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ABSTRAKT

Prvni cCast disertaéni prace je zaméfena piedevSim na studium
biodegradacnich procestl v anaerobnim prostiedi. Jednotlivé kapitoly teoretické
Casti této prace se zabyvaji anaerobni fermentaci, pii niz je hojné vyuzivana
rostlinnd biomasa, dale moznostmi pfedupravy biomasy a kone¢n¢ latkami, které
mohou Vv ramci téchto predaprav vznikat a pisobit tak potencialné inhibi¢né
na obsah methanu v bioplynu. Pro samotné experimenty byly na zakladé studii
vybrany inhibi¢ni latky furfural, 5-hydroxymethylfurfural, kyselina galova
a tiislova a byl sledovan jejich vliv na produkci methanu. Nejvétsi miru inhibice
produkce methanu prokazal 5-hydroxymethylfurfural jiz pii koncentraci 0,2 g/l
a nasledné pak furfural v koncetraci od 1 g/l. Kyselina galova a tfislova
neovlivnily produkci methanu, jejich pfidavkem byla spise podpofena.

Druha ¢ast prace je zaméctena na sledovani biodegradacnich procest kyseliny
polymlécné a jejich smési v kompostu. V teoretické Casti jsou struéné popsany
vlastnosti, vyroba a vyuziti kyseliny polymlééné (PLA), moznosti modifikace
PLA ptidavkem riznych latek, kterymi muze dochazet
ke =zlepSeni jejich mechanickych, chemickych ¢i fyzikalnich vlastnosti.
V experimentalni Casti prace je popsana morfologie vyrobenych smésnych
materialti s PLA a nasledna biodegradace téchto materialt v kompostu. Latky
pouzité na piipravu smésnych filmi byly triacetin, kyselina polyhydroxy-
maselna a sedm riznych komeréné dostupnych nemodifikovanych nebo
organomodifikovanych montmorillonitt. Vyrazné zrychleni biodegradace oproti
¢isté PLA bylo zaznamenano U smési PLA/Cloisite 10A, vzhledem k jeho dobré
interkalaci a homogeni disperzi vrstev oxidu kiemicitého v polymerni matrici.

Tteti, neméné vyznamnou kapitolou je studium materiali na bazi Skrobu
a jejich biologicka degradace vV prostfedi kompostu. Tyto materialy byly
pfipraveny riznymi postupy vyroby, s riznym stupném modifikace a obsahem
celulosovych vldken. V ¢asti teoretické je strucné shrnuta problematika Skrobu
a jeho modifikace, v experimentalni casti pak pribéh biodegradace téchto
materialti v zavislosti na jejich slozeni v kompostu. V souvislosti se $krobovymi
materidly bylo zji§tovano sloZeni mikrobialniho konsorcia pomoci molekularné
biologickych metod. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd bylo identifikovano
mikrobidlni konsorcium podilejici se na biodegradaci téchto materidlt, kde byly
zastoupeny prevazné bakterie rodli Tuberibacillus, Geobacillus a Alicyclobacillus.

Klicova slova: bioplyn, methan, inhibice, biodegradace, kyselina polymlécna,
plynova chromatografie, Skrob, nanojily



ABSTRACT

First part of this thesis is looking at the study of the biodegradation proceses
on anaerobic environment. Each chapter of the theoretical part is concerning
the anaerobic fermentation, where the plant biomass is used in large. And finally,
the substances, which could in this case of the preparations appear and cause
a potential inhibition to the biogas production. Based on the study were for the
experiment  purposes chosen the inhibition substances furfural,
5-hydroxymethylfurfural, gallic acid, and tannic acid and the influence of these
substances on the production of methan in biogas has been observed. The highest
inhibition in/of production of methan has been prooved to appear with
5-hydroxymthylfurfural, already at 0,2 g/l and further then furfural in concetration
from 1 g/l. It was observed that gallic and tannic acid did not influence
the production of methan in biogas, moreover the production of methan was
supported by the addition of these to acids.

Second part of the this work is focusing on obseration of the biodegradable
processes of polylactic acid and its compounds in compost. In the theoretical part
the brief describtion of the character, proces and the application of polylactic acid
(PLA) as well as the possibilities of modification of PLA
with the addition of different substances, that can improve its mechanical,
chemical or physical properities. In the experimental part is described morphology
of the produced mixed materials and subsequently their biodegradation
in compost is looked at. The substances used for the preparation of mixed films
were triacetin, polyhydroxybutyrate and seven other commercially accessible
non-modified or organo-modified montmorillonite. Significant accelerance
of biodegradation was noted with the mixtures PLA/Cloisite 10A compare to the
pure PLA. Due to its easy intercalation and homogenic dispersion
of silicon dioxide layers in polymer matrix.

Third, no less significant part is a chapter studying the starch-based materials
and its biological degradation in the compost environment. These materials were
prepared using different production processes, with different degree
of modification and content of cellulose fibres. In the theoretical part the
problematic of starch and its modification is briefly summarised.
In the experimental part, the biodegradation of those materials in connection to its
composition in compost is described. In connection to the starch materials,
the composition of microbial consortium using the molecular biological methods
was determined. On the bases from the gained results the microbial consortium
contributing to the biodegradation of those materials was identified and was
predominantly  represented by bacteriaria  Tuberibacillus, Geobacillus
and Alicyclobacillus.

Keywords: biogas, methane, inhibition, biodegradation, polylactic acid, gas
chromatography, starch, nanoclays
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Béhem minulého stoleti vyvolal alarmujici narust plastového odpadu znacny
zajem, protoze piedstavuje zavazny problém pro Zivotni prostfedi. Zacala
celosvétova vyzkumna ¢innost, kterd vedla k né¢kolika akcim a strategiim, jak se
tomuto problému vyhnout a zabranit dal§imu rtstu tohoto odpadu (Rudnik et. al.,
2008) Proto je rostouci zdjem o nové materialy s dobrymi zpracovatelskymi
vlastnostmi, kter¢é mohou nahradit syntetické plastové materidly v fadé
pramyslovych aplikaci, pfevazné¢ v zemédélstvi a v obalovém priamyslu.
Moznym feSenim a alternativou k béznym polymerim jsou biodegradabilni
polymery, které mohou byt rozlozeny mikroorganismy bez negativnich dopadi
na zivotni prostfedi. Bioplymery zahrnuji pfirodni polymery z rostlin, jako je
Skrob, polymery jejichZ monomery maji pfirozeny plvod, jako je kyselina
polymlé¢na a samoziejmé mnoho dalSich (Rychter et al., 2016; Song et al.,
2009).

DalSim diskutovanym tématem je produkce bioplynu z cilené péstovane
roslinné biomasy, ktera je sloZena z celulosy, hemicelulosy, ligninu a dalSich
organickych latek. Lignocelulosova struktura je odolnda vac¢i anaerobni
fermentaci, vzhledem k velké asociaci mezi ligninem a hemicelulosou a je
potieba ji  pfedupravit. Jednou zmoznych metod pfedupravy je
termicko-expanzni hydrolyza, kde je substrat zpracovavan pod vysokym tlakem
a teplotou. Cilem je dosdhnout dostate¢né solubilizace lignocelulozy pro zvySeni
hydrolyzy a tim jeji pfistupnosti pro mikroorganismy (Bruni et al., 2010).
Nicméné, béhem tohoto procesu mize dochazet ke vzniku inhibi¢nich latek,
které mohou mit vliv na vyslednou vyteznost bioplynu a je potteba tyto latky
sledovat a predchazet jejich vzniku.

Spolecnym znakem obou témat je metoda stanoveni plynnych produkti pomoci
plynové chromatografie, kterda umoznuje zkoumat biodegradacni pribéh latek
V piidnim ¢1 vodnim prostiedi. Je zaloZena na zkoumdni zmén v plynné fazi
uzaviené¢ho zkuSebniho systému, kde dochazi ke sledovani oxidu uhli¢itého,
kysliku nebo methanu, které vznikaji pti biologickych procesech. Tato metoda je
hojné vyuzivana v souvislosti s vySe popsanou problematikou (Diimal et al.,
2007).



1.1 Sledovani vlivu inhibi¢nich liatek na obsah methanu v
bioplynu v priibéhu anaerobni fermentace

Anaerobni fermentace je zndmy zplsob vyroby energie z obnovitelnych
zdrojl bez ptistupu vzduchu, kde dochézi k rozkladu organickych degradabilnich
materiali na bioplyn a nerozlozitelny zbytek organické hmoty (Holm-Nielsen
et al., 2009; Appels et al., 2011). Ziskany bioplyn se sklada prevazné z methanu
a oxidu uhlicitého a je vyuzivan pro vyrobu tepla a energie. Bézn¢ pouzivanymi
substraty pro bioplynové stanice jsou rostlinnd biomasa, napiiklad pSenice
a kukufi¢nd silaz. Mohou byt vyuzity 1 jiné substraty jako je hnilj, organicka
slozka komunalniho odpadu nebo odpadni vody (Nallathambi et al., 1997).
Anaerobni fermentace je komplexnim souborem na sebe navazujicich procest,
ktery vyzaduje metabolickou soucinnost. MliZze probihat samovolné v ptirodé¢
nebo fizené v bioplynovych stanicich (Appels et al., 2008).

1.1.1 Faze anaerobni fermentace

Prib¢h anaerobni fermentace, znazornény na Obr. 1.1, se sklada ze ctyf
na sebe navazujicich fazi (Dohanyos et al., 1998; Kupec, 2002):

Hydrolyza -~ Vvtomto kroku dochazi krozkladu rozpusténych
1 nerozpusténych makromolekuldrnich organickych latek (lipidy, polysacharidy,
proteiny, nukleové kyseliny) za vzniku latek nizkomolekularnich, rozpustnych
ve vodé. Reakce je katalyzovana extracelularnimi hydrolytickymi enzymy
produkovanymi fermenta¢nimi bakteriemi. Nizkomolekularni latky jsou
transportovany dovnitt bakterialnich bunck, kde dochazi k dalSim reakcim.

Acidogeneze — v této fazi jsou produkty hydrolyzy dale §t€peny na jednodussi
organické latky, jako alkoholy, kyseliny, oxid uhli¢ity a vodik. Prostfednictvim
acidogennich bakterii vznika fada kone¢nych redukovanych produkti zavislych
na charakteru poc¢ate¢niho substratu a podminkach prostredi.

Acetogeneze — je tieti fazi anaerobni fermentace, ve které dochazi k oxidaci
vysSich mastnych kyselin, alkoholl a aromatickych slou¢enin na oxid uhlicity
a vodik.

Methanogeneze — posledni faze procesu, v niz dochazi ke tvorbé methanu
a oxidu uhli¢itého z jednouhlikatych latek, vodiku a kyseliny octové.
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Obr. 1.1 Schéma tvorby bioplynu z biologicky
rozlozitelnych odpadi (Patinvoh et al., 2017)

Vyslednym produktem anaerobni fermentace je bioplyn, ktery se sklada
pfevazné z methanu a oxidu uhli¢itého, v mensi mite se vyskytuji i vodik, dusik,
sulfan a stopovd mnoZstvi amoniaku, t€kavych mastnych kyselin a dalSich latek.
Kromé bioplynu je produktem tohoto procesu 1 digestat, coZ je stabilizovany
zbytek po vyhniti se snizenym obsahem biologicky rozlozitelnych latek. Jeho
vlastnosti jsou ovlivnény druhem zpracovavané biomasy a parametry procesu
(Heviankova et al., 2014; Kubasek, 2012).

V dobfte pracujicich reaktorech dochazi ke vzniku 65 — 80 % methanu, s ¢imz
uzce souvisi 1 vysledna vyhfevnost bioplynu, obvykle v rozmezi
13,72 — 27,44 kJ/m3 (Straka, 2003; Dohanyos et al., 1998). Vytéznost procesu je
ovliviiovdna fadou faktort jako je teplota, pH, vlhkost a dalSich, neméné
dtlezitou roli pak hraje volba vstupniho materidlu. Z divodu dostupnosti, nizké
ceny, a predevsim relativné vysoké vytéznosti bioplynu z jednotky hmotnosti, je
nejvice vyuzivana rostlinnd biomasa (Zabranska, 2010).
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1.1.2 Substraty pro bioplynové stanice

Rostouci pocet bioplynovych stanic ma za nasledek také riist poptavky
na vhodné substraty. Jako substrat pro bioplynovou stanici mohou byt vyuzity
substraty obsahujici sacharidy, bilkoviny, tuky, celulézu a hemiceluldzu jako
hlavni slozky (Weiland, 2010). Nejcastéji pouzivanymi substraty
u zemédeélskych bioplynovych stanic je rostlinna biomasa, napiiklad kukufice,
ktera je za timto icelem cilené péstovana ¢i travni silaz (Zabranska, 2010). Mezi
dalsi suroviny, které je mozno zpracovavat v bioplynovych stanicich patii hntj,
kejda, odpady z zivocisné a rostlinné vyroby, ¢i odpadni kaly vznikajici pfi
¢i§téni odpadnich vod. Vytéznost bioplynu se u jednotlivych substratii znacné lisi
v zavislosti na jejich pivodu, obsahu organickych latek a sloZzeni substratu.
Napftiklad tuky poskytuji nejvyssi vytéznost bioplynu, ale vyzaduji dlouhy
retencni ¢as kvili Spatné biologické dostupnosti (Weiland, 2010). Efektivnéjsi
pribéh procesu a vyS§i vytéznosti bioplynu Ize pak dosdhnout pouZzitim
kosubstrati a jejich kombinaci.

Kukuti¢na a travni silaz predstavuje pres 50 hm. % vSech substrati. Hlavni
vyhody pouZiti rostlinné biomasy pro vyrobu bioplynu je relativné vysoka
produkce bioplynu z jednotky hmotnosti a zavedené postupy jejiho péstovani,
sklizn€ a konzervace. Anaerobni fermentaci 1ze pak z tuny kukuficné silaze ziskat
az 200 m?® bioplynu. Nevyhodou zpracovani rostlinné biomasy je zejména nizka
ucinnost procesu dana Spatnou rozloZitelnosti rostlinnych materiali (Zabranska,
2010; Prochazka et al., 2012).

1.1.3 Struktura ligninocelulosovych materialua

Rostlinna biomasa je slozena ptevazné z celulosy, hemicelulosy a ligninu.
Tyto pfirodni polymery spolu uzce interaguji a tvoii tak komplexni matrici,
odolnou vici biotické a abiotické degradaci, zvlast€¢ pak v anaerobnich
podminkach (Adney et al., 1991; Prochazka et al., 2012).

Celulosa ptedstavuje hlavni slozku rostlinné biomasy, jejiz struktura
je tvofena jednotkami glukosy navzajem spojenymi B(1—4) glykosidickou
vazbou. Celulosové fetézce jsou sestaveny do vlaken, takzvanych mikrofibril,
V nichz se stfidaji méné usporddané¢ amorfni a vysoce organizovan¢ krystalické
struktury (Hendriks et al., 2009; Paulova et al., 2012a).

Hemicelulosa je komplex polysacharidi, ktery je sloZzen s pentosy, hexosy
a cukrii kyselin. Neobsahuje prakticky zadné krystalické ¢asti a je tedy snadnéji
degradovatelna ve srovnani s celulosou.

