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ABSTRAKT

Prvni c¢ast disertacni prace je =zaméfena predevSim na studium
biodegradacnich procesti v anaerobnim prostiedi. Jednotlivé kapitoly teoretické
casti této prace se zabyvaji anaerobni fermentaci, pii niz je hojné¢ vyuzivana
rostlinnd biomasa, dale moZznostmi pfedupravy biomasy a kone¢n¢ latkami, které
mohou Vv ramci téchto preduprav vznikat a pisobit tak potencialné inhibicné
na obsah methanu v bioplynu. Pro samotné experimenty byly na zéklad¢ studii
vybrany inhibi¢ni latky furfural a 5-hydroxymethylfurfural a byl sledovan jejich
vliv na produkci methanu. Nejvétsi miru inhibice produkce methanu prokazal
5-hydroxymethylfurfural jiz pfi koncentraci 0,2 g/l a nasledné pak furfural
v koncetraci od 1 g/I.

Druha ¢ast prace je zamétena na sledovani biodegradacnich procest kyseliny
polymlécné (PLA) a jejich smési v kompostu. V teoretické ¢asti jsou struéné
popsany vlastnosti, vyroba a vyuziti PLA, moZnosti modifikace PLA ptidavkem
latek, kterymi mize dochazet ke zlepSeni jejich mechanickych, chemickych ¢i
fyzikalnich vlastnosti. V experimentalni casti prace je popsana morfologie
vyrobenych smésnych materidlii s PLA a nasledné biodegradace téchto materialt
v kompostu. Latky pouzité na ptipravu smésnych filma byly komeréné dostupné
nemodifikované nebo organomodifikované montmorillonity. Vyrazné zrychleni
biodegradace oproti Cist¢ PLA bylo zaznamendno u smési PLA/Cloisite
10A, vzhledem K jeho dobré interkalaci a homogeni disperzi vrstev oxidu
kfemicitého v polymerni matrici.

Tteti, neméné¢ vyznamnou kapitolou je studium materidli na bazi
termoplastického skrobu (SP) a jejich biologickéa degradace v prostiedi kompostu.
Tyto materialy byly pfipraveny riznymi postupy vyroby, s rliznym stupném
modifikace a obsahem celulosovych vldken. V ¢asti teoretické je stru¢né shrnuta
problematika SP a jeho modifikace, v experimentalni &asti pak pribsh
biodegradace téchto materialti v zavislosti na jejich slozeni v kompostu.

Klicova slova: bioplyn, methan, inhibice, biodegradace, kyselina polymlécnad,
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, and the influence of these substances on the production
of methan in biogas has been observed. The highest inhibition 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/I.

Second part of the this work is focusing on obseration of the biodegradable
processes of polylactic acid (PLA) and its compounds in compost. In the
theoretical part the brief describtion of the character, proces and the application
of 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 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.

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

1.1 Sledovani vlivu inhibiénich latek na obsah methanu v

bioplynu v priibéhu anaerobni fermentace

Anaerobni fermentace je zndmy zptlisob vyroby energie z obnovitelnych zdroja
bez piistupu vzduchu, kde dochazi k rozkladu organickych degradabilnich
materiald na bioplyn a nerozlozitelny zbytek organické hmoty (Appels et al.,
2011). Anaerobni fermentace je komplexnim souborem na sebe navazujicich
procest, ktery vyzaduje metabolickou souc¢innost.

Faze anaerobni fermentace

Pribéh anaerobni fermentace se sklada ze Ctyf na sebe navazujicich fazi
(Dohanyos et al., 1998; Kupec, 2002):

Hydrolyza — vtomto kroku dochazi krozkladu rozpusténych
1 nerozpusténych makromolekularnich organickych latek (lipidy, polysacharidy,
proteiny aj.) za vzniku latek nizkomolekularnich, rozpustnych ve vode.

Acidogeneze — v této fazi jsou produkty hydrolyzy dale §tépeny na jednodussi
organicke latky, jako alkoholy, kyseliny, oxid uhli¢ity a vodik.

Acetogeneze — je tteti fazi anaerobni fermentace, ve které dochazi k oxidaci
vysSich mastnych kyselin, alkoholl a aromatickych sloucenin na oxid uhliity
a vodik.

Methanogeneze — je posledni fazi procesu, v niz dochazi ke tvorbé methanu
a oxidu uhli¢itého z jednouhlikatych latek, vodiku a kyseliny octoveé.

Vyslednym produktem anaerobni fermentace je bioplyn, ktery se sklada
pievazné z methanu a oxidu uhli¢itého, v mensi mite se vyskytuji 1 vodik, dusik,
sulfan a stopova mnozstvi amoniaku, t¢kavych mastnych kyselin a dalSich latek.
Kromé bioplynu je produktem tohoto procesu i1 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). Vytéznost procesu je ovliviiovana
fadou faktort jako je teplota, pH, vlhkost a dalSich, neméné dillezitou roli pak
hraje volba vstupniho materialu.

