difunduje neusporadanou amorfni struktu-
rou. Depolymerizaci uvolnéné monomery nebo oligomery
svelmi kratkymi fetézci jsou poté vyplavovany
z materialu ven. Krystalinita polymeru se tedy v prabéhu
degradace zvysuje, a to ma vliv na jeho vlastnosti'’**%.

Stanoveni krystalinity mtize poslouzit mj. k posouze-
ni miry degradace polymeru. Pro stanovovani krystalinity
polymeri jsou bézné vyuZzivany diferen¢ni skenovaci kalo-
rimetrie (DSC) a rentgenova difrakce?, aviak pro tento
Gidel je mozné vyuzit i Ramanovu spektroskopii®.

Ramanova spektroskopie je sesterskou metodou
k infracervené spektroskopii. Zatimco infracervena spek-
troskopie sleduje zavislost poklesu intenzity polychroma-
tického budiciho zareni na jeho vlnové délce, v Ramanové
spektroskopii ozafujeme vzorek monochromatickym zate-
nim (laserem) a méfime tzv. Ramaniv rozptyl, majici pi-
vod ve zméné vibracné-rotacnich stavli molekul vzorku.
I rozptylené Ramanovo zafeni lze popsat jako zavislost
intenzity na vinové délce (pfesnéji na vino¢tu Ramanova
posunu). Podstatné je, ze podobné jako v infracervenych
spektrech, i v Ramanovych spektrech lze nalézt pasy od-
povidajici riznym vibra¢né-rotacnim staviim molekul ¢i
jejich funkénich skupin®.

Nejcastéji se Ramanova spektroskopie vyuziva ke
zjistovani chemického slozeni latek®, ale jeji principy se
uplatiiuji 1 v fadé ,,exotickych® metod, naptiklad v méteni
Ramanovy optické aktivity®®. Dobré vysledky piinasi Ra-
manova spektroskopie i pii vyzkumu polymeri, kde téz
umoznuje urcovat prostorové uspofadani polymernich
fetézct®’, a pokud lze ve spektru semikrystalického mate-
ridlu rozlisit pasy krystalické a amorfni faze, ur€ovat jeho
krystalinitu®.
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Pro hlubsi vyzkum materiall je vSak potfeba provést
podrobnou analyzu pfislusnych oblasti Ramanova spektra.
Proto je cilem této studie detailni rozbor spekter v oblasti
vInoétu 1733 cm', které je vhodna pro zjistovani krystali-
nity PPDX. Pokud je ndm zndmo, analyza v predloZené
podrobné formé& dosud nebyla publikovéana.

Experimentalni ¢ast

Predlozena studie je zaloZena na vyzkumu popsaném
v cit.?, jehoZ pfedmétem byla degradace biliarnich degra-
dovatelnych stentd vyrobenych firmou ELLA-CS (Hradec
Kralové, Ceska republika). Tyto stenty maji délku 80 mm,
primér 8§ mm a jsou vyrabény z PPDX vlaken o priméru
0,39 mm. Vldkna obsahuji <0,1 hm.% barviva Solvent
Violet 13. Stenty byly degradovany ve fosfatovém puf-
ru (PBS) po dobu 0, 3, 6 a 9 tydnu (8 stentl pro kazdou
dobu degradace) pii teploté 37 °C. Pocatecni pH pufru
bylo 7,45, béhem degradace hodnota pH postupné klesla
na 7,19. Po degradaci byly stenty rozpleteny na volna
vlékna, kterd byla nasledné nastiihdna na kousky o dél-
kéch 7 a 3 cm, podle druhu analyzy.

Ve vyse citovaném vyzkumu byly testovany mecha-
nické vlastnosti popsanych vlaken, provadény termalni
analyzy metodou DSC a sledovana Ramanova spektra.
Z vysledku této studie vyuzivame hodnoty krystalinity
vzorkll zjiSténé pomoci DSC a Ramanova spektra, kterd
dikladné vyhodnocujeme a diskutujeme.