Tteti slozkou rostlinné biomasy je amorfni heteropolymer lignin, ktery je
pevné svazan s celulosovymi a hemicelulosovymi vldkny a dodava celé struktufe
pevnost a odolnost. Je tedy nejvice resistentni vii¢i mikrobidlnimu ataku
(Hendriks et al., 2009; Paulova et al., 2015). Stupeni odolnosti rostlinné biomasy
k mikrobialnimu napadeni se li§i v zavislosti na typu lignocelulosy, slozeni
bunécné stény a staii bunck, je ale také ovliviiovan riznymi zpracovatelskymi
postupy  jako naptiklad suSenim i ohfevem (Taherzadeh
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et al., 2012). Relativni odolnost lignocelulosového komplexu vii¢i chemickému
a biologickému rozkladu ptedstavuje vyznamnou nevyhodu rostlinné biomasy
v ramci jejiho biotechnologického potencidlu z diavodu prodlouzeni procesu
a zéaroven snizovani vynosi produkce bioplynu. Z téchto divoda je nutna
pfeduprava rostlinné biomasy, jejimz cilem je narusit organizovanou strukturu
lignocelulosovych celki (Fan et al., 2006).

1.1.4 Preduprava rostlinné biomasy

Pro efektivni vyuziti rostlinné biomasy pii vyrobé bioplynu je v prvni fad¢
nutnd jeji hydrolyza, ¢imZ dochazi k otevieni odolné lignocelulosové struktury
a tim ke zlepSeni pfistupnosti pro degrada¢ni mikroorganismy. Rychlost a rozsah
hydrolyzy zéavisi na sile spojeni ligninu, hemicelulosy a celulosy, ale také na
stupni  krystalinity (Patinvoh et al., 2017). K naruseni struktury
lignocelulosového materidlu v praxi dochazi vhodné zvolenou metodou
piedupravy.

Metody predupravy

Mechanické metody — zde se vyuziva predevsim procesu jako drceni, mleti,
sekani aj. Timto zpisobem piedupravy dochazi ke zvétSeni povrchove plochy
a velikosti port a tim ke zlepSeni pristupnosti organickych latek enzymatickému
rozkladu. Nevyhodou téchto procestt je vysoka spotieba elektrické energie
(Bochmann et al., 2013; Onyeche et al., 2002; Taherzadeh et al., 2008).

Fyzikalni metody — do této kategorie se fadi naptiklad termickd hydrolyza,
autohydrolyza (exploze vodni parou), expanze ¢pavkovych par ¢i expanze COs.
Vysledkem je sniZzeni stupné polymerace spolu s ¢asteCnou hydrolyzaci
hemicelulosy a ¢aste¢nou solubilizaci ligninu (Hendriks et al., 2009; Johnson
et al., 2008).

Chemické metody — jsou zaloZeny na rozkladu biomasy pomoci chemikalii,
a to jak organickych, tak anorganickych kyselin ¢i zasad. Spole¢nym c¢initelem
pro tyto metody je tvorba toxickych latek a inhibitorG hydrolyzy; dochéazi také
ke korozi reaktorii. Dal§i nevyhodou chemickych metod predupravy je take jejich
finanéni naro€nost spojena s regeneraci a recyklaci pouzitych chemikalii,
nicméné v porovnani s ostatnimi metodami jsou nejucinnéjsi (Johnson et al.,
2008; Singh et al., 2014).

Biologické metody — jsou zaloZeny na vyuZiti riznych druhi mikroorganismd.
NejcCastéji jsou vyuzivany nékteré kmeny dievokaznych hub bilé a hnédé
hniloby, dale pak enzymy, ¢i nékteré mikroorganismy jako naptiklad Bacillus
sp., nebo Aspergillus sp. Vyhodou vyuziti téchto metod jsou nizké energetické
naroky, nevyhodou je pak znacnd Casova naro¢nost a vysokd cena enzymu
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(Forgacs et al., 2011; Mazotto et al., 2013; Patinvoh et al., 2016; Zaghloul et al.,
2011).

Termicka preduprava

Jednou z nejcastéji zkoumanych metod predipravy, a to vcetné jejiho efektu
na riizné druhy biomasy, je termicko-expanzni hydrolyza (Olabi et al., 2013;
Fernandez-Cegri et al., 2012; Zieminski et al., 2014; Lopez et al., 2014;
Bohutskyi et al., 2014; Bruni et al., 2010; Galbe et al., 2007). Princip termické
predupravy je zndzornén na Obr. 1.2; biomasa je za vysokého tlaku po urcitou
dobu zahtivdna na vysokou teplotu. Nasledn¢ dochazi k uvolnéni tlaku, ¢imz
dochézi k dalSimu naruSeni kavitaci. Vysoka teplota narusi buiikky v komplexni
matrici
a zpusobi hydrolyzu makromolekul, jako jsou proteiny, uhlovodiky a tuky
vylu€ované z buniky. Pomoci termické pfedupravy dochézi k naruSeni bunécné
stény, ktera je pak lépe ptistupnd pro degrada¢ni mikroorganismy (Carrere
et al., 2010). Bauer et al. (2009) studovali efekt termické predipravy na
vytéznost methanu u pSeni¢né slamy, ktera byla podrobena tpravé po dobu
10 min pfi teploté 160 °C a po dobu 15 min pii 180 °C. V prvnim piipad¢ doSlo
ke zvyseni specifického vynosu methanu o 14 % a ve druhém pfipad¢ o 20 %.
Se zvySenim doby zdrZeni na 20 min pii teploté 200 °C v reaktoru jiZ pozitivni
vliv na produkci methanu zaznamenan nebyl. Autofi dale studovali vliv této
pfedipravy na suché seno pii teplotach v rozsahu 160 az 220 °C. Po ptedupravé
biomasy pii 175 °C po dobu 10 min byl pozorovan pozitivni vliv na vytéZnost
methanu, ktera se zvySila o 17 %. Pii vysSSich teplotaich pak opét doslo
K vyraznému sniZeni vytézku methanu. Divodem tohoto jevu mize byt tvorba
latek, které inhibuji mikroorganismy zodpovédné za anaerobni rozklad (Bauer
et al., 2009; Bauer et al., 2014).

Pouzitim vysokych teplot a tlakli pro naruseni komplexu rostlinné biomasy
muze dochazet ke vzniku tady vedlejSich toxickych produktl, které mohou
na samotnou produkci bioplynu pilisobit inhibiéné. MnozZstvi a zastoupeni takto
vzniklych inhibi¢nich latek zavisi jak na podminkach ptredipravy a hydrolyze,
tak 1 na typu materialu (Barakat et al., 2012; Paulova et al., 2012a).

vysokotlaka

para Nutrienty Bioplyn
nizkotlaka nizkotlakd >
para l i T para
% ; Manipulace . Pevny zbytek
Vstupni Predupraveny L e S ER
———. se. > T : DY et
s Sttt skl Preduprava e Anaerobni digesce
T " Recirkulace vody
Voda

Obr. 1.2 Diagram procesu produkce bioplynu z lignocelulosové biomasy s vyuzitim
termické predupravy (Shafiei et al., 2013)
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1.1.5 Inhibi¢ni latky

Mezi hlavni latky s potencialné inhibi¢nim tu¢inkem se ftadi fenolické
slouceniny a derivaty furanu. Mezi fenolické slou¢eniny patii pfedevsim vanilin,
kyselina galova a kyselina tiislova, které vznikaji rozkladem ligninu. Derivaty
furanu jsou pak naptiklad furfural a 5-hydroxymethylfurfural, coz jsou produkty
dehydratace z pentos a hexos obsazenych v polysacharidech. Vznik téchto latek
je znazornén na Obr. 1.3. (Palmqvist et al., 2000; Barakat et al., 2012)

_~xylosa —— |furfural kyselina mraven¢i

hemicelulosa ¢<— manosa ~_ / _ -
\\_ galaktosa — |5-hydroxymethylfurfural | kyselina levulova
\ *glukosa

kyselina octova

celulosa - » glukosa - » |5-hydroxymethylfurfural | ——|kyselina levulova
» |kyselina vanilinova
f /i _~ |vanilin
11911111 ,;j’,"/. S}F‘I‘ingﬂldeh}'d
L= \\‘H

N [kyselina syringové

™,

\. |kyselina 4-hydroxybenzoova

Obr. 1.3 Prehled inhibicnich latkek vznikajicich pri predupravé lignocelulosové
biomasy (Paulova et al., 2012a)

Fenolické slouceniny

Inhibi¢ni vliv fenolickych sloucenin na produkci bioplynu byl sledovan
ve studii provedené Ximenesem et al. (2010). V ramci této studie byl sledovan
vliv pfitomnosti vanilinu, syringaldehydu a 4-hydroxybenzoové kyseliny
na produkci bioplynu; jako vychozi substrat byly pouzity rizné materialy jako
dievo, kukuti¢na ¢i travni sildz. Bylo potvrzeno, Ze pfitomnost testovanych latek
vyrazn¢ inhibuje aktivitu enzymi katalyzujicich hydrolyzu celulosy a snizuje jeji
rychlost o 50 %.

Také ve studii Hernandeze a Edyveana (2008) byl potvrzen inbihi¢ni vliv
testovanych fenolickych sloucenin na produkci bioplynu. Bylo potvrzeno, Ze tyto
sloueniny mohou inhibovat jak degradaci snadno biologicky odbouratelnych
organickych frakci, tak svou vlastni biodegradaci. Bylo zjiSténo, Ze inhibice
produkce bioplynu fenolickymi slouc¢eninami je ovlivnéna fadou faktord.
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Tyto slouceniny mohou byt ¢aste¢né biomethanizovany, ve studii byla potvrzena
degradace kyseliny galové a kyseliny kofeinové. Inhibice methanizace pak
probihala Vv pfitomnosti fenolickych sloucenin v koncentracich mezi
800 a 1600 mgCl/I.

Anaerobni rozlozitelnost kyseliny galové pak byla zkoumana také ve studii
Kouroutzidou et al. (2006), kde byl jako inokulum vyuzit anaerobni kal z Cistirny
odpadnich vod. Utilizace kyseliny galové anaerobnimi bakteriemi byla
hodnocena z pohledu produkce bioplynu. Po piidavku kyseliny galové
(100, 500 a 1000 mg/1) bylo pozorovano zvyseni objemu vyrobeného bioplynu,
coz naznacuje, ze anaerobni mikroorganismy pfitomné v kalu byly schopny
degradace této latky. Vysledky této studie pak naznacuji, ze kyselina galova je
za anaerobnich podminek pomérné dobie rozlozitelnia, a to 1 pii vySSich
koncentracich 1000 mg/I.

Vyuziti glukosy jako faktoru zabranujicimu inhibici zkoumali Mousa et al.
(1999). Principem experimentu bylo pfidani inhibi¢ni slouceniny, v tomto
pfipad¢é kyseliny galové do vyhnivacich nadrzi spolu s glukosou a nasledné
sledovani jejich degradace. V koncentracich 10 a 20 mg/I neprokazala pfitomnost
kyseliny galové vliv na produkci methanu, avsak u koncentrace 50 mg/l doslo
k poklesu methanu obsazeného v bioplynu o 15 %. Ze studie vyplyva, ze glukosa
davkovana v nizkych koncentracich do nadrzi je schopna potlacit inhibi¢ni
ucinek kyseliny galove, a naopak zrychlit jeji odstrafiovani ze substratu (Mousa
etal., 1999).

Derivaty furanu

Inhibi¢ni efekt furfuralu a 5-hydroxymethylfurfuralu byl do jisté miry
zkouman ve spojeni s produkci bioethanolu nebo biovodiku z lignocelulosovych
materialti (Bellido et al., 2011; Lu et al., 2007; Oliva et al., 2006; Paulova et al.,
2012b; Haroun et al., 2016). Barakat et al. (2012) studovali vliv inhibi¢nich
latek pochazejicich z predtpravy lignocelulosovych materiald na produkci
methanu z xylosy. Zkoumanymi produkty byl furfural, 5-hydroxymethylfurfural
a syringaldehyd. Z této studie vyplynulo, Zze vedlejsi produkty neinhibuji
anaerobni fermentaci, ale naopak vedou k produkci methanu. Paulova et al.
(2012a) se zabyvala sledovanim vlivu tfi vybranych inhibi¢nich latek,
a to furfuralu, 5-hydroxymethylfurfuralu a kyseliny 4-hydroxybenzoové. Tato
studie byla zaméfena na testovani ristovych schopnosti tfi producentii ethanolu,
konkrétné¢ kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Pichia stipitis a bakterie
Zymomonas mobilis. Toxicky efekt vybranych latek v poradi furfural,
5-hydroxymethylfurfural a kyselina 4-hydroxybenzoova klesal, nicméné u vSech
latek bylo prokazano negativni ovlivnéni procesu. Jako mozné feseni tohoto
problému autofi uvadi detoxikaci lignocelulosovych hydrolyzati pied
fermentaci, nebo zvoleni méné citlivych mikroorganismil k danym inhibitortim.
(Paulova et al., 2012a).
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1.2 Biodegradace polymeru

Biodegradace polymeriti miiZze probihat bud’ za aerobnich podminek, kde jsou
kone¢nymi produkty rozkladu oxid uhli¢ity, voda a vznik nové biomasy, nebo
v anaerobnich podminkach, kde dochazi ke vzniku methanu a oxidu uhli¢itého.
Principem biodegradacnich testi je zkoumani rozkladu dané latky
mikroorganismy V environmentalnich vzorcich, kterymi jsou nejéastéji puda,
kompost ¢i odpadni voda za simulovanych podminek ¢i v realném case (Kyrikou
et al., 2007, Avérous et al., 2004; Leja a Lewandowitz, 2010).

Obecny mechanismus biodegradace polymera je sloZzen z n€kolika na sebe
navazujicich krokdi, a to je biodeteriorace, depolymerizace, asimilace
a mineralizace (Shah et al., 2008). Biodeterioraci rozumime degradaci materialu,
pusobenou obvykle v disledku mikroorganismt vyskytujicich se na povrchu
a/nebo uvniti materialu, ktera méni mechanické, fyzikalni a chemicke vlastnosti
daného materialu. Material s vysokou molekulovou hmotnosti je rozkladan
na mens$i fragmenty (Lucas et al., 2008). U ve vod¢ nerozpustnych polymernich
materidlli, nejsou schopny mikroorganismy pravé pienést tyto materialy piimo
do bunky, kde probihd vétSina biochemickych procesii, plsobenim
extracelularnich enzymi tak dochazi k depolymerizaci materialu az na oligomery
¢i monomery mimo bunku (Mueller, 2006). Asimilace je proces, ve kterém
dochazi kintegraci atomd z fragmentd polymernich materidld uvnitf
mikrobialnich bunék. Ve vodé rozpustné oligo- a monomery prostupuji pies
bunéénou sténu dovniti buniky, kde slouzi jako zdroj energie, prvku a elektron;
asimilace je tedy dilezitd pro rist a reprodukci mikrobidlnich bunék (Lucas
et al, 2008). Vznikajici metabolity pak mohou byt vyluCovany
do extracelularniho prostfedi. Jednoduché molekuly jako CO,, N2, CHs, H20O,
ptipadné soli vzniklé z intracelularnich metabolitt, které jsou zcela oxidovany,
jsou dale uvoliovany do prostiedi; tato faze se nazyva mineralizace (Lucas et al.,
2008).

Na degradaci polymerti, ma vliv fada faktord, a to jak environmentalnich,
tak fyzikalné-chemickych. Mezi enviromentalni se fadi teplota, vlhkost,
nutrienty, piitomnost nebo absence kysliku a mezi fyzikalné-chemické pak
porovitost, Cistota, molekulovd hmotnost, mechanicka a tepelné odolnost, teplota
skelného prechodu, teplota tani, specificky povrch a piidana aditiva
a modifikatory, jako zmé&kcovadla, plniva, katalyzatory, ¢i barviva (Artham
et al., 2008; Tokiwa et al., 2009; Park, 1994; Pantani et al., 2013; Yang et al.,
2005; Stloukal et al., 2015, Luo et al., 2012).