1.1.1 Substraty pro bioplynové stanice

Jako substrat pro bioplynovou stanici mohou byt vyuZity latky obsahujici
sacharidy, bilkoviny, tuky, celulozu a hemiceluldzu jako hlavni slozky (Weiland,
2010). Nejcastéji pouzivanymi substraty U zeméd¢lskych bioplynovych stanic je
rostlinna biomasa, naptiklad kukufice, ktera je za timto uc¢elem cilené péstovana ¢i
travni silaz (Zabranskda, 2010). Hlavni vyhody pouziti rostlinné biomasy pro
vyrobu bioplynu je relativné vysokd produkce bioplynu z jednotky hmotnosti
a zavedené postupy jejiho péstovani, sklizné a konzervace. Nevyhodou zpracovani
rostlinné biomasy je zejména nizka Gc¢innost procesu, dand Spatnou rozlozitelnosti
rostlinnych materiali (Zabranska, 2010; Prochazka et al., 2012).



1.1.2 Preduprava rostlinné biomasy

Rostlinna biomasa je sloZzena prevazné z celulosy, hemicelulosy a ligninu. Tyto
ptirodni polymery spolu tzce interaguji a tvofi tak komplexni matrici, odolnou
vuci biotické a abiotické degradaci, zvlasté pak v anaerobnich podminkach
(Adney et al., 1991; Prochazka et al., 2012). Pro efektivni vyuziti rostlinné
biomasy pii vyrob¢ bioplynu je v prvni fad¢é nutnd jeji hydrolyza, ¢imz dochazi
k otevieni odolné lignocelulosové struktury a tim ke zlepSeni pristupnosti pro
degradacni mikroorganismy. Rychlost a rozsah hydrolyzy zavisi na sile spojeni
ligninu, hemicelulosy a celulosy, ale také na stupni krystalinity (Patinvoh et al.,
2017). K naruSeni struktury lignocelulosového materialu v praxi dochazi vhodné
zvolenou metodou pfedupravy. Mezi metody piedipravy se fadi mechanické
metody (drceni, mleti aj.), fyzikalni (termicka hydrolyza, autohydrolyza, aj.),
chemické (pouzitim organickych a anorganickych kyselin ¢i zdsad) a biologické
metody (vyuziti enzymti, mikroorganismi aj.) (Bochmann et al., 2013; Johnson
et al., 2008; Mazotto et al., 2013; Patinvoh et al., 2016).

Termicka prediuprava

Jednou z nejcastéji zkoumanych metod predipravy, a to v¢etné jejiho efektu na
rizné druhy biomasy, je termicko-expanzni hydrolyza (Olabi et al., 2013;
Fernandez-Cegri et al., 2012; Zieminski et al., 2014; Loépez et al., 2014,
Bohutskyi et al., 2014; Bruni et al., 2010; Galbe et al., 2007). Princip termické
predupravy je znazornén na Obr. 1.1; biomasa je za vysokého tlaku po urcitou
dobu zahtivana na vysokou teplotu. Nasledn¢ dochézi k uvolnéni tlaku, ¢imz
dochazi k dal§imu naruSeni kavitaci. Vysoka teplota narusi bunky v komplexni
matrici a zpasobi hydrolyzu makromolekul, jako jsou proteiny, uhlovodiky
a tuky vylucované z buniky. Pomoci termické ptedupravy dochézi k naruSeni
bunétné stény, kterd je pak lépe piistupnd pro degradatni mikroorganismy
(Carrere et al., 2010).

Pouzitim vysokych teplot a tlaki pro naruSeni komplexu rostlinné biomasy
muze dochazet ke vzniku tady vedlejSich toxickych produktid, které mohou
na samotnou produkci bioplynu plsobit inhibién€. Mnozstvi a zastoupeni takto
vzniklych inhibi¢nich latek zavisi jak na podminkéch ptedipravy a hydrolyze, tak
i na typu materialu (Barakat et al., 2012; Paulova et al., 2012a).
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Obr. 1.1 Diagram procesu produkce bioplynu z lignocelulosové biomasy s vyuZitim
termické predupravy (Shafiei et al., 2013)



1.1.3 Inhibic¢ni latky

Mezi hlavni latky s potencidlné inhibicnim uc¢inkem se tadi fenolické
slou€eniny a derivaty furanu. Mezi fenolické slou¢eniny patii ptedevsim vanilin,
kyselina galova a kyselina tfislova, které¢ vznikaji rozkladem ligninu. Derivaty
furanu jsou pak napiiklad furfural a 5-hydroxymethylfurfural, coz jsou produkty
dehydratace z pentos a hexos obsazenych v polysacharidech. Vznik téchto latek
je znazornén na Obr. 1.2. (Palmqvist et al., 2000; Barakat et al., 2012).
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Obr. 1.2 Prehled inhibicnich latkek vznikajicich pri predupraveé lignocelulosové
biomasy (Paulova et al., 2012a)