Pro registraci Ramanovych spekter byl pouzit Rama-
ntv mikrospektrometr XploRA PLUS (Horiba, Kyoto,
Japonsko) s excita¢nim laserem o vlnové délce 785 nm
avykonu 10 mW. Vsechna analyzovana vlakna byla ve
spektrometru orientovana rovnob€Zn¢ s rovinou polarizace
excitatniho laseru, aby nedoSlo ke zkresleni vysledkil
v diisledku polarizacni zavislosti intenzity Ramanova roz-
ptylu. Na kazdém vzorku vldkna byla zaznamenéna tfi
dlouhd piehledova spektra (v rozsahu vlnocti Ramanova
posunu 150 az 2100 cm™ ') a 32 kratkych detailnich spekter
(v rozsahu 1550 az 1860 cm ') v matici 4 x 8 bodt vzda-
lenych od sebe 10 um. Zaznam piehledovych spekter byl
provadén s difrakéni  mifizkou o hustot€¢  vrypl
1200 gmm™' a detailnich spekter s difrakéni mftizkou
o hustoté vrypii 1800 g mm ™', kterd poskytuje vyssi spek-
tralni rozliSeni. Zaznam spekter byl fizen a data zpracova-
na softwarem LabSpec 6 version 6.5.2.11, dodavanym
k pouzitému spektrometru. Plochy ramének pasu v oblasti
1733 cm™' byly vypoéteny v programu MATLAB R2020a
(MathWorks, Natick, MA, USA).

Vysledky a diskuse
Vyhodnoceni ptfehledovych Ramanovych spekter
Typické Ramanovo spektrum vladkna PPDX, naméte-

né pii vySe uvedené orientaci vlakna, je uvedeno na obr. 2.
Cernou barvou je zobrazeno naméfené neupravené spek-
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Obr. 2. Typicky pribéh Ramanova spektra vlakna z PPDX; a) ¢erna kiivka znazoriiuje pivodni spektrum, b) Cervena kiivka je spek-

trum po korekci zakladni linie

trum po 9 tydnech degradace, Cervenou barvou totéz spek-
trum po korekci zakladni linie, tedy po odecétu fluorescen-
¢niho pozadi. Spektra nedegradovaného vldkna a vlaken
degradovanych po dobu krat§i nez 9 tydnii se na prvni
pohled prilis nelisi od spektra z obr. 2, avSak 1ze mezi nimi
nalézt nckolik dilezitych rozdild. PredevSim se jedna o
oblast pasu s raménkem na vlno&tu 1733 cm ', ktera bude
podrobné diskutovana v dal§im textu. Ve spektrech degra-
dovanych vlaken dale témér chybi pasy barviva, jimz nale-
zi vinoCty 483, 1242, 1403, 1610 a 1638 cm L. Také se
ukazalo, ze toto barvivo — prestoze je ve vlaknech pfi-
tomno pouze v malém mnozstvi — je vyznamnym zdrojem
fluorescence.

Vsechna spektra obsahuji na vlnoétu 870 cm ™' vyraz-
ny pas, ktery odpovida symetrickym valenénim vibracim
C-O-C. Dale stoji za zminku pas v poloze 1048 cm',
patfici valencnim vibracim C-C, a pas v poloze
1451 cm™, ktery pravdépodobné piislusi deformaénim
vibracim skupin —CH,—. Pro tuto studii je vSak nejdtlezi-
t&j8i pas voblasti okolo 1733 cm™', ktery se sklada
z ostrého piku s raménkem a nalezi karbonylové skupiné
C=0 (cit.*""?).

Tyto pasy, jez vSechny patii PPDX, se béhem degra-
dace vyznamné neméni, avsak jejich vysky jsou silné za-
vislé na thlu pootoceni vlakna vii¢i roviné polarizace lase-
ru. To svéd¢i o tom, ze uzké pasy odpovidaji vysoce pro-
storové orientované, a nejspise tedy krystalové, fazi poly-
meru. Pas vibrace C=0 (1733 cm ') dosahuje maximalni
vysky, pokud je vlakno orientovano kolmo k roviné polari-
zace laseru. Je to dano tim, Ze patefni fetézce jsou v krys-
talovych lamelach dosti piesné uspotradany paralelné
s osou vlakna. Vazba C=0, ktera je na pateini fetézce kol-
ma, je tedy pii této orientaci vlakna rovnobézna s rovinou
polarizace, coz vede k nejvyssi intenzit¢ Ramanova roz-
ptylu. Naopak pfi otoceni vlakna o 90° je vazba C=O kol-
ma k roving polarizace laseru a intenzita Ramanova roz-
ptylu je minimalni®'.

279

Spektrum v oblasti 1733 cm™

Spektralni pas v poloze 1733 cm ™' je charakteristicky
raménkem na pravé stran¢ (smérem k vy$Sim vlnoctiim).
Toto raménko je jedinou oblasti spektra, ve které 1ze pozo-
rovat zmény zpisobené hydrolytickou degradaci PPDX.
Zatimco vyska uzkého piku na 1733 cm ' zistava stejna,
jeho raménko s &asem degradace klesa. Ve studii®® se
predpoklada, ze tento pokles souvisi s ristem krystalinity
ve smyslu snizovani podilu amorfni faze vici fazi krysta-
lické.