1.2.1 Kyselina polymlééna

Kyselina polymlééna (PLA), jejiz struktura je znazornéna na Obr. 1.4,
je biodegradabilni a biokompatibilni linearni alifaticky polyester (Drumright
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et al., 2000). Vysokomolekularni PLA je bezbarvy, leskly, tuhy termoplasticky
polymer s vlastnostmi podobnymi polystyrenu (Garlotta, 2001).

o
HO C—C—0 H
I

CH;
— -1 1

Obr. 1.4 Strukturni vzorec PLA (Garlotta, 2001)

PLA byla objevena v roce 1932 chemikem Carothersem (DuPont), ktery ji
vyrobil pouze v nizké molekulové hmotnosti, a to zahtivanim kyseliny mlécné
ve vakuu. Od roku 1954 byla firmou DuPont patentovana také vyroba polymeru
s vysokymi molekulovymi hmotnostmi. Kyselinu polymléénou lze vyrabét
piimo z jejiho monomeru, a to kyseliny mlé¢né polykondenzaci, nicmén¢ touto
konvencni cestou nedochdzi k dostatecnému nartstu molekulové hmotnosti
vysledného polymeru. NejbéznéjSim zplisobem, jak ziskdvat PLA
o vysokych molekulovych hmotnostech je polymerace za otevieni laktidového
kruhu. Tento proces se sklada ze tii krokd, a to polykondenzace, depolymerace
a polymerace za otevieni laktidového kruhu cyklického dimeru kyseliny mlé¢né
v pfitomnosti vhodného katalyzatoru. U tohoto procesu vyroby je pak
vyZzadovano dodatecne CiSténi vzniklého produktu, coz je pomérné sloZité
a nakladné (Drumright et al., 2000; Garlotta, 2001; Lasprilla et al. 2011).
Rizenim doby zdrZeni a teploty v kombinaci s vhodnym katalyzatorem a jeho
koncentraci je mozné tidit pomér a sekvenci D a L jednotek kyseliny mlécné
ve vysledném polymeru (Gupta et al., 2007.) Dalsi mén¢ Casto vyuzivanou
moznosti vyroby PLA je azeotropicka kondenzac¢ni polymerace (Garlotta, 2001).

Mechanické vlastnosti a krystalizaéni chovéani je zavislé na molekulové
hmotnosti, ale také na stereoregularit¢ polymeru. Poly-L-mlé¢na kyselina
je produkt vznikajici polymeraci kyseliny L-mlé¢né a ma krystalinitu ptiblizné
37 %, teplotu skelného ptfechodu v rozmezi 50 — 80 °C a teplotu tani mezi
173 — 178 °C. Vzhledem ke stereoregularité fetézce jsou opticky ¢isté polymery,
kyselina poly-L-mlé¢na a poly-D-mlécna, semikrystalické. Existuje také opticky
neaktivni stereoizomer kyselina poly-L,D-mlé¢na, ktery je vSak v disledku
nahodného rozlozeni D a L jednotek amorfni a vykazuje tak mnohem niZsi
pevnost (Mahdavan Nampoothiri et al., 2010; Garlotta, 2001).

PLA je zpracovavana tfadou technologickych postupt jako je vyfukovani,
vstiikovani ¢ vytlaovani za  tepla  (Garlotta, 2001). PLA
je pouzivana napiiklad pro vyrobu obalovych material, jako jsou napojové
kelimky, 1ahve, talife, boxy na odnos jidla a podobné. Predevs§im diky unikatnim
fyzikdlnim vlastnostem umoziuje v fadé aplikaci nahrazeni polystyrenu
¢i polyethylentereftalatu. (Shah et al., 2008) Vzhledem ke své biodegradabilité
se hodi také pro pouZiti v zemedélskych aplikacich, a to jako mulcovaci folie
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(Drumright et al., 2000). Dilezitou vlastnosti PLA je také jeji biokompatibilita,
diky niz maze byt vyuZivana ve farmaceutickém pramyslu, kde slouzi jako
farmaceuticka slozka v 1é€ivych ptipravcich s postupnym uvoliiovanim ucinku,
vyuziti nachazi také pro vyrobu vstiebatelnych chirurgickych niti. (Mahdavan
Nampoothiri et al., 2010)

Abioticka hydrolyza PLA

Béhem degradace musi byt esterové vazby PLA rozstépeny, bud’ hydrolyticky,
nebo pomoci extraceluldrnich enzymi, coz umozni asimilaci oligomeri
a monomert PLA. Oba paralelni procesy mohou byt ovlivnény né€kolika faktory.
Enzymaticky katalyzované procesy jsou zavislé na ptitomnosti specifickych
mikroorganismu, které¢ se v urcitych prostiedich mohou vyskytovat jen ztidka,
pravdépodobné zavisi také na optické Cistoté a krystalinit¢ materialu (Rudnik,
2008; Tsuji a Miyauchi, 2001a; Tsuji a Takehiko, 2011) Bylo zjisténo, ze amorfni
oblasti PLA jsou nachylngjsi k hydrolyze modelovymi enzymy (Tsuji
a Miyauchi, 2001b). Abioticka hydrolyza je vyrazn¢ ovlivnéna teplotou, ale také
obsahem krystalickych a amorfnich ¢asti v polymeru. (Lyu et al., 2007; Tsuji
a Mizuno, 2000)

Abioticka hydrolyza PLA byla slevovana Husarovou et al. (2014), a to pfi
teplotach 25, 37 a 58 °C. Bylo zjisténo, ze abiotickd hydrolyza je s rostouci
teplotou vyrazné urychlena, ale roli zde hraje 1 molekulovd hmotnost polymeru.
Diulezitym poznatkem je, Ze prubéh abiotické hydrolyzy byl témét identicky
se samotnou biodegradaci u vSech vzorki. Lze tedy fici, Ze abiotickd hydrolyza
(ne enzymaticka) je hlavnim mechanismem rozkladu a fidicim faktorem miry
biodegradace.

Biodegradace PLA v aerobnich podminkach v prostiedi kompostu

Biodegradace PLA v kompostu probiha relativné snadno a byla jiz rozsdhle
zdokumentovana (Itdvaara et al., 2002; Auras et al., 2004; Kale et al., 2007).
Rozklad PLA je vyrazné ovlivnén hlavné v termofilni fazi kompostovaciho
procesu, diky vyskytu degradujicich mikroorganismi a je také podpoien
hydrolyzou v disledku zvySené teploty. (Tokiwa et al., 2004; Lyu et al., 2007)
Béhem primarni degradace dochdzi u PLA k chemické hydrolyze, ktera je zavisla
na teploté i vlhkosti. Vzhledem k tomu, ze molekulovd hmotnost pii tomto kroku
klesne na 10 000 az 20000 g/mol, mikroorganismy pfitomné v pudach
Jiz zacinaji vyuZzivat oligomery s nizkou molekulovou hmotnosti a kyselinu
mléCnou. Tento dvoustupiiovy proces se podstatné 1iSi od degradace jinych
biologicky rozlozitelnych polymeri. V pfirodnich podminkach, ve vodach
¢i pudach, dochazi k pomalému, ale stabilnimu odbourani PLA. Tyto materialy
jsou pak cCasto vyuzity pro aplikaci v zeméd¢€lstvi i zahradnictvi, v téchto
aplikacich je pak preferovanym zpiisobem zneskodnovani kompostovani. Pii
kompostovani dochazi k relativné rychlému biologickému rozkladu
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a mineralizaci az na CO, a vodu (Ghorpade et al., 2001; Leejakrpai et al., 2011;
Cadar et al., 2012).

Husarova et al. (2014) se zam¢tili na degradaci PLA s molekulovou hmotnosti
v rozsahu 34-160 kg/mol v podminkach kompostu. Vysledky prokazaly, Ze mira
degradace zavisi na molekulové hmotnosti vzorku, kdy se mira biodegradace
snizovala se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Také bylo potvrzeno,
ze specificky povrch polymeru je dilezitym faktorem pro urychleni
biodegradace.

1.2.2 Smési PLA/PHB

PLA v riiznych formach se jevi jako vysoce slibny biopolymer. Dalsi Siroce
zkoumanou latkou je prvni homolog ze skupiny polyhydroxyalkanoatd,
jmenovité polyhydroxy- maselna kyselina (PHB) (Asrar et al., 2002). PLA a
PHB maji vynikajici pevnostni parametry, ale naopak pomérné¢ nizkou
houzevnatost a pii pokojové teploté jsou relativné kiehke, tyto vlastnosti pak
mohou omezovat §ifi jejich aplikaci. K uprave téchto neptiznivych charakteristik
existuji ruzné pristupy, piiCemz k nejcastéj$im zpusobum patii modifikace
riznymi prisadami (Chodak et al., 2002). Smési PLA a PHB jsou v odborné
literatufe popsany z riznych uhli pohledu. Smési PLA a PHB vykazuji obecné
vysSi flexibilitu, ale 1 pfesto je maximalni deformace pifi hodnotach zlomu
relativné nizka (Armentano et al., 2015a, b). Misitelnost PLA s PHB silné zavisi
na  molekulové  hmotnosti  obou  komponent.  Bylo  zjisténo,
ze PLA je misitelné pouze s nizkomolekularnim PHB a naopak nemisitelné
s komer¢nim bakterialnim PHB o vysoké molekulové hmotnosti (Koyama et al.,
1997, Ohkoshi et al., 2000, Park et al., 2004).

Vlastnosti smési PLA/PHB zavisi pfedevSim na sloZeni, interakci mezi
slozkami na hranicich fazi a dale také na podminkach zpracovani. Napiiklad
Abdelwahab et al. (2012) uvadi, Ze smés PLA/PHB v poméru 75:25 w/w
vykazovala zlepSené mechanické vlastnosti. Babu et al. (2011) uvadi, ze pevnost
Vv tahu 1 Youngliv modul klesaji s rostoucim mnozstvim PHB ve smési. U PHB
ve smési dochdzi ke krystalizaci, vytvaii se velmi malé sférulity, které mohou
dale ptsobit jako nukleacni centra pro PLA, takZze smési vykazovaly vyssi
krystalinitu (Arrieta et al., 2014a). Dal$im studovanym materidlem v praci
Abdelwahaba et al. (2012) slozenym z PLA a PHB 75:25 byl film uréeny pro
obalové aplikace. Smés, kterd byla piipravena michanim taveniny a nasledné
lisovanim, vykazovala zlepSenou odolnost proti narazu, ale také lepsi bariérové
vlastnosti, nicmén¢ filmy byly stale pomérné kiehké. Ke snizeni kiehkosti smési
PLA/PHB miiZze vyznamné pfipivat piidavek plastifikatori. Plastifikatory by
mély byt pfijatelné Vv souvislosti se zamySlenou aplikaci materiadlu, misitelné
s polymerem, biologicky odbouratelné. Pouzitelné plastifikatory pro fazi PLA
obsahuji polyethylenglykol, estery kyseliny citronové a jejich smési (Arrieta
et al., 2014a) a dibenzoat nebo dioktylftalat pro fazi PHB (Abdelwahab et al.,
2012).
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Biodegradace PHB probiha ve srovnani s PLA rychleji, a to pravdépodobné
kvuli vyssi stabilit¢ PLA vuci hydrolyze (Babu et al., 2011; Arrieta et al.,
2014a,b; Ansari et al., 2014;).

1.2.3 Smési PLA s jilovymi nanocasticemi

Nekteré vlastnosti PLA, naptiklad Spatnd tepelnd a mechanicka odolnost
mohou omezovat jeho SirSi primyslové pouziti. Tyto problémy pak mohou byt
piekondany smichdnim polymeru s riznymi formami nanoc¢éstic (Fukushima
et al., 2009; Pandey et al., 2005).

Nejcastéji studovanym aditivem v PLA polymernich systémech byva typ jilu
zvany montomorillonit (MMT), zvl&stni zajem je pak vénovan modifikaci MMT
organickymi slou¢eninami, ¢imz je zajiSténa vétsi kompatibilita s polymerem
(Paul et al., 2003, Pluta et al., 2002). Tyto materialy ptitahuji velkou pozornost,
vykazuji znaéné zlepSeni vlastnosti jiz pfi velmi nizkém obsahu plniva,
dalezitym aspektem je vSak také postup vyroby. V obvyklych fazoveé délenych
kompozitech zistava polymer a anorganicky material nemisitelny, existuji vSak
dva mozné typy hybridii: interkalovany, kdy je polymer zabudovan mezi vrstvy
silikati a exfoliovany nebo delaminovany, kdy interkalace dosahuje takové miry,
ze dochazi k rozptyleni silikatovych vrstev (Giannelis et al., 1999).

-

—
Separované faze

&y, %‘.{@@
ORL aey

Interkalované Exfoliované

Obr. 1.5 Schematické zndzornéni riiznych hybridnich struktur smési polymer/silikat

(Giannelis et al., 1999).
Montmorillonit

Montmorillonit patti do skupiny fylosilikatl neboli vrstevnatych silikatd, je
fazen mezi jily s téivrstvou strukturou (2:1); sklada se tak ze dvou vrstev
tetraedrii, mezi nimiZ se nachdzi vrstva okraedrii, obecna struktura 2:1 jilového
materialu je znazornéna na Obr. 1.6. Montmorillonit, spolu s hektoritem
a saponitem jsou nejCastéji  pouzivané  vrstevenaté¢  kiemicitany
v nanokompozitnich materidlech. Obecny chemicky vzorec (Pavlidou
a Papaspyrides, 2008) MMT je My(AlsxMgx)SisO20(0OH),;; kde M je
monovalentni kation a x je stupenl isomorfni substituce (0,5 — 1,3). VSechny
jmenované silikaty jsou charakterizovany velkou aktivni plochou (u MMT
az 700 - 800 m%/g), mirn& negativnim povrchovym nabojem a morfologii vrstev
a jsou povazovany za hydrofobni koloidy (Giannelis et al., 1999).
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Obr. 1.6 Struktura 2:1 vrstevnatého jilového materidalu (Giannelis et al., 1999)

Biodegradace smési PLA s jilovymi nanocasticemi

Vliv plniv na bazi nanojilu na biodegradaci PLA v prostifedi kompostu bylo
zkoumano jiz nékolika autory (Paul et al., 2005; Molinaro et al., 2013; Souza
et al., 2013). Ti pozorovali zrychlené rozlozeni v kompostu ve srovnani
s PLA bez ptridavku jilovych nanocastic. Rozdily pak byly piisuzovany
pfedevSim k relativné vysoké hydrofilnosti danych nanocastic, které
mohly zvysit difuzi vody do vysledné polymerni matrice pti rychlejsi aktivaci
procest hydrolytické degradace (Fukushima et al., 2012). Podle dalSich autort
(Sinha et al., 2003a; Fukushima et al., 2011), mize byt hydrolyticky proces
béhem biodegradace zrychlen v dusledku pfitomnosti terminalniho
hydroxylového zbytku skupiny silikata, stejné jako piebytku hydroxylovych
skupin nékterych organickych modifikéatori, za ptredpokladu dobré disperze
téchto latek v polymerni matrici. Nicméné v soucasné védecké literatuie stale
chybi informace o vlivu nanocastic jilu na kinetiku a mechanismus biodegradace
PLA za podminek kompostovani.
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1.3 Biodegradace materiali s obsahem termoplastického
Skrobu

Vyvoj a vyroba biologicky rozlozitelnych materiali na bézi Skrobu
¢i termoplastického Skrobu je povazovana za dalezity krok pro snizeni celkového
mnozstvi syntetického plastového odpadu (Nafchi et al., 2013).