1.2 Biodegradace polymeru

Biodegradace polymerti mize 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 dane latky
mikroorganismy Vv environmentalnich vzorcich, kterymi jsou nejcastéji pida,
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 slozen z nékolika na sebe
navazujicich krokti, a to je biodeteriorace, depolymerizace, asimilace
a mineralizace (Shah et al., 2008). Na degradaci polymer, ma vliv fada faktord,
a to jak environmentalnich, tak fyzikaln&-chemickych. Mezi enviromentalni se
fadi teplota, vlhkost, nutrienty, pfitomnost nebo absence kysliku a mezi fyzikalné-
chemické pak porovitost, CcCistota, molekulovd hmotnost, mechanicka
a tepelnd odolnost, teplota skelné¢ho ptechodu, teplota tani, specificky povrch
a pridand aditiva a modifikatory, jako zmeékCovadla, plniva, katalyzatory, ¢i
barviva (Artham et al., 2008; Tokiwa et al., 2009; Stloukal et al., 2015).



Kyselina polymlécna

Kyselina polymlééna (PLA), jejiz struktura je zndzornéna na Obr. 1.3,
je biodegradabilni a biokompatibilni linearni alifaticky polyester (Drumright
et al., 2000). Vysokomolekularni PLA je bezbarvy, leskly, tuhy termoplasticky
polymer s vlastnostmi podobnymi polystyrenu (Garlotta, 2001).
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Obr. 1.3 Strukturni vzorec PLA (Garlotta, 2001)

NejbéznéjSim zplsobem, jak ziskavat PLA o vysokych molekulovych
hmotnostech je polymerace za otevieni laktidového kruhu (Drumright et al.,
2000; Garlotta, 2001). Mechanické vlastnosti a krystaliza¢ni chovani je zavislé na
molekulové hmotnosti, ale také na stereoregularité polymeru. Poly-L-mlécna
kyselina je produkt vznikajici polymeraci kyseliny L-mlé¢né a ma krystalinitu
piiblizné 37 %, teplotu skeln¢ho piechodu v rozmezi 50 — 80 °C a teplotu tani
mezi 173 — 178 °C. Vzhledem ke stereoregularité fetézce jsou opticky Cisté
polymery, kyselina poly-L-mlé¢na a poly-D-mlé¢na, semikrystalické (Mahdavan
Nampoothiri et al., 2010; Garlotta, 2001).

PLA je zpracovavéana tfadou technologickych postupl jako je vyfukovani,
vstiikovani ¢i vytlaCovani za tepla (Garlotta, 2001). PLA je pouzivana naptiklad
pro vyrobu obalovych materiald a diky unikatnim fyzikalnim vlastnostem
umoziuje v fad¢ aplikaci nahrazeni polystyrenu ¢i polyethylentereftalatu (Shah et
al., 2008). Vzhledem ke své biodegradabilit¢ se hodi také pro pouziti
v zeméd¢lskych aplikacich, a to jako mulCovaci folie (Drumright et al., 2000).
Dilezitou vlastnosti PLA je také jeji biokompatibilita, diky niz mize byt
vyuzivana ve farmaceutickém primyslu, kde slouzi jako farmaceuticka slozka
Vv 1éCivych ptipravcich s postupnym uvoliiovanim G€inku, 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 enzymil, coZ umoZni asimilaci oligomeru
a monomerll PLA. Oba paralelni procesy mohou byt ovlivnény nékolika faktory.
Enzymaticky katalyzované procesy jsou zavislé na ptitomnosti specifickych
mikroorganismi, které se v urcitych prostfedich mohou vyskytovat jen ztidka,
pravdépodobné zavisi také na optické Cistoté a krystalinité materialu (Rudnik,
2008; Tsuji a Miyauchi, 2001a; Tsuji a Takehiko, 2011) Bylo zjisténo, ze amorfni
oblasti PLA jsou nachyln&jsi k hydrolyze modelovymi enzymy (Tsuji
a Miyauchi, 2001b). Abioticka hydrolyza je vyrazné ovlivnéna teplotou, ale také



obsahem krystalickych a amorfnich ¢asti v polymeru. (Lyu et al., 2007; Tsuji
a Mizuno, 2000)

Biodegradace PLA v aerobnich podminkach v prostifedi kompostu

Biodegradace PLA v kompostu probiha relativné snadno a byla jiz rozséhle
zdokumentovana (Itdvaara et al., 2002; Auras et al., 2004; Kale et al., 2007).
Rozklad PLA je vyrazn€ 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;
Husarova et al. 2014). Béhem primarni degradace dochazi u PLA k chemické
hydrolyze, ktera je zavisla na teploté i vlhkosti. Vzhledem k tomu, Ze molekulova
hmotnost pii tomto kroku klesne na 10 000 az 20 000 g/mol, mikroorganismy
pfitomné v piidach jiz zacinaji vyuzivat oligomery s nizkou molekulovou
hmotnosti a kyselinu mlécnou. Tento dvoustupiiovy proces se podstatné 1isi od
degradace jinych biologicky rozlozitelnych polymert.