Degradaci PPDX pomoci infracervené spektroskopie
zkoumali Kurowiak a spol.?’. Piestoze v Ramanovych
a infraCervenych spektrech maji pasy stejnych vibraci
odliSnou intenzitu, v jejich studii byl v okoli vIno¢tu
1733 em™' t62 pozorovan pas s raménkem, které se b&hem
degradace zmensovalo. To naznacuje, ze ke studiu prubeé-
hu degradace PPDX je mozné vyuzit i infracervenou spek-
troskopii, nicméné nam se vice osvédcila spektroskopie
Ramanova jako metoda citlivéjsi pro oblast vinoctu
1733 cm™'. Na obr. 3 jsou detaily pasu v okoli vlno&tu
1733 cm™! pro degradace trvajici 0, 3, 6 a 9 tydnil. Barev-
né ktivky zndzoriuji prib&hy zaznamenanych a zpriméro-
vanych detailnich spekter v rozsahu 1700 az 1800 cm™". Je
vidét, Ze s postupujici degradaci dochazi k relativnimu
poklesu raménka vici vrcholu piku. Z téchto kiivek byly
vypocteny normalizované plochy ramének (v rozsahu
vinoétd 1736 az 1749cm’'), které jsou uvedeny
v tabulce 1.

V programu LabSpec 6 byly pro tyto zjisténé prib&hy
nalezeny modelové jednoduché piky, z nichz se spektralni
pas sklada: ostry pik krystalické faze (s maximem na vl-
nottu 1733.5cm™') a §irsi, niz§i pik fize amorfni
(s maximem na vlno&tu 1743,5 cm™"). Na obr. 3 jsou piky
krystalické faze vyznaleny prerusovanou Carou a piky
amorfni faze teckovanou carou. Hladka cernd kiivka
v kazdém grafu predstavuje soucet téchto piki. Tyto souc-
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Obr. 3. Porovnani tvaru spektralnich pasi v okoli vino&tu 1733 em™' pro riizné dlouhé doby degradace. Barevné ktivky piedstavuji
zaznamenana spektra, ¢erné¢ jsou vykresleny navrzené modelové piky a jejich soucet

Tabulka I

Porovnani krystalinity rizn¢ degradovanych vlaken PPDX
s plochou raménka pasu v oblasti 1733 cm™' Ramanova
spektra

Doba degradace Krystalinita Plocha raménka
(%] [em™']

Nedegradované 46,4 11,06

3 tydny 48,6 10,67

6 tydnl 51,3 9,86

9 tydnt 55,2 8,86

tové kiivky, které miizeme nazvat modelova spektra, dob-
fe odpovidaji naméfenym spektrim, takze lze predpokla-
dat, ze nalezené¢ modelové piky odpovidaji skutecnym
vibracim.

Nalezené polohy pikd odpovidaji hodnotam uvede-
nym v praci’’, kde Zheng a spol. identifikovali v infracer-
venych spektrech PPDX pas odpovidajici vazbé C=0
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v krystalické fazi na vino&tu 1734 cm™' a pas téze vazby
v amorfni fizi na vino¢tu 1754 cm™'. Hodnota pro amorfni
fazi se vici nasim vysledkim ponékud lisi, pravdépodob-
nou pfic¢inou je odlisna technologie pfipravy vzorku. Za-
timco uvedena studie byla provadéna na pfetaveném mate-
rialu s neuspofadanou vniténi strukturou, naSimi vzorky
byla extrudovana vlakna, jejichz vnitini struktura je znac-
né& usporadana’’.

Modelové kiivky pro rizné doby degradace jsou po-
rovnany na obr. 4. Opét je zde vidét, Ze s rostouci dobou
degradace se snizuje pik amorfni faze, zatimco uzky pik
krystalické faze roste. Tyto zmény lze pozorovat jednak
vzéjemné mezi témito dvéma piky, ale i vici jejich souctu
(tj. modelovému spektru) vyznacenému spojitou carou.
Modelové souctové spektrum ma pro vSechny doby degra-
dace neménné maximum, z ¢ehoz vyplyva, ze na vysce
tohoto maxima se podili i amorfni faze. Ta vSak
s degradaci ubyva rychleji nez faze krystalickd, tudiz ma-
ximum tohoto pasu by se mélo s postupem degradace sni-
Zovat oproti jinym vyznamnym pasim v Ramanové spek-
tru vldkna z PPDX. Tento jev se nepodafilo zaregistrovat,
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Obr. 4. Porovnani navrZzenych modelovych pikii v okoli vinoétu 1733 em™ pro rizné doby degradace vlikna z PPDX. Pferusova-
nou ¢arou je vyznacen pik krystalické faze, teCkovanou ¢arou pik amorfni faze a spojitou ¢arou jejich soucet. Porovnavané kiivky odpovi-