1.3.1 Skrob a jeho modifikace

Skrob je piirodni polymer, jehoZ struktura je tvofena dvéma typy a-glukant,
a to amylozou a amylopektinem. Tyto dvé podjednotky maji rozdilnou strukturu
a Vvlastnosti; skladajici se z molekul D-gluk6zy spojenych a(1—4) a a(1—6)
vazbami. Amyloéza je pomérn€ dlouhy, linearni a-glukan, struktura amylopektinu
je naopak siln¢ rozvétvena (Tester et al., 2003); struktura téchto latek je
znazornéna na Obr. 1.7.

H,OH

CHOH
(0]
H H
H
Ho N\
H OH

Obr. 1.7 Struktura amylozy (4) a amylopektinu (B)

Skroby jsou hlavni zdsobarnou polysacharidii v potravinach rostlinného
puvodu; Skroby z obilovin pak pochazeji predevsim z kukufice a pSenice. Diky
nizké ceng, dostupnosti, biodegradabilité a schopnosti poskytovat Sirokou Skalu
funk¢nich vlastnosti potravinatrskym i1 jinym produktiim je Skrob vyuZivan v fadé
pramyslovych aplikaci (Bertolini, 2010). Skrob byl jako polymer tsp&sné
vyuzivan v obalovém prumyslu, také diky dobré rozlozitelnosti. Pfirodni Skrob
ma vSak nékolik nevyhod, jako jeho S$patnd zpracovatelnost a rozpustnost
v béznych organickych rozpoustédlech, které omezuji moznosti jeho vyuZziti.
Z tohoto divodu byly v poslednich nékolika desetiletich studovany rtzné
modifikace Skrobu vedouci k dosaZeni funkci vhodnych pro rizna primyslova
odvétvi (Chi et al., 2008; Kaur et al., 2012).
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Termoplasticky Skrob (TPS) je material ziskany naruSenim struktury
granulovaného Skrobu pii jeho zpracovani za zvySené teploty a tlaku
Vv pfitomnosti latek, jeZ jsou schopny narusit jeho chemickou strukturu.
Tyto latky nazyvané plastifikéatory, jsou v¢lenovany mezi molekuly Skrobu, kde
narus$uji vodikové vazby. Dochdzi tak k oddalovani polymernich fetézci, zvySeni
jejich pohyblivosti, snizeni teploty skelného pfechodu a modulu; material se tak
stava plastickym s moznosti deformace (Da Roz et al., 2006; Nafchi et al., 2013).
Nejpouzivanéj$imi plastifikatory jsou voda a glycerol (Leja a Lewandowitz,
2010), ale v soucasné dob¢ jsou uspeésné vyuzivany také nékteré dalsi latky jako
ethylenglykol, mo¢ovina, maltodextrin ¢i sorbitol (Da Réz et al., 2006; Nafchi
et al., 2013). Ve srovnani v konven¢nimi syntetickymi polymery TPS vykazuje
vysokou absorpci vody a pomérné nizkou mechanickou vykonnost (Visakh et al.,
2012). Mezi hlavni nevyhody TPS, pak patii pfedevsim retrogradace (Nafchi
etal., 2013). Molekularni interakce, souhrnné oznacované jako retrogradace jsou
zapii¢inény zahfivanim Skrobu v pfitomnosti vody a néasledné ochlazenim, kdy
dochazi k preruSeni fetézcti Skrobu tvofenych amylézou a amylopektinem
a opétovné formaci vice uspofadanych struktur (Hoover et al., 2010).
Retrogradace je pak obvykle doprovazena fadou fyzikalnich zmén, napftiklad
zvySenim stupné krystalinity, viskozity ¢i zakalu.

Skrob miize byt dale riznymi zpisoby modifikovan; mezi ty nejéastéjsi pak
patfi chemicka, fyzikéalni, enzymaticka nebo genetickd modifikace. Skrob miZze
byt chemicky modifikovan substituci vodiku na hydroxylovych skupinach, pak
dochazi k esterifikaci (napifiklad acetylaci), etherifikaci, roubované
kopolymeraci €1 zesitovani. VétSina téchto reakei musi byt provedena v roztoku
kvuli vysoké molekulové hmotnosti amylopektinu, a tudiz vysoké viskozité
taveniny. Pokud jsou pouzity reakce bez roztoku, musi byt molekulova hmotnost
Skrobovych castic snizena pouzitim napi. amylaz (Avérous a Halley, 2014;
Huber a BeMiller, 2010; Nafchi et al., 2013). Fyzikalné-chemické vlastnosti
Skrobu jsou pak spojeny se stupném substituce vzniklych chemickych skupin
(Sarka et al., 2011).

1.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je nejpouzivangjsi analyticka separa¢ni metoda,
pro stanoveni plynnych ¢i kapalnych smési. Vyhodami této techniky
je rychld analyza, G€inna separace latek a malé mnozstvi vzorku pottebné pro
stanoveni. GC se hojné vyuziva v chemickém, petrochemickém nebo
farmaceutickém pramyslu. Dal§im vyuzitim GC je sledovani kvality Zivotniho
prostiedi (aromatické polutanty v ovzdusi a vodé, detekce pesticidll) a stanoveni
miry degradace organickych latek v riznych typech prostfedi méfenim plynt
jako je methan, oxid uhli¢ity, kyslik, vodik a dalsi (Englert et al., 2015; Ettre,
1975).

Proces chromatografie spociva v déleni smési na jeji jednotlivé slozky, ¢imz
muize byt kazdd slozka ve vzorku kvalitativn€ 1 kvantitativn€ stanovena.
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Vyznamnym faktorem ovliviiujicim separaci cilovych slozek ve vzorku je volba
chromatografické kolony. GC vyuziva dva typy kolon, a to naplinové a kapilarni,
které se 1iSi hlavné permeabilitou nosného plynu prochézejiciho kolonou.
U népliovych kolon z4visi propustnost na velikosti ¢astic naplné, protoZe plyn
prochazi v koloné vrstvou zrnitého materialu, na které vznika velka tlakova
ztrata. U kapilarnich kolon plyn stale proudi vnitinim volnym prostorem a tim
padem je tlakova ztrata funkci vnitiniho volného priiméru kapilary. Permeabilita
kapilarnich kolon je az 1000 krat vétsi. Proto se v soucasnosti pouzivaji prevazné
kolony kapilarni. Kapilarni kolony jsou nejCastéji kfemenné nebo sklenéné
kapilary potazené polyamidem o priméru 0,25 — 0,50 mm a délce
az 100 m. Na vnitini stén¢ kapilary je nanesena tenka vrstva stacionarni faze
(polysiloxany, polyethylenglykol) a zastava tak funkci nosice.

Kapilarni kolony lze rozdélit na tfi typy, prafezy témito kolonami jsou
znazornény na Obr. 1.8:

Bl Kapilirni kolona
I Kapalna stacionarni faze
Porézni nosi¢ (hlinik, silika gel, molekulovi sita)
©  Porézmi nosi¢ pokryt kapalnou stacionarni fizi

Obr. 1.8 Prurezy tri typu kapilarnich kolon (Klouda, 2003)

WCOT (Wall-coated open tubular column) — kde tenka vrstva (0,25 pm) kapalné
stacionarni faze je nanesena na vnitini sténé kolony.

SCOT (Support-coated open tubular column) — zde je kapalny polymer zakotven
na nosi¢i zachyceném na vnitini sténé kapilary.

PLOT (Porous-layer Open tubular column) — coz jsou oteviené kapilarni kolony
S pevnou vrstvou sorbentu ukotveného na sténé. (Stulik, 2004)

GC je nejcastéji aplikovana s plamenovym ionizaénim detektorem (FID),
hmotnostnim detektorem (MS) a teplotné vodivostnim detektorem (TCD).
Jednotlivé typy detektort se 1isi principem, konstrukci ale 1 selektivitou, citlivosti
¢i mezi detekci (Wang et al., 1999).

TCD je typem univerzalniho detektoru, ktery je tvofen tenkou kovovou
spiralou  Zhavenou  pfechodem  elektrického  proudu  umisténou
V termostatovaném bloku. Nosny plyn proudi pies vlakno, které je Zhavené
konstantnim elektrickym proudem a ochlazuje je na urCitou teplotu.
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TCD pracuje se dvéma zhavenymi vlakny, kdy pfes jedno proudi Cisty nosny
plyn a pies druhé plyn z kolony. Vzhledem k tomu, Ze tepelna vodivost nosného
plynu by se méla co nejvice odliSovat od vodivosti stanovovanych slozek, dava
se prednost heliu a vodiku pted dusikem. Je hojné vyuZzivany pii analyzach
anorganickych plynti a nizkomolekularnich organickych latek. Velice casto
se vyuziva pro stanoveni obsahu methanu a oxidu uhli¢itého ve vzorku
(GC-TCD). Mez detekce touto metodou je vyjadiena objemovou koncentraci
300 ml/m3, coz odpovidd hmotnostni koncentraci methanu v suchém plynu
za normalnich podminek 240 mg/m?® (Kiyuna et al., 2017; Sumprasit et al., 2016).

FID detektor pracuje na principu vzniku iontd termalni emisi
Z mikroskopickych uhlikovych cCastic, které vznikaji béhem procesu spalovani.
Z tohoto duvodu je pfi ionizaci organickych latek dominantnim faktorem
zavislost uhliku, ktery pfechodné vznika béhem hoifeni. Vyhodou detektoru
je jeho samociSténi, k jeho kontaminaci téméi nedochazi, nicméné je tato
skute¢nost zavisld od analyzovanych latek. Odezva tohoto detektoru je zavisla na
poctu uhlikli v separované molekule, charakteru vazeb C-C a na poctu dalSich
atomt v molekule. Mez detekce u FID je v rozmezi 10-12 g/s (Horak et al.,
2011). Spojeni GC-FID je hojn¢ vyuzivano napiiklad ke stanoveni obsahu
mastnych kyselin v organickém odpadu, ve spojeni s vyrobou bioplynu, protoze
tyto kyseliny jsou hlavnimi zdroji uhliku v procesu anaerobni fermentace. Mezi
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (C2 — C6) se fadi kyselina octova,
propionova, maselna, valerovd a dalSi. Hladiny téchto kyselin se mohou
akumulovat az na takové tUrovné, kdy mohou inhibovat methanogenni
mikrobialni proces (LUTZHQOFT et al., 2014). Vyuzitim GC-FID je tedy
sledovano jejich zastoupeni v pouzitém odpadu a slouzi jako ukazatel efektivity
vyroby bioplynu (Pruksatrakul et al., 2017; Zhang et al., 2015).
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizerta¢ni prace bylo studium vlivu vybranych potencialné inhibi¢nich
latek vznikajicich pii produkci bioplynu a studium biodegradability vybranych
modifikovanych materidli na bazi kyseliny polymlécné a termoplastického
Skrobu v kompostu. Zakladnim parametrem pro vyhodnoceni bylo stanovovani
plynnych produkti biodegradaénich procesti pomoci plynové chromatografie.

Dil¢i cile disertacni prace jsou nasledovné:
» Sledovani vlivu degradacnich produkti predipravy biomasy na produkci
methanu pomoci plynové chromatografie

» Studium biodegradace kyseliny polymlééné a jejich smési S dalSimi
komponentami v prostfedi kompostu, vliv slozeni na kinetiku
biodegradace

» Studium biodegradace material na bazi termoplastického skrobu

Vv zavislosti na jeho modifikaci, zptisobu zpracovani a ptitomnosti dalSich
aditiv
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Material

V nasledujici kapitole jsou vypsany biologické materidly a vyznamné
chemikalie pouzité v disertacni praci. Bézné chemikalie pouZité v této préci byly
od standardnich dodavatelt jako je Fluka, Lachema, Sigma-Aldrich nebo Penta
a pokud neni uvedeno jinak byly Cistoty p.a.

3.1.1 Biologicky material a chemikalie pouzité pri sledovani inhibice
produkce methanu
Mikrobialni inokulum bylo poskytnuto z bioplynové stanice P&¢in v Ceskych
Budéjovicich ve formé digestatu z kukufi¢né a travni silaze (tekuty zbytek po
anaerobni fermentaci probihajici pii 39 °C).

Testované inhibi¢ni latky — byly dodany firmou Sigma-Aldrich. Furfural
(CsH40;) — Furan-2-karboxyaldehyd; My, = 96,08 g/mol; tekutda forma zluté
barvy; koncentrace uhliku 62,45 %;

- 5-hydroxymethylfurfural (C¢He¢O3) — 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd;
My = 126,11 g/mol;

- Kyselina galova (C/HgOs) — 3,4,5-trihydroxybenzoova Kkyselina;
My = 170,12 g/mol; praSkova forma bilé¢ barvy; koncentrace uhliku
49,38 %j;

- Kyselina tfislova (C76H52046) — My = 1701,20 g/mol; praskova forma
svétle Zluté barvy; koncentrace uhliku 53,61 %.

Uhlikové substraty — byly rovnéz dodany _firmou Sigma-Aldrich.
- Octan sodny (OCT) — My, = 82,03 g/mol; praskova forma bilé barvy;
koncentrace uhliku 29,25 %;
- Celulosa — M,, = 162 g/mol; praskova forma bilé barvy; koncentrace
uhliku 44,44 %.

3.1.2 Biologicky material a chemikalie pouzité pri sledovani
biodegradace smési PLA v kompostu
Zahradnicky kompost Agro (Agro CS a.s., Ceska Skalice) sobsahem

zkompostovatelnych surovin rostlinného plvodu, humusu a piidavkem
dolomitického vapence.

Agroperlit (Perlit s.r.o., Senov u Nového Ji¢ina) — Tepelné zpracovana organicka
hornina slouzici jako pomocnd pudni latka.

Kyselina polymlééna PLA4032D (NatureWorks LLC) — M, = 112 000; index
polydisperzity My/M, = 1,71; obsah D izomeru = 1,4% a obsah zbytkového
monomeru = 0,14 %.
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Kyselina polymléénd PLA2003D (NatureWorks® Ingeo™, USA)

Typy nanojili (Southern Clay Products, Inc., Gonzales, USA)
Cloisite Na*, 10A, 20A, 30B, Nanofil 116, 3010; and Garamite1958 (Tab. 3.1)

Tab. 3.1: Charakterizace komercnich montmorilloniti

Koncentrace X-ray
Montmorillonit ~ Organicky modifikator modifikatoru  vysledky”
[mmol/100 g jilu] dgos [nmM]
Cloisite Na* o o 1
(NA) Zadny Zadny 1,17
Nanofil 116 <, P
(NF116) Zadny Zadny
Sl Apk Kvarterni amoniové soli
(10A) (2MBHT) 125 1,92
SIEID 2D Kvartérni amoniové soli
(20A) (2M2HT) 95 2,42
Cloisite308 L
(30B) ylamn 92 1,85
chlorid
(MT2EtOH)
Nanofil 3010  Kvartérni alkylammonium .
(NF3010) chlorid Neudano 3,6
Garaérgisl%S Kvartérni amoniové soli Neudano 1,21

“Vzdalenost mezi vrstvami dgo; [nm] ud4avana vyrobcem

Poly(3-hydroxy- maselna) kyselina PHB biomer® prasek (Krailling, Némecko) —
krystalinita 65 — 70%; bez aditiv

Plastifikator triacetin TAC (Cistota p.a, Sigma-Aldrich) — triglycerid-1,2,3-
triacetoxypropan
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3.1.3 Materialy a chemikalie pouzité pri sledovani biodegradace
materialii na bazi termoplastického Skrobu

Neacetylovany, acetylovany a propionovany $krob A (Skrobarny Pelhfimov,
Czech Republic)

Celulosové vlakna Technocell 2500 (délka 2500 pm; Radka, Ceska Republika)

3.1.4 Mineralni média a roztoky

Roztoky soli

Pro ptipravu 100 ml roztoktli byly navdzeny jednotlivé soli: 1 g MgSO,-7H,0;
0,1 g CaCl,2H,0; 0,3 g Fe(NH4)2(S04)2-6H,0; 2,06 g FeCls; 3 g NH4CI;
5 g NaCl. Po navazeni na analytickych vahach (d= 0,0001 g), byla kazda stl
rozpusténa a doplnéna destilovanou vodou na pozadovany objem.

Roztok stopovych prvku

Pro pfipravu 1000 ml roztoku byly navaZzeny jednotlivé soli:
0,043 g MnSO45H,0; 0,057 g H3BOs; 0,043 g 2ZnSO4 7H,0;
0,037 g (NH4)6M07024‘4H20; 0,025 g CO(NOg)z‘GHzO; 0,040 g CUSO4'5H20.
Po navazeni na analytickych vahach (d= 0,0001 g) byly latky rozpuStény
a doplnény destilovanou vodou na poZzadovany objem.

Mineralni médium (MM)

Pro ptipravu 1000 ml mineralniho média bylo pfipraveno:

Na;HPO,4-12H,0 (23,9 g/l) 45 ml
Destilovana voda 930 ml
Roztok stopovych prvki 2ml
MgSO,-7H,0 (10 g/l) 5ml
Fe(NH4)2(S04),-6H,0 (3 g/l) 5ml
CaCl,-2H,0 (1 g/l) 5ml
NH,4CI (30 g/l) 5mil

Nasledovala sterilizace MM v autoklavu pii teploté 125 °C po dobu 30 min.

Fosfatovy pufr

Pro ptipravu 1000 ml roztoku fosfatového pufru bylo navazeno 13,61 g
KH;PO, a rozpusténo v destilované vod¢ na pozadovany objem. Pufr byl
zneutralizovan na pH 7 a poté bylo pfidano 2 g NaN; Kk potlaceni ristu
mikroorganismd.

50x koncentrovany TAE pufr

Pro ptipravu 1000 ml pufru bylo pouzito:
2M Tris base (C4H11NO3) 242 g
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1 M kyselina octova (CH3COOQOH) 57,1 mi
50 mM EDTA 100 ml 0,5M EDTA

Piipravena smés byla kvantitativné pievedena do 1000 ml odmérné banky
a doplnéna po rysku destilovanou vodou. Padesatkrat koncentrovany roztok TAE
byl pro laboratorni ucely fedén destilovanou vodou v poméru 1:50.

3.1.1 Laboratorni pristroje a pomicky

Analytické vahy Kern 770

Analyzator uhliku TOC-5000A — Shimadzu (Japonsko)
Centrifuga Rotanta 460 R (Hettich, SRN)

Manometr GDH200-13, Greisinger

Michacka magneticka MM?2

Plynotésna injekéni stiikacka Hamilton, 100ul

Plynovy chromatograf Aglient Technologies 7890A GC Systém
pH metr inoLab 720 S2 SenTix 41, pH elektroda — Electrode Sentix 41, redox
elektroda — Platin Elektrod Blue Line 31 RX, Shott

Predvazky Kern 440-47

SuSarna Memmert UM100

Termostat laboratorni ST2, POL-EKO

Ttepaci vodni lazen GFL 1092

Asepticky laminarni box Bio IT A

Box Aura PCR BIOAIR MP-300N (Major science)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf AG)

DGGE — Cipher genetic analysis systém 2401-110 (C.B.S. Scientific Company)
Mikrovilnna trouba (Electrolux)

UV transluminator, In Genius LHR (Syngene)

Automatickeé pipety, Nicciipet (Appendorf AG)

SPE kolonky Isolute C18 (100 mg/3 ml; Biotage)

Mikrotitradni desti¢ka 96 jamek — GAMA, CR

Dale byly pouzivany bézné laboratorni pomiicky jako davkovace, pipety,
zkumavky, béZné laboratorni sklo a dalsi laboratorni pomficky.
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3.2 Metodika
3.2.1 Inhibi¢ni testy

Inhibi¢ni testy byly provadény v anaerobnim prostiedi tekutého média
(s inokulem v podob¢ digestatu) a sledované latky. Testované latky byly
ve zvolenych koncentracich piidany do prostiedi spolu s odpovidajicim
substratem jako zdrojem uhliku. Pribéh inhibice téchto latek na produkci
methanu obsazeného v bioplynu byl sledovan ve zvolenych ¢asovych
intervalech.

Priprava mikrobialniho inokula

Digestat obsahujici mikrobialni spolecenstvi byl odebran z bioplynové
stanice, kterd vyuziva k vyrobé bioplynu pievazné kukufi¢nou a travni silaz.
Digestat byl piesivan pies sito o velikosti ok 1mm?, z diivodu odstranéni
kukufiénych zrn a dalSich pevnych casti a byl suspendovan v mineralnim mediu
tak, aby vysledna koncentrace susiny byla 1 g/l. Po suspenzaci byl digestat
akllimatizovan 7 dni pfi teploté 39 °C.

Zakladni charakteristiky digestatu po jeho odbéru a po aklimatizaci jsou
sumarizovany v Tab. 3.2. Tyto charakteristiky dokladaji, Ze zfedéné i adaptované
medium ze vSech tfi odbérnych mist mély na zacatku vSech experimentli podobné
vlastnosti.

Tab. 3.2: Fyzikdlne-chemické viastnosti privodniho a adaptovaného digestatu

‘ Vzorkovéni | ‘ Vzorkovéani 11 ’ Vzorkovéni IlI
Pavodni digestat
ORP [mV] -289 -383 -219
pH 7,8 8,9 8,2
TS[g/l] 5,70 3,00 28,5
Adaptovany digestat
ORP [mV] -208 -253 -225
pH 7,8 8,0 8,0
TS[g/l] 1,14 0,98 0,98
% CHy4 [acetat sodny] 62% 68% -
% CH, [celulosa] - 49% 30%

ORP = oxidaéné-redoxni potencial; TS = susina; %CH,4 = procento methanu
S danym substratem v poc¢atecni fazi experimentu
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Stanoveni pH a oxida¢né-redoxniho potencialu

Tyto parametry byly stanovovany na zacatku a na konci vSech experimentu.
Mg¢teni pH bylo provadéno pomoci sklenéné elektrody, ktera byla pfed métenim
kalibrovana pomoci standardnich kalibracnich roztokd Vrozsahu pH 4 az
7. Stanoveni oxida¢né-redoxniho potencialu bylo provadéno redox elektrodou
s platinovym ¢idlem.

Stanoveni koncentrace suSiny digestatu

Stanoveni celkového obsahu susiny, coz odpovida veskerym pevnym latkdm
obsazenym v kalové suspenzi, bylo provadéno ve sklenénych miskach s vickem.
Do misek bylo odpipetovano 10 ml inokula a suseno do konstantni hmotnosti pii
105 °C. Nasledné¢ byla vypocitana vysledna suSina digestatu.

Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku DOC

Stanoveni DOC bylo vyuZivano pro sledovani zbytkovych koncentraci uhliku
V kapalné fazi po ukonceni inhibi¢nich testi. Vzorky po ukonceni experimentu
byly centrifugovany, odsttedéna kapalnd faze byla pfefiltrovana
a nasledné pouzita pro stanoveni koncentrace DOC, kter¢ bylo provedeno
pomoci analyzatoru uhliku Shimadzu TOC 5000A.

Principem stanoveni TC je nasttiknuti vzorku do vysokoteplotniho generatoru,
kde dochazi k oxidaci veSkerého uhliku ve vzorku ve spalovaci trubici
s platinovym katalyzatorem pii teploté 680 °C v proudu kysliku. Vznikly CO; je
detekovan a jeho obsah je kvalitativné vyhodnocen ve formé piku a jeho vyska
je ptfimo imérna koncentraci TC ve vzorku. Pii stanoveni IC je vzorek nastiiknut
do proudu kysliku do nadobky s kyselinou fosfore¢nou, kde dochazi k vytésnéni
CO,. Mnozstvi celkového rozpusténého uhliku je ddno rozdilem hodnot
celkoveho uhlaku (TC) a anorganického uhliku (IC).

Test inhibice produkce methanu obsaZeného v bioplynu

Vsechny experimenty byly provadény ve sklenénych lahvich s plynotésnym
septem o celkovém objemu 300 ml, do kterych bylo pfidano 100 ml
adaptovaného digestatu a uhlikovy substrat (octan sodny, celulosa) o finalni
koncentraci 10 g/l; cely obsah byl poté stripovan dusikem. Déle byly ptidany
inhibi¢ni latky ve zvolenych koncentracich (0,1 — 2 g/l). Na za¢atku experimentu
bylo pH 7,8+0,5. Po dalSim stripovani dusikem byly lahve neprodlen€ uzavieny
zatkami s plynotésnymi vzorkovacimi ventily tak, aby nedoSlo ke kontaktu
s kyslikem. Nakonec byly testovaci lahve inkubovany pfi teploté 39 °C ve vodni
lazni s kontinualnim michanim 55 ot/min. Kromé¢ testovacich lahvi byl proveden
také slepy pokus, v némz byl obsazen pouze digestat anebo digestat se substratem
uhliku bez testovanych inhibi¢nich latek. Experimenty byly provadény ttikrat
vedle sebe.

V priibéhu testovani bylo z lahvi odebirdno plynotésnou injekéni stiikackou
100 pl plynné faze, ktera byla ve vybranych ¢asovych intervalech dale testovana.
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Tlak plynu v lahvich byl kontrolovan digitalnim manometrem dle 1SO 11734
(1995). Na konci testu bylo u kazdého vzorku stanoveno pH a ORP. VVzorky byly
odstfedény v uzavienych kyvetach na cetrifuze pti nastaveni 30 000 ot/min po
dobu 10 min a teploté 25 °C. Ziskané vzorky supernatantu byly poté natfedény
a vyuzity ke stanoveni koncentrace DOC.

Stanoveni produkce methanu a oxidu uhli¢itého v pribéhu anaerobni
fermentace

Obsah methanu a oxidu uhli¢itého v bioplynu byla analyzovana pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A s kolonou Porapak Q a teplotné
vodivostnim detektorem (TCD), jako nosny plyn slouzilo helium (50 ml/min,
Tinjektor = 200 °C, Tiouba = 50 °C, Taetekior = 220 °C). Produkce methanu byla
vyjadiena jako mnozstvi uhliku ve formé vyprodukovaného methanu na gram
vlozeného uhliku (m(CH4). Vyhodnoceni bylo zaloZzeno na zakladé stavové
rovnice idealniho plynu (Dtimal et al., 2006; Hubackova et al., 2013).
Koncentrace methanu a oxidu uhli¢itého byly stanoveny metodou kalibracni
kiivky, pro jejiz métfeni byl pouzit kalibracni plyn s certifikovanym sloZzenim
(0,8 % CO,, 4 % CHy, 95,2 % Ny).

Pro vypocet celkového stupné biologického rozkladu D: (%) byl pouzit
nasledujici vztah:

D, = % 100% 3.1)

Kde my je uhlik uvolnény ve formé CHs a CO; v plynné fazi v mg, m; je
hmotnost uhliku v kapalné fazi v mg a my je hmotnost uhliku ve zkouSené¢ latce
v mg.

Matematicky model

Produkce methanu v priubéhu ristu mikrobialni biomasy byla vyjadiena, podle
jiz publikované rovnice inhibice rustu biomasy (Rial et al., 2011), kde mnozstvi
vyprodukovaného methanu je umérné biomase a po¢ate¢ni koncentrace methanu

je nula.
c=h £—1
X{] (3'2)
m(CH,) = k[ Xo —XO}
1+exp(c — 11,1) (3.3)

Kde m(CH,;) je hmotnost vyprodukovaného methanu, kje konstanta
proporcionality mezi biomasou a produkci methanu, X, je biomasa na zacatku
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experimentu, X, asymptonické maximum biomasy a um je zvySeni biomasy
na jednotku biomasy a ¢asovou jednotku (t2).

Po reparametrizaci (Rial et al., 2011) je modelova rovnice pro produkci
methanu nasledujici:

(3.4)
CH CH
m(CH,) = m( 41’% - m i:;m
1+exp| 24— (1—1)| l+exp|2+—— 4L 3
m(CH,) .y m(CH,) .y

Kde m(CHs)max je asymptonické maximum produkce methanu, vmax je
maximalni rychlost produkce methanu a A je délka lagové faze. Zabudovani
a vyhodnoceni parametr(i z experimentalnich vysledki bylo provedeno sou¢tem
nelinearni metody nejmensich ¢tvercl za pouziti ,,fesitele” v programu Microsoft
Excel.

3.2.2 Biodegradace PLA a PLA smési v kompostu

Biodegrada¢ni testy byly provadény v aerobnim prostiedi v kompostu,
do kterého byly piidany sledované latky.

Piiprava smési PLA/TAC a PLA/PHB/TAC

Smési a nasledné vyrobené folie byly vyrobeny ve spolupracujici laboratofi
na Ustavu polymerii na Slovenské Akademii Véd.

Tyto smési byly pfipraveny smichanim v rota¢nim dvoj$nekovém extruderu
(Labtech, Thajsko). Vlakna byla zchlazena ve vodni lazni, vysusena a nastfihana
na pelety. VSechny polymery byly vysuSeny pted smichanim pii teploté 80 °C
po dobu 3 hodin. Pfi stejnych podminkach byly vysuSeny i findlni pelety pied
pfipravou samotnych folii. Z vyrobenych pelet byly lisovanim v laboratornim
lisu LabEcon 300 pfti tlaku 100 kPa ptipraveny filmy o tloust’ce 0,2+0,01 mm.
PLA a smés PLA/TAC byly lisovany pfi teploté 170 °C po dobu 1 minuty a poté
zchlazeny pod tlakem po dobu 2 minut na teplotu 140 °C. Smés PLA/PHB/TAC
byla lisovéana pfi teploté 180 °C po dobu 1 minuty bez nasledného chlazeni, aby
se zabranilo moZznému zvySeni tepelné degradace PHB. Folie byly kompaktni
bez viditelnych bublin a defekti.

Priprava PLA/jilovych nanokompoziti

Vzorky PLA nanokompoziti byly vyrobeny ve spolupraci s univerzitou
Montanuniversitaet Leoben v Rakousku.

Pted smichanim byla PLA a jily vysuSeny pod sniZenym tlakem minimalné
24 hodin. Pro michéni materiala byl pouzit rotacni dvojSnekovy extruder ZSK
25 (Coperion GmbH, Studgard, Némecko) pracujici pii 200 °C. Rychlost posuvu
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materialu byla nastavena na 6 kg/hod a rychlost Sroubu na 100 ot/min.
V Tab. 3.3 jsou uvedeny typy jilu spolu s procesnimi podminkami, véetné
to¢ivého momentu, axialniho loZiskového tlaku a redlného teplotniho profilu.