daji prib&htim z obr. 3
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Obr. 5. Pokles obsahu amorfni faze, plochy pod raménkem spektralniho pasu v oblasti 1733 cm ™' a podilu vySek modelovych piki
amorfni a krystalické faze v priibéhu degradace vlakna z PPDX

zfejmée je prili§ maly oproti nejistotdm zplsobenym Su-
mem méfeni i nepfesnostmi korekce zakladni linie.
Tabulka I podava srovnani hodnot krystalinity ziska-
nych z DSC s normovanymi hodnotami plochy raménka
spektralniho pasu v oblasti 1733 cm™'. Cisla uvedena
v této tabulce se vSak tézko porovnavaji, protoze krystali-
nita — na rozdil od plochy raménka — s délkou degradace
roste. Piehlednéji je souvislost mezi mirou krystalinity
a velikosti raménka v prubéhu degradace vyobrazena
v grafu na obr. 5. Misto krystalinity je zde uvedena amor-

281

ficita, tedy podil amorfni faze, ktery Ize Ciselné vyjadrit
jako dopln¢k ke krystalinité do 100 procent. Amorficita je
na obr. 5 porovnana s plochou raménka, vypoctenou
z naméfenych dat, a s podilem vysek modelovych pikt
amorfni a krystalické faze, navrzenych softwarem
LabSpec 6. Hodnoty vsech tii kiivek jsou piepocteny tak,
aby pro nedegradovany vzorek mély hodnotu 1.

Diky tomu, ze prubéhy kiivek jsou monotdénni, mtize-
me Tici, ze existuje jednoznacna zavislost mezi krystalini-
tou, plochou raménka a podilem vysek pikd amorfni
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a krystalické faze. Pribéh kiivky s plochou pod raménkem
témét odpovida prubéhu krystalinity. To je vSak spiSe
nahoda, pfesny tvar kiivky je naptiklad zavisly na vybéru
rozsahu vlnoctt, ve kterém se plochy pocitaji.

Zavér

Predlozeny prispévek predstavil moznost vyuziti Ra-
manovy spektroskopie pro urCeni krystalinity polymert
béhem jejich hydrolytické degradace. Diskutované vysled-
ky byly ziskany pro vlakna z polydioxanonu, lze vsak
predpokladat, Ze obdobny postup bude pouzitelny i pro
jiné polymery, v jejichZ Ramanovych spektrech se vysky-
tuji vzdjemné rozliSitelné piky pro krystalickou a amorfni
fazi. Na zéaklad¢ dikladné analyzy spektra v oblasti
1733 ecm ' Ize fici, Ze mé&feni plochy raménka tohoto pasu
je jednoduché a ziejmé vhodné pro operativni ptehledové
meéfeni, zatimco nalezeni oddélenych pikd pro obé faze
umoziuje hlubsi pohled na spektrum zkoumaného materi-
alu, coz je vhodné pfedevsim pro detailni vyzkum.

Autori  dekuji  Ing. Zuzané  Zmrhalové,  Ph.D.
z Univerzity Pardubice za stanoveni krystalinity studova-
nych vzorkii.
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The Use of Raman Spectroscopy to Assess the
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Medical Purposes

Raman spectroscopy can be used in chemistry not
just to determine chemical composition, but also to obtain
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further information on the material structure. In the spectra
of semi-crystalline polymers, distinct bands characteristic
of the crystalline or the amorphous phase can be found,
the degree of crystallinity determined from them, and the
degree of polymer degradation estimated from the
crystallinity. In the present study, changes in the
1733 cm ™' band shoulder in Raman spectra of poly(p-di-
oxanone) fibres subjected to hydrolytic degradation were
evaluated. For different degradation periods, the areas
under the shoulder of this band were calculated and
amodel deconvolution of this band into assumed
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crystalline and amorphous peaks was also performed. The
areas under the shoulder, as well as the model peaks’
parameters, were compared with the crystallinity values
obtained by differential scanning calorimetry, achieving
a good agreement. This work shows an example of using
Raman spectroscopy when studying the hydrolytic
degradation of polymers.

Keywords: Raman spectroscopy, polymer degradation,
stent, polydioxanone, crystallinity, modelling of spectra
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