Tab. 3.3: Prehled pripravenych PLA/jilovych nanokompozitii a pouzité procesni
podminky

Vzorky Typ jilu TM Tlak Redlna teplota T [°C]
[%] [Bar] Z1 Zz2 Z3 zZA Z5 Z6
Cista PLA 40 4 159 168 177 190 199 199

PLA-Na Cloisite Na+ 58 8 161 171 179|191 202 201

PLA-A10 Cloisite A10 52 = 22 154 170 178 190 200 202

PLA-A20 CloisiteA20 46 8 155 168 177 189 199 196

PLA-B30 Cloisite B30 54 22 163 170 178 190 200 202
PLA-Na3010 Nanofil3010 42 21 163|171 177 189 200 205
PLA-NA116 Nanofilll6 56 7 164 171 180 191 201 204

PLA-GA  Garamite1958 48 | 26 159 170 174 190 200 197
TM — to€ivy moment

Pied procesem vytlacovani folii, byly pelety PLA/jilovych nanokompozitd
vysuSeny pii teplot¢ 40 °C po dobu 24 hodin. Pak byly extrudovany
V jednosnekovém extruderu PlastiCorder (Barbender, Némecko) vybaveném
plochou vytlacnou hlavou pii teploté 200 °C. Filmy byly ochlazeny chladicim
valcem na 40 °C.

Malothlova rentgenova difrakce (SAXS)

Rozptylové obrazce byly zaznamenany pomoci malothlého rentgenového
rozptylu Bruker NanoStar (SAXS), (Bruker AXS, Karlsruhe, Némecko). Systém
byl vybaven rentgenovym mikroskopickym zdrojem a optikou Montel (Incoatec,
Geesthacht, Némecko) poskytujici monochromatické X-paprsky pii 0,154 nm
(Cu Ka). K zaznamenavani rozptylu byl pouzit systém Vantec 2000 2D Detektor
(Bruker SAXS, Karlsruhe, Némecko).

Gelova permeaéni chromatografie (GPC)

Prumérna molekulova hmotnost, distribuce molekulové hmotnosti ve vzorcich
PLA nanokompoziti a zmény béhem hydrolyzy byly analyzovany pomoci
gelové permeacni chromatografie (GPC). Analyzy GPC byly provedeny
na chromatografickém systému Breeze (Waters, Milford, MA) vybaveném PLgel
Mixed-D kolonou (300 — 7,8 mm?, 5 um; Polymerni Laboratofe, Ltd.)
a detektorem indexu lomu Waters 2414. Stanoveni byla provadéna pii teploté
30 °C a data byla zpracovéna softwarem Empower Pro. Hmotnostné stfedni
molarni hmotnost (My), Ciseln¢ stfedni moldrni hmotnost (M) a nasledné
polydisperzita (My/M,) testovanych vzorkt byla vypocitana.
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Stanoveni kontaktniho uhlu

Kontaktni uhly u vzorku filmi byly méteny pomoci Kruss tensinometru K100
(Hamburg, Némecko) pii 25 °C podle Wilhelmyho metody pro kvantifikaci
smacivych charakteristik polymernich povrcht (Mittal, 2006). Filmy byly pted
meéfenim oplachnuty destilovanou vodou, vysuseny pii 25 °C a roziezany na kusy
20x30 mm; meéfeni bylo nasledné provadéno ve vode¢, rychlost méfeni byla
25 um/s. M¢éteni bylo u kazdého vzorku tfikrat opakovano.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

K charakterizaci a pozorovani povrchi testovanych polymernich materiali
byla pouzita skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) Quanta 200 FEG (FEI,
Ceska Republika) za pouziti sekundarniho elektronového zobrazeni
pii akceleraénim napéti 10 kV. Pfed samotnym pozorovanim v elektronovém
mikroskopu byly vzorky rozlomeny v pfitomnosti tekutého dusiku. Nasledné
byly pfipevnény na kovovy nosi¢ s vodivou stiibrnou pastou (Leitsilber G302;
Christine Groepl, Rakousko) a nakonec pokoveny tenkou platinovou vrstvou
(4 nm; vakuovy rozprasova¢ SCD 050, Balzers, Lichtenstejnsko).

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

TEM analyza byla provedena na mikroskopu Tecani G2 Spirit (FEI, CR)
v rezimu BF (svétlé pole) pfi maximalnim urychlovacim napéti elektrond 120 kV
arozliSeni 0,3 nm. Ultra tenké ¢asti byly nafezany kryo-nozem pfi teploté vzorku
-85 °C.

Biodegradace piipravenych vzorki v kompostu

Biodegradacéni testy byly provadény ve sklenénych lahvich (bioreaktorech)
o objemu 500 ml a objemu plynné faze 580 ml, opatifenych plastovym uzavérem
a septem pro odbér plynné faze. Lahve byly ptfed pouzitim dikladné vymyty
roztokem kyseliny chlorovodikové a vysuSeny; uzavéry byly sterilizovany pod
UV zatenim po dobu 30 min.

Do lahvi byl navéaZen vyzraly kompost (5 g suché hmotnosti), promyty
a vysuSeny perlit (5 g), polymerni vzorky (50 mg) a k celému obsahu bylo
pfidano 5 ml mineradlniho média. Takto pripravené lahve byly inkubovany
pii teploté 58 °C. Ve zvolenych intervalech bylo provadéno odebirani 100 ul
plynné¢ faze ptes septum plynotésnou stiikaCkou a poté rucné nastiiknuto
do plynového chromatografu (Agilent 7890). Odbér vzorki byl operativné
ptizpisoben skutenym produkcim CO, a spotiebé kysliku. Ze zjisténé
koncentrace CO, bylo vypocitino procento mineralizace vzhledem
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K pocate¢nimu obsahu uhliku ve vzorku. Endogenni produkce CO; ve slepych
vzorcich byla vzdy odecCtena pro ziskdni hodnot piedstavujicich Cistou
mineralizaci vzorku. Kazdy vzorek byl testovan 3x vedle sebe spolu s pozitivni
kontrolou (celulosa) a se ¢tyimi slepymi pokusy.

Analyza oxidu uhli¢itého plynovou chromatografii pfFi aerobni
biodegradaci v kompostu

Testované lahve byly pied samotnym odbérem vzorku ochlazeny
na laboratorni teplotu. Poté bylo injek¢ni stiikackou odebrano 100 pl plynu
a nastfiknuto do plynového chromatografu Agilent 7890. Analyza byla
provedena na dvou sériové zapojenych sklenénych naplnovych kolonach
(1, 829 m). Na koloné& Porapak Q (velikost ¢astic 80/100 MESH) se jako prvni
analyzoval CO; a poté doslo k piepnuti na druhou kolonu s molekulovym sitem
(velikost ¢astic 60/80 MESH), kde nasledovala analyza O, kterd slouzila jako
kontrola aerobnich podminek (obsah CO; nesmi byt vyssi jak obsah Op).
K pfepindni ventili mezi kolonami dochéizelo pomoci tlakového dusiku,
popftipadé kysliku, nosnym plynem bylo He (Cistota 4,6) a k detekci slozek byl
pouzit TCD (Tab. 3). K vyhodnoceni signalti byl pouzit program ChemStation
a koncentrace CO; a O; byla odvozena z kalibra¢ni kiivky za pouziti plynného
standardu Linde Technoplyn, ktery obsahoval CO, (0,8 %), CHs (4,0 %),
N2 95,2 %).

Tab. 3.4: Zakladni parametry GC analyzy

Parametr Hodnota
Termostat 60 60
Teplota [°C] Injektor 200
TCD detektor 250
, Typ Helium
ety il Pritok [ml/min] 53
Prepinani ventil Cas [min] 0,65 €0z 1,5 O;
Plyn Vzduch, N,

Zpracovani namérenych dat ziskanych z GC

Ke zpracovani namétenych dat byly pouzity nasledujici vzorce:

Denni produkce uhliku ve formé CO»:

M) = 'g;p X % X w(C0,) X Z—Z X % x 100 (3.5)
kde:
M)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé¢ CO,; [mg]
Mc atomarni hmotnost uhliku; [g/mol]
p tlak v okamziku provzdusnovani; [kPa]
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R molarni plynova konstanta; [J-K/mol]

T termodynamicka teplota v okamziku provzdusnovani; [K]

Vg plynny objem lahve; [ml]

w(COy) mnozstvi CO; v Kalibra¢nim plynu; [%]

Vst., Vvz.  davkovany objem plynné faze standardu, resp. vzorku do plynového
chromatografu; VSt., VVz.

Sst., Svz. plocha piku u standardu, resp. vzorku; [uV/s]

Kumulativni produkce uhliku ve formé CO;:

Pokud nedochdzi k provzdusinovani bioreaktord, je kumulativni produkce
rovna produkci denni. Pokud je systém provzdusnovan, je kumulativni produkce
uhliku ve form& CO, dana vztahem:

M, = Mac, T Mo, (3.6)
kde:
Mc kumulativni produkce uhliku z aktualniho méteni; [mg]
Maoc: kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni; [mg]
Mod denni produkce uhliku z aktualniho méteni; [mg]

Substratova produkce uhliku ve formé COg:

Je denni produkce uhliku ze systému se vzorky, snizena o produkci uhliku
ze slepych pokusd, tj. produkce ze samotného substratu (kompost), je dana
vztahem:

Nsyc = Maoyev, T Mics, (3.7)
kde:
NE)c substratova produkce uhliku ve formé CO,; [mg]
Magcv- kumulativni produkce uhliku z 1adhve se vzorkem; [mg]
Maycs: denni produkce uhliku z ldhve bez vzorku; [mg]

Procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO»:

D, = % X 100 (3.8)
kde:
Dc procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO2; [%]
Ms)c substratova produkce uhliku ve formé CO,; [mg]
Mc hmotnost testovaného materialu; [mg]
TCy 2 obsah celkového uhliku v PLA nebo PLA smésich; [mg/g]

Abioticka hydrolyza PLA smési

Abioticka hydrolyza vzorkil probihala pii 58 °C v prostiedi fosfatoveého pufru
(0,2 mol/l), ktery byl upraven na pH 7; z divodu potlaceni ristu mikroorganismu
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byl pfiddvan azid sodny (NaNs, 2 g/l). Vzorky PLA film byly nastiihany
na zkusebni téliska 0,5 x 0,5 mm a suspendovany v 50 ml fosfatového pufru.
Experiment byl stanoven 3x vedle sebe pro kazdy vzorek. Bylo odebirano 1,5 ml
alikvotniho podilu média v pravidelnych intervalech, centrifugovdno (10 min)
a Vv supernatantu byl analyzovan rozpustény organicky uhlik na analyzatoru
TOC-L Shimadzu.

3.2.3 Biodegradace materialii na bazi termoplastického Skrobu

Neacetylované termoplastické Skrobové materidly byly pfipraveny
dvoustupiiovym procesem skladajicim se z odlévani roztoku (OR) a michanim
taveniny (MT) (Ostafinska et al., 2017). Acetylované materialy na bazi skrobu
byly pfipraveny ve dvou krocich, a to modifikaci (acetylaci nebo propionaci)
a plastifikaci. Jednalo se o materialy:

- SP — gkrob termoplasticky neacetylovany;

- SP-C — $krob naplnény celulosovymi vlakny;

- ASP-L, ASP-M — acetylovany g$krob zpracovany litim roztoku
bez celulosovych vlaken;

- ASP-LC — s celulosovymi vlakny;

- ASP-H — acetylované skroby s vysokym stupném substituce;

- ASP-HC — acetylované 8kroby svysokym stupném substituce
s celulosovymi vlakny;

- ASP-HP — acetylované skroby s vysokym stupném substituce, které byly
nejprve plastifikovany a pak acetylovany;

- PSP — termoplasticky propionovany $krob

Termoplastické materidly na béazi Skrobu byly pfipraveny ve spolupraci

s vyzkumnou skupinou z Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd
Vv Praze a jejich sloZeni je popsano v Tab. 3.5.

Tab. 3.5: Slozeni termoplastickych skrobovych materidlii

Série  Vzorek  Neacet. Acet. P1 P2 P3 P4 C SS
Skrob  krob [%] [%] [%] @ [%] [%]
A[%] A%

l. SP 70 - - - - 30 - -
l. SP-C 55 - - - - 24 21 -
. ASP-L - 70 - 10 - 20 - 08
. ASP-M - 70 - 10 - |20 - 15
1.  ASP-LC - 61 - 8 - 16 15 0,8
I11.  ASP-H1 - 70 30 - - - - |26
I11.  ASP-H2 - 3 30 - 3 - - 25
I11.  ASP-H3 - 35 - 3 3 - | - 25
I11.  ASP-HC - 21 18 @ - 40 2,5
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\V2 ASP- - 70 - 30 - 27

HP1

\Y2 ASP- - 70 30 - - 2,7
HP2

V. PSP 70* - 30 - - 26

“propionovany

P1; P2; P3; P4 — plastifikatory; C — celulosova vlakna; SS — stupen substituce

Postup provedeni biodegradace vzorkd v kompostu, analyza oxidu uhli¢itého
pomoci plynového chromatografu v prubéhu aerobniho rozkladu latek
v kompostu a nasledné zpracovani namétenych dat je jiz popsano v kapitole
3.2.2.

3.2.4 Molekularné biologické metody

V Casti prace, kterd se zabyvala biodegradaci rlizné modifikovanych
Skrobovych materidlii byla u péti vybranych vzorkl provedena identifikace
degradéri za pomoci molekularné biologickych metod ve spolupraci
s diplomovou praci Evy LuSovjanové (2016). Vybér vzorkt byl proveden tak,
aby byla zajiSténa nejvyss$i pravdépodobnost rozmanitosti identifikovanych
mikroorganismil, které se podileji na degradaci takovych materiala.

Izolace DNA

Nejprve byly zvolené vzorky nastiihany na zkusebni téliska 5x5 mm a po dobu
8 dni kompostovany; poté byly degradované, lehce ocCisténé zbytky vlozeny
do rozbijeci zkumavky. K izolaci DNA bakterialnich konsorcii byl pouzit ptidni
kit PowerSoil™ DNA Isolation Kit (Mobio), ktery je vhodny pro vzorky
obsahujici velké mnozstvi huminovych kyselin (kompost, sedimenty). Lyze
bunék probihd mechanicky i chemicky.

V prvnim kroku bylo ptidano 60 pl roztoku C1, coz je aniontovy detergent
SDS, jehoz cilem je rozrusit mastné kyseliny a lipidy v bunééné membrang.
Zkumavka s rozbijecimi kulickami byla vortexovana po dobu 10 minut, doslo tak
k rychlé a celkové homogenizaci vzorku a k bunéénému rozkladu. K ziskanému
supernatantu pfenesen¢ho do Cisté zkumavky bylo ptidano 250 pl komeréniho
roztoku C2, ktery srazi vnitrobunééné latky kromé DNA a vznikla suspenze byla
vortexovana po dobu 5 sekund a inkubovana 5 min pfi teploté 4 °C a nakonec
10 minut centrifugovana pii 10 000 x g.

Cisty supernatant byl pfenesen do &isté zkumavky a bylo piidano 200 pl
sraZzedla organickych a anorganickych latek neboli roztoku C3, poté byla
suspenze zpracovana stejné jako v predeslém kroku. 750 ul ¢istého supernatantu
bylo opét pfeneseno do mikrozkumavky, pfidano 1200 pl koncertovaného
solného roztoku C4, srazejiciho DNA a kratce vortexovano.

Celé mnozstvi ziskané suspenze bylo zachyceno do kolonky s kifemicitou
membranou a centrifugovano po dobu 5 minut pti 10 000 x g.
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Déle bylo pfiddno 500 pl roztoku C5 na bazi ethanolu, pro odstranéni
zbyvajicich necistot navazanych na membrané. Po centrifugaci byla kolonka
prenesena do ¢isté 2 ml mikrozkumavky. Pomoci 30 ul roztoku C6 byla navazana
DNA na membrané eluovana, ponechana 5 minut Vv klidu, centrifugovéna
a nasledn¢ byla kolonka vyjmuta a izolovand DNA byla pfipravena pro dalsi
analyzu.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Reakéni PCR smés obsahovala templatovou DNA (ziskand vyse uvedenou
metodou), sadu dvou primerd, sterilni vodu pro molekularni biologii
a MasterMix (GoTaq® Hot Start Green MasterMix), ktery obsahuje slozky
pottebné k amplifikaci DNA. PCR reakcéni smés byla pfipravena v reakénich
objemech 20 pl dle nasledujici tabulky.

Tab. 3.6: Slozeni reakcni smési pro PCR

Komponent Objem [ul]
PCR voda 7
Master mix 10
Forward primer 1
Reverse primer 1
Templatova DNA 1

Vzorky byly pfipraveny pomoci Nested PCR, kdy byly nejdiive pouzity vnéjsi
primery fD1 a rD1 a v dals$im kroku vnitini primery 341F a 907R. PCR cykly
jsou uvedeny v Tab. 3.7 a Tab. 3.8. Vzniklé PCR produkty byly pouzity pro
DGGE analyzu.

Tab. 3.7: PCR program Touch down PCR

Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 2 1
Denaturace 95 0,5 10
Annealing 56 1 -0,5
Elongace 72 1,5 °C/cyklus
Denaturace 95 0,5
Annealing 51 1 24
Elongace 72 1,5
ZavereCna extenze 12 10 1%

Tab. 3.8: PCR program PCR 2

Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 10 1
Denaturace 95 1 95
Annealing 60 1
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Elongace 72 1,5
ZavérecCna extenze 12 10 1

Nejprve byla provedena Touch down PCR, ve které doslo k amplifikaci 1500

bp dlouhého fragmentu DNA. Poté nasledovala druhd PCR s vnitinimi primery
a byl amplifikovan usek DNA dlouhy 560 bp.

Agarozova elektroforéza

Pro kontrolu reakci PCR byla provedena agarozova elektroforéza. Do
1 % agarozového gelu s ethidiumbromidem byly vytvofeny jamky, pomoci
hiebenu piislusné velikosti, pro aplikaci vzorkd. Prvni jamka vZzdy obsahovala
DNA Maker (Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder), ktery slouzil jako
standard. Do dalSich jamek bylo aplikovano 5 ul vzorku. Gel se vzorky byl
vloZen do elektroforetické soustavy naplnéné roztokem 1x TAE. Nasledné doSlo
K pripojeni sestavé k napéti 100 V po dobu 25 min a tim doslo k migraci zaporné
nabitych nukleovych kyselin od anody ke katodé. Gel byl umistén
do UV-transiluminatoru a osvicen UV zafenim.

Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Byl ptipraven polyakrylamidovy gel s koncentraci denaturacnich cinidel
(mocoviny a formamidu) 30 az 70 %, vznikly gel byl ponechan pfi laboratorni
teploté po dobu 2 h pro dosazeni jeho uplné polymerace. Pro polymeraci byly
pouzity tetrametyletylenediamin a peroxodisiran amonny.

Do jamek vytvofenych pomoci hiebinku a vymytych ptisluSnym pufrem bylo
nadavkovano 12 pl markeru (Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder) a PCR
produktt (vzorki).

Tab. 3.9: Podminky provedeni DGGE

Vlozené napéti 120V
Vlozeny proud 36 mA
Doba 900 min

Teplota v termostatu 60 °C
Pouzity pufr Ix TAE

Po probéhnuti elektroforézy byl gel umistén do barviciho roztoku — 450 ml
destilované vody, 50 ml 10x TAE a 50 pl fluorescen¢niho barviva GelRed
(Biotium), na 2 h za stalého tiepani pii 450 RPM/min. Pro zobrazeni vysledného
gelu byl pouzit UV-transiluminator a poté dosSlo k vyfezavani bandi z gelu
a jejich umisténi do mikrozkumavek.

Nasledna polymerazova retézova reakce a purifikace

Bandy byly vyfezany z gelu a rozpoustény piidavkem sterilni PCR vody
a sklenénych kulic¢ek, vSe bylo vortexovano a smés byla umisténa do lednice,
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kde dosSlo k volnému rozpousténi gelu a uvolnéni DNA do roztoku. DNA
obsazena v pftisluSnych bandech byla vyfiznuta, znovu amplifikovdna pomoci

primertt 341F bez GC svorky a 907R a purifikovana kitem Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid).

Sekvenace a vyhodnoceni vysledku

Byly pfipraveny sekvenacni smési obsahujici DNA a primer 907r a zaslany
na sekvenaci do firmy SEQme s.r.o. Vysledné sekvence byly upraveny pomoci
programu DNA Baser a Finch TV. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci databaze
BLAST (National Library of Medicine).

44



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Produkce methanu obsazeného v bioplynu v pritomnosti
vybranych inhibi¢nich latek

Byl studovan inhibi¢ni efekt vybranych modelovych latek v prostiedi
simulujicim produkci bioplynu z kukuficné a travni biomasy, ktera je
Vv primyslovém méfitku nejCastéji vyuzivanym substratem pro bioplynové
stanice. Digestat po anaerobni fermentaci byl vyuzit jako mikrobialni inokulum
ve dvou skupinach experimentii, které probihaly s dvéma rlznymi substraty.
Prvni substrat, ktery slouzil jako zdroj uhliku byla celulosa, ktera predstavovala
vSechny faze procesu anacrobni fermentace (hydrolyza, acetogenese
a methanogenese), druhym substratem byl octan sodny, ktery naopak zahrnoval
pouze methanogenesi. Jako modelové inhibi¢ni latky byly zvoleny furfural
a 5-hydroxymethylfurfural vznikajici dehydrataci produktt v prubéhu termické
predtipravy rostlinné biomasy (Barakat et al., 2012; Chiaramonti et al., 2012)
a dale kyselina galova a tfislova, jako zastupci fenolickych latek vznikajici
v pribéhu degradace rostlinného ligninu (Hernandez and Edyvean et al., 2008;
Barakat et al., 2012).

4.1.1 Inhibi¢ni efekt furfuralu a 5-hydroxymethylfurfuralu na produkci
methanu

Inhibi¢ni uéinek furfuralu (FUR) a 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF) byl
V tomto experimentu studovan v koncentracich az 2 g/l, coz je vyrazné vice nez
o¢ekavana koncentrace v realném procesu (Bellido et al., 2011). Ze ziskanych
dat produkce methanu byly pomoci matematického modelu vyhodnoceny
parametry jako lagova faze, maximalni a mezni rychlost produkce methanu
(Tab. 4.1). Nasledné byly uvedené parametry vyuzity pro srovnani inhibic¢nich
ucinki u jednotlivych experimentt.

Tab. 4.1: Optimalizované parametry matematického modelu

Zdroj uhliku - octan sodny
Crur A | M(CHg)max VMAX Chumve | A | M(CHg)ma VMAX
[o/] | [d] | [mg/g] [mg/(g.d)] | [9/1] | [d] | x[mg/g] | [mg/(g.d)]
0,0 |50 213 11 0,0 15 280 4,94
0,1 0 230 12 0,1 | ND ND ND
0,2 |09 226 18 0,2 | 7,7 324 6,39
05 |27 200 24 0,5 11 280 3,38
1,0 |99 180 16 10 | 44 103 0,91
2,0 23 126 18 20 | ND ND ND
Zdroj uhliku — celulosa

Crur A | m(CHs)max VMAX Chmr A | m(CHy)ma VMAX
[o/] | [d] | [mg/g] [mg/(g.d)] | [9/] | [d] | x[mg/g] | [mg/(g.d)]
00 |19 121 4,58 0,0 [ 0,0 28,2 0,68
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01 |01 132 5,01 0,1 | ND ND ND
02 |31 114 4,28 02 |00 12,9 18,0
05 |27 106 4,35 0,5 [ 30 4,42 17,6
10 | 23 140 4,95 1,0 | 20 2,57 ND
2,0 [ND 0 ND 2,0 | ND ND ND

A - délka lagové faze; m(CHa)max - asymptotické maximum produkce methanu;
vmax - maximalni pomér produkce methanu; Cryr - koncentrace furfuralu; Cpmre
- koncentrace 5-hydroxymethylfurfuralu; ND - nedefinovano

V experimentu s octanem sodnym a FUR o koncentraci nizsi nez 1 g/l mél
furfural oproti o¢ekavani povzbudivy efekt na produkci methanu a lze tedy fici,
ze pii takovychto podminkach by FUR mohl byt vyuzit mikroorganismy jako
dalsi zdroj uhliku (Obr. 4.1). Naopak u koncentraci FUR vyssich nez 1 g/l byl jiz
zaznamenan inhibi¢ni UCinek, ktery se zvySoval se stoupajici koncentraci FUR
az do 2 g/l. Caste¢né zpomaleni produkce methanu bylo pozorovano jako
prodlouzeni lagoveé faze na zaCatku experimentli, nicméné bylo prokazano,
Ze 1 nejvyssi testovana koncentrace FUR byla nakonec metabolizovana ¢ili
detoxikovana a po jisté dob¢ byla produkce methanu srovnatelnd s produkci
kontrolniho vzorku bez inhibi¢ni slouceniny.

AOg/l o2g/L01g/l AOS5g/l m 0,29/l 0,19/l

30 40

Trvani pokusu [dny ]

Obr. 4.1 Produkce methanu v ruznych koncentracich FUR
Produkce methanu je vyjadrena jako gram viozeného uhlikového
substratu neboli octanu sodného

Stejny postup byl pouzit 1 u experimentii, ve kterych slouzil jako vstupni
substrat a zdroj uhliku celulosa (Obr. 4.2). Oproti pfedchozimu experimentu
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se zde inhibice projevila jiz pii koncentraci FUR 1 g/I, je tedy mozné,
7ze methanogenesi predchazi nékteré procesy, vyuzivajici celulosu, které jsou
citlivéjsi na ptritomnost FUR nez samotna methanogenese.

AOg/l o2g/L01g/l AOS5¢9/l m0,2¢g/l 0,19/

140

110

80

50

m (CH4) [mg/g]

-10 ¢ 20 40

Trvani pokusu [dny]

Obr. 4.2 Produkce methanu v riiznych koncentracich FUR.
Produkce methanu je vyjadrena jako gram viozeného uhlikového substratu neboli
celulosy

Vyrazné  vys§i  inhibiéni  efekt byl  prokdzdn u HMF,
a to jiz u koncentrace 0,5 g/l (Obr. 4.3). Na rozdil od FUR,
doslo u HMF ke snizeni maximalni rychlosti a stupn¢ produkce methanu
(Obr. 4.5), bez jakéhokoliv naznaku obnoveni produkce methanu po urcité
casove period€. Lze tedy usoudit, Ze HMF nelze odstranit ze systému a zptisobuje
permanentni inhibici daného procesu.
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Obr. 4.3 Produkce methanu v riiznych koncentracich HMF. Produkce
methanu je vyjadrena jako gram vilozeného uhlikového substrdtu neboli

octanu sodného
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Obr. 4.4 Produkce methanu v riuznych koncentracich HVF. Produkce
methanu je vyjadrena jako gram vilozeného uhlikového substratu neboli

celulosy
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Obr. 4.5 Parametry matematického modelu

Stejné jako u FUR byla produkce methanu v piitomnosti celulosy jako zdroje
uhliku vice nachylna k inhibici neZ za pfitomnosti octanu sodného. V tomto
ptipad¢ se inhibice projevila jiz u koncentrace HMF 0,2 g/l (Obr. 4.4).
Z vysledku vyplyva, Ze pii produkci methanu neni methanogenese vybranymi
latkami ovlivnéna tak vyraznég, jako hydrolyza ¢i acetogenese.

Na konci experimentu byly analyzovany parametry u jednotlivych zvolenych
koncentraci vybranych latek, které jsou charakterizovany v Tab. 4.2, pH
a koncentrace rozpusténého anorganického uhliku (1C) znaci, ze pfidani inhibi¢ni
slouc¢eniny nezpisobilo zménu v metabolickém procesu methanogenese.
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Tab. 4.2: Nameérené parametry u jednotlivych koncentraci inhibicnich latek
na konci experimentu

Zdroj uhliku - octan sodny
CFUR pH Dt CH4 CHMF pH Dt CH4
o | [ e | e | o | | 9 o | o)
0,0 |8,38|1,73+0,05| 75 93 0,0 |8,36|1,74+0,10 | 89 97
0,1 |8,31|1,88+0,04| 78 93 0,1 |8,25|1,75+0,09 | 87 94
0,2 [8,29|1,78+0,08 | 76 92 0,2 |8,05(1,69+0,11| 80 89
05 |8,11|1,71+0,12| 70 89 0,5 |8,42|1,65+0,01 | 56 24
1,0 |7,97]1,83+0,16| 66 87 1,0 |8,18 0,00 0 0
20 [7,21|1,41+0,62 | 46 79 20 8,21 0,00 0 0
Zdroj uhliku — celulosa
Crur | PH Dt | CHy | Cume | PH Dt | CH,
o | F1 LY e | e | o | 1 | 9 | o) | o)
0,0 |7,99]1,13+0,02 | 42 57 0,0 |8,15|1,99+0,07 | 51 39
0,1 |8,15|1,10+0,01 | 42 60 0,1 8,09 | 2,12+0,05 | 50 26
0,2 |8,32|1,12+0,02 | 40 57 0,2 8,32 | 2,06+0,05 | 47 8
0,5 [8,13|1,10+0,03 | 39 56 0,5 [8,242,35+0,08 | 47 5
1,0 |8,21|1,07£0,36 | 37 67 1,0 |8,40 0,00 0 0
20 (8,09 0,00 0 9 20 1|8,15 0,00 0 0

Z Tab. 4.2 je patrné, Ze v pripad¢ octanu sodného jako srovnavaci latky, byla
prokdzana vyrazn¢ vys$i Uroven mineralizace, coz vedlo ke zvySené tvorbé
methanu. Navic ucinnd koncentrace pridanych inhibi¢nich latek postupné
snizovala obsah methanu, i kdyz dramaticky ucinek byl pozorovan pouze
u koncentraci siln¢ inhibujicich produkci methanu.

P11 poslednich experimentech s HMF a celulosou, jako srovnavaci latkou, byl
pouzit digestat ¢. 3. V téchto testech byla rychlost produkce methanu a jeho
obsah v bioplynu (Tab. 3.2) pon¢kud nizsi, coz mohlo byt pravdépodobné
zpusobeno niz§im vstupnim poctem methanogennich bakterii na zacatku
experimentu.

4.1.2 Inhibi¢ni efekt kyseliny galové a tiislové na produkci methanu

V téchto experimentech byl sledovan inhibi¢ni efekt vybranych modelovych
fenolovych sloucenin, které predstavuji produkty degradace rostlinného ligninu.
Kyselina galova (GA) a tiislova (TA) byly studovany v koncentracich do 2 g/I.
Jak je vidét z Obr. 4.6 az Obr. 4.9, dokonce ani pti pouziti nejvyssi koncentrace
obou testovanych latek nedoSlo k inhibici produkce methanu, a to jak
Vv piitomnosti octanu sodného, tak v piitomnosti celulosy jako zdroje uhliku.
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Obr. 4.6 Produkce methanu v riiznych koncentracich TA. Produkce methanu
je vyjadrena jako gram viozeného substratu neboli octanu sodného

Produkce methanu zacala, v pfipadé obou latek a vSech zvolenych
koncentracich, jiz po 3 dnech inkubace. Nicméné v experimentech s octanem
sodnym jako srovnavaci latkou byla v ptipad¢ nejvyssi zvolené koncentrace
(2 g/l) u GA i TA troven maximalni produkce methanu mirné nizsi (Obr. 4.6,
Obr. 4.7). Lze ptedpokladat, ze pii vyssich koncentracich by produkce methanu
obsazeného v bioplynu klesala vice, avSak takto vysoké koncentrace nejsou
V realném procesu ocekavany.
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Obr. 4.7 Produkce methanu v riiznych koncentracich GA. Produkce methanu
Jje vyjadrena jako gram viozeného substratu neboli octanu sodného
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Obr. 4.8 Produkce methanu v ruznych koncentracich TA. Produkce methanu
je vyjadrena jako gram viozeného uhlikového substratu neboli celulosy
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Provedené testy prokazaly, ze v pifitomnosti GA ani TA nedochazi pfi
anaerobni fermentaci U obou zvolenych substrata k inhibici procesu, ale naopak
k podpote produkce methanu.

250 1 AOg/l o2g/L01g/l AO5g/l m02g/l 0,1/l
200 -
D150 -
(@)]
£,
100
S
£
50 ~
O 1 = T T T T T T T T T T T 1
0 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 26 30 33
Trvani pokusu [dny]

Obr. 4.9 Produkce methanu v riiznych koncentracich GA. Produkce methanu
je vyjadrena jako gram viozeného uhlikového substratu neboli celulosy

Na konci inkubacni doby u vSech experimentii bylo vybranymi parametry
matematického modelu potvrzeno, ze zdkladni chemické podminky v procesu
byly srovnatelné bez ohledu na koncentraci inhibi¢nich latek. Mirné snizeni
hladiny mineralizace pfi nejvyssi koncentraci kyseliny galové v ptitomnosti obou
substratti (Obr. 4.6 az Obr. 4.9), by mohlo signalizovat nastup inhibice v této
pomérné extrémni koncentraci slou€eniny, avSak ta neni ve skute¢ném procesu
Vv ptipadé bioplynovych stanic ocekavana.

Tato studie neprokazala inhibici produkce methanu v pfitomnosti FUR
Vv koncentracich pod 1 g/l. HMF se jevil jako silngjsi inhibitor se znatelnym
ucinkem v koncentraci nad 0,2 g/l. Nicméné€ ob¢ slouceniny byly ucinnéjSimi
inhibitory v pfitomnosti celulosy jako uhlikového substratu, coz mize byt
potencionalnim dikazem vyssi citlivosti na prvni krok (hydrolyzu) v procesu
produkce bioplynu.

V piipad¢ vybranych fenolickych slou¢enin GA a TA nebyl prokazan zadny
inhibi¢ni efekt pii koncentracich do 2 g/l. Je mozné fici, ze vybrané kyseliny
spiSe podpofili produkci methanu.
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Zavérem lze fici, ze vybrané testované slouc¢eniny vyrazné neovliviiuji vyrobu
a vytéznost bioplynu z rostlinné biomasy predupravenou termickou metodou.

4.2 Biodegradace kyseliny polymlécné a jejich smési
v podminkach kompostu

V ramci téchto experimentti bylo sledovano nékolik fyzikélnich charakteristik
smési kyseliny polymlécné (PLA) s biodegradabilnimi polymernimi materialy
béhem rané faze degradace v kompostu. Primyslové kompostovani se jevi jako
nejvyhodnéjsi cesta pro odstranéni takovych materialti. Zmény v mechanickych
vlastnostech a doba biodegradacniho procesu je dulezitd pro dosazeni
co nejlepsich vysledkl rozkladu téchto materialii v kompostovacich zafizenich.
Experimenty byly proto provadény v podminkach kompostu, které jsou
srovnatelné s primyslovym kompostovanim zvlasté v souvislosti s teplotou
procesu a dosazené vysledky by mohly byt v omezené mitfe aplikovany také
pro doméci kompostovani.

Byly testovany tfi vybrané materialy, a to ¢istda PLA, PLA s plastifikatorem
triacetinem (TAC) a smés PLA/PHB/TAC, kde PHB bylo ve smési zastoupeno
z 20-ti %. Obsah PHB ve smési byl zvolen na zaklad¢ studii (Babu et al., 2011;
Abdelwahab et al., 2012), kde byly popsany vlastnosti téchto smési v rizném
procentualnim zastoupeni. V pribéhu kompostovani pak byly monitorovany
fyzikalni a strukturdlni zmény testovanych materialil.

4.2.1 Biodegradace smési PLA/PHB v kompostu

Pred testovanim samotnych vzorkil pfipravenych smési byl po dobu 119 dni
kompostovan vzorek ¢isté PLA pii teplotach 25, 37 a 58 °C pro stanoveni vhodné
teploty pro samotné experimenty.

Tab. 4.3: Stupen mineralizace cistée PLA v % v priumyslovem kompostu pri
teplotach 25, 37 a 58 °C

Dny 0 21 49 77 98 119
25 °C 0 3,1 4,6 91 13,0 14,9
37 °C 0 3,4 4,6 7,6 13,2 19,5
58 °C 0 23,9 52,2 71,0 84,8 92,3

V Tab. 4.3 je vidét vyznamny rozdil rychlosti degradace PLA v zavislosti
na teploté, kdy pii 58 °C byla mineralizace po 119 dnech téméf 100 % proti
niz§im teplotam. Protoze teplota skelného piechodu PLA je v rozmezi
54 az 60 °C (Cadar et al., 2012), tyto vysledky byly o¢ekavany i z divodu
jiz publikovanych vysledkd v odborné literature (Mochizuki et al., 2002).
Pro nasledujici experimenty smési PLA byla zvolena teplota kompostovani
58 °C. Vysledky experimentu jsou graficky znazornény na Obr. 4.10.
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Obr. 4.10 Biodegradace PLA a smési PLA v kompostu

Na Obr. 4.10 je znazornéno procento biodegradace v zavislosti na Case Cisté
PLA, PLA/TAC a PLA/PHB/TAC. Mira biodegradace u vSech tfi materiald
je podobna. Nicmén¢ PLA a PLA/TAC dosahuje mineralizace téméer 90 %,
zatimco mineralizace PLA/PHB/TAC se blizi 100 % po 100 dnech v kompostu
pii teploté 58 °C. Vysledn¢ hodnoty mineralizace jsou vysoké a jsou srovnatelné
s vysledky jiz publikovanymi jinymi autory (Ljungberg et al., 2002; Yeh et al.,
2009).

V prvnich 16 dnech biodegradace je stupenn mineralizace vSech tii vzorkl
podobny a nepfesahuje 10 % hmotnosti vzorku, coz bylo stanoveno z obsahu
CO.. Rozpad ¢istého vzorku PLA byl pozorovan az po 10 dnech, zatimco zbylé
dva materialy byly dezintegrovany jiz po 8 dnech uloZeni v kompostu a pro dalsi
experimenty (napf. diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie, infradervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci) musely byt vzorky odebrany
z kompostu v podob¢é malych kouskt ¢i hrubého prasku.

Pro biodegradaci ¢isté PLA je charakteristicky pomalejsi rozklad v pocatecni
fazi, coz je bézné pievazné pro vysokomolekularni PLA. Mira a rychlost
degradace PLA v zavislosti na jeji molekulové hmotnosti (M) byla popsana
a prostudovana nékolika autory (Husarova et al., 2014; Stloukal et al., 2016).
Kiivka degradace vzorku s plastifikdtorem je mirn€ nad kiivkou €isté PLA, coz
mize byt vysvétleno rychlej§i degradaci pomérné snadno rozlozitelného
plastifikdtoru v prvni tfetiné¢ testované Casové periody. Smés PLA/PHB/TAC
doséhla maximalni degradace a vy$$i miry mineralizace dfive, coz znaci lepsi
biodegradabilitu PHB ve srovnani s PLA. Navic pfitomnost PHB ve smési PLA
muze zplsobit strukturdlni defekty vedouci k rychlejsi dekompozici a nasledné
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ke zvySeni aktivni povrchové oblasti materidlu, ¢imz je dosazeno zrychleni
celého procesu. Toto zrychleni je pozorovano na kiivce az po 50 dnech
mineralizace.

Soucasti studie bylo sledovani ubytku M, V pribéhu kompostovani vSech
testovanych materialli, jako indikdtoru miry degradace polymernich vzork.
U vsech tii testovanych materialti byl pozorovan pokles My, jiz po n¢kolika dnech
kompostovani. Zavislosti byly pomérné linearni, coz indikuje, ze rozklad je
pfevazné¢ reakce prvniho faddu odpovidajici procesu katalyzovanému
bakterialnimi enzymy. Po 16 dnech inkubace v kompostu doslo u smési
PLA/TAC a PLA/PHB/TAC k ubytku My, piiblizn¢ o 93 %, v ptipadé PLA
0 89 %. Soucasn¢ byla provadéna infraervena spektrometrie s Fourierovou
transformaci pro pochopeni chemickych zmén, které se d&i v prabéhu
biologického rozkladu PLA smé&snych folii v kompostu. Ze ziskanych vysledkt
lze konstatovat, Ze piitomnost TAC vedla ke zvySeni rychlosti degradace
materialu, 1 kdyZ neni zcela zietelné, zda zmény ve spektrech byly vysledkem
pouze degradace plastifikatoru anebo byly i ovlivnény strukturou PLA.
Ptitomnost PHB ve smési PLA/TAC pftispiva ke zvySeni rychlosti biodegradace
materialu a také ze, navzdory znacnému poklesu My, nedoslo k podstatné zméné
V chemickém sloZeni testovanych materiali. Poslednim indikatorem c¢innosti
biodegradace téchto materiali bylo sledovani zmén Krystalizace vzorku
v pribéhu jejich biodegradace metodou diferencialni skenovaci kalorimetrie.
Tyto zmény jsou dilezité zvlasté, kdyz je brana v potaz prednostni degradace
amorfni faze pred krystalickou ¢asti, protoZe ta je ovlivnéna mnohem méng, jestli
vibec (MacDonald et al., 1996). Bylo zjisténo, ze krystaliza¢ni chovani vSech
vzorkll je pomérné slozité a reflektuje rozdilnou miru biodegradace jednotlivych
slozek ve smési a stejné tak rozdilnou miru biodegradace krystalické a amorfni
oblasti stejné slou€eniny. Plastifikator triacetin byl ze vzorku odstranén pomérné
rychle a také se projevilo do¢asné zvyseni teploty skleného prechodu (Tg), ktera
se blizila hodnoté typické pro PLA bez plastifikatoru. Lze fici, Ze materidly
si v prubéhu kompostovani drzi sviij tvar po dobu 8 dni, po tomto ¢ase dochazi
k defragmentaci na castice o velikosti <1 cm. Tyto testy a analyzy probihaly
ve spolupracujici laboratofi na Ustavu polymert na Slovenské Akademii Véd
(Sednickova et al., 2018).

4.2.2 Biodegradace PLA a smési PLA nanokompoziti v kompostu

V této Casti prace bylo cilem zkoumat biodegradacni chovani nanokompozitt
PLA  srliznymi  komerén€¢  dostupnymi  nemodifikovanymi  nebo
organomodifikovanymi montmorillonity (MMT). Nanokompozitové folie byly
piipraveny dvouSnekovym vytlaCovanim s naslednym plochym lisovanim.
Zvlastnim diraz byl kladen na optimalizaci parametr procesu a splnéni dvou
protichiidnych cilii, a to dobré interakce jilii s PLA a minimalizace tepelné
degradace PLA. Paralelné byl sledovan mikrobialni rozklad, abioticka hydrolyza
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a byl hodnocen vliv morfologiec a vlastnosti vyrobenych smési PLA spolu
S pritomnosti a typem organického modifikatoru na rychlost a mechanismus
biodegradace.

Charakterizace zkoumanych materiali

Biodegradace polymernich materiali je vyznamé ovlivnéna vlastnostmi
vstupniho materidlu, jeho sloZzenim, pfidanymi aditivy a historii postupu vyroby.
Vétsina souvisejicich studii pouziva komeréné dostupné materialy, U kterych jsou
ovSem nedostateCné informace o jejich slozeni, aditivech a historii vyroby.
Proto bylo v této studii rozhodnuto vyrobit materialy odpovidajici komerénim
materialiim, avsak s dikladnym fizenim jejich pfipravy a kone¢nymi vlastnostmi.
Vyrobené smési byly poté zkoumany v souvislosti s jejich vlastnostmi, coz bylo
nezbytné pro interpretaci dat z biodegradac¢nich experimentt.

Kvalita disperze plniva v ptipravenych nanokompozitech s riznymi komeréné
dostupnymi pfirodnimi nebo organomodifikovanymi MMT byla analyzovana
pomoci malouhlové rentgenové difrakce (SAXS). Jak se ofekavalo z predchozi
studie (Rhim et al., 2009), materialy s ptirodnim MMT vykazovaly nizsi stupein
disperze a plnivo zistalo v jejich pocateCnim uspotadani, pravdépodobné diky
slabym interakcim se spiSe hydrofobni PLA. Vypocfet meziprostorové
vzdalenosti dooz (Tab. 4.4) velice dobfe korespondoval s po¢ate¢nimi hodnotami
plniv (Tab. 3.1).

Tab. 4.4: Mezivrstevni vzdalenosti vypocitané z disperznich vektorii SAXS
analyzou

PLA-

Vzorky PLA-10A | PLA-20A | PLA-30B | PLA-GA | /1370

door pik1/pik2
(nm)”

3,3/1,6 3,5/1,7 3,4/ 1,7 | 3,7/1,.2 3,518

“Vypo&itané  meziprostorové  vzdalenosti  vychozich hodnot plniva
a interkalované frakce plniv

Zatimco v interkalované frakci plniv byl mezivrstevni prostor téméer
dvojndsobny  oproti  plvodnimu stavu, a to zvlast¢ v pfipadé
organomodifikovanych MMT. Takov¢ vysledky naznacuji, Ze rozhodujici jilova
cast byla dobfe interkalovana nebo casteCné exfoliovana diky zaclenéni
polymerniho fetézce mezi vrstvy jilu, nicméné stale zlstdvala 1 Cast
neinterkalovanych aglomerati.
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Obr. 4.11 TEM snimky PLA-Na3010 (A,B), PLA-GA (C,D) a PLA-30B (E,F)

TEM snimky tii reprezentativnich vzork (Obr. 4.11) PLA-Na3010 (A,B),
PLA-GA (C,D) a PLA-30B (E,F), potvrdily a rozsifily jiz dosazené vysledky
ze SAXS analyzy. Bylo patmé, Ze jilové castice dispergované
v nanokompozitech PLA-Na3010 byly vétsi nez piiblizné 100 nm a Spatné
interkalovany. Relativné dobte interkalovand struktura s ¢asteCnou exfoliaci
jilovych vrstev byla viditelna v ptipadé PLA-GA, ale 