1.2.1 Smési PLA s jilovymi nanocéasticemi

Neéktere vlastnosti PLA, naptiklad Spatna tepelnd a mechanickd odolnost
mohou omezovat jeho Sir§i priimyslové pouZiti. Tyto problémy pak mohou byt
pfekondny smichanim polymeru s riiznymi formami nanocéstic (Fukushima
et al., 2009; Pandey et al., 2005).

Nejcastéji studovanym aditivem v PLA polymernich systémech byva typ jilu
zvany montomorillonit (MMT), zvlastni z4jem je pak vénovan modifikaci MMT
organickymi slouceninami, ¢imz je zajiSténa vétsi kompatibilita s polymerem
(Paul et al., 2003, Pluta et al., 2002). Tyto materialy pfitahuji velkou pozornost,
vykazuji znacné zlepSeni vlastnosti jiz pti velmi nizkém obsahu plniva. Dilezitym
aspektem je vSak také postup vyroby. V obvyklych fazové délenych kompozitech
zlstava polymer a anorganicky materidl nemisitelny, existuji vSak dva moZzné
typy hybrida: interkalovany, kdy je polymer zabudovan mezi vrstvy silikatl a
exfoliovany nebo delaminovany, kdy interkalace dosahuje takové miry, Ze
dochazi k rozptyleni silikatovych vrstev (Giannelis et al., 1999).

Yy, £228
A S

Interkalované Exfoliované

Separované faze

Obr. 1.4 Schematické zndzornéni riznych hybridnich struktur smési polymer/silikat

(Giannelis et al., 1999)



Biodegradace smési PLA s jilovymi nanoc¢asticemi

Vliv plniv na bazi nanojilu na biodegradaci PLA v prostiedi kompostu bylo
zkoumano jiz ne€kolika autory (Paul et al., 2005; Molinaro et al., 2013; Souza
et al., 2013). Ti pozorovali zrychlené¢ rozlozeni v kompostu ve srovnani
s PLA bez ptidavku jilovych nanocastic. Rozdily pak byly pfisuzovany predev§im
k  relativné vysoké hydrofilnosti danych  nanocastic, které
mohly zvysit diftizi vody do vysledné polymerni matrice pti rychlejsi aktivaci
procesu hydrolytické degradace (Fukushima et al., 2012). Podle dal$ich autort
(Sinha et al., 2003a; Fukushima et al., 2011), muze byt hydrolyticky proces
béhem biodegradace zrychlen v dusledku pfitomnosti hydroxylového zbytku
skupiny silikatd, stejné jako piebytku hydroxylovych skupin nékterych
organickych modifikator, za ptedpokladu dobré disperze téchto latek
V polymerni matrici. Nicméng, V soucCasné védecké literatufe stdle chybi
informace o vlivu nanocastic jilu na kinetiku a mechanismus biodegradace PLA
za podminek kompostovani.

1.3 Biodegradace materiali s obsahem termoplastického

Skrobu

Vyvoj a vyroba biologicky rozlozitelnych materidlii na bazi termoplastického
Skrobu (TPS) je povazovana za dulezity krok pro snizeni celkového mnozZstvi
syntetického plastového odpadu (Nafchi et al., 2013).

1.3.1 Termoplasticky Skrob a jeho modifikace

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 plastifikatory, jsou v€lenovany mezi molekuly Skrobu, kde
narusuji vodikové vazby. Dochazi tak k oddalovani polymernich fetézct, zvySeni
jejich pohyblivosti, sniZzeni teploty skelného pfechodu a modulu; material se tak
stava plastickym s moznosti deformace (Da Réz et al., 2006; Nafchi et al., 2013).
NejpouzivangjSimi plastifikatory jsou voda a glycerol (Leja a Lewandowitz,
2010), ale v soucasné dob¢ jsou uspésné vyuzivany také nekteré dalsi latky jako
ethylenglykol, mocovina, maltodextrin ¢i sorbitol (Da Roéz et al., 2006; Nafchi
et al., 2013). Ve srovnani s 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
et al., 2013). Molekularni interakce, souhrnné oznacované jako retrogradace jsou
dochéazi k pferuSeni fetézcti Skrobu tvofenych amylézou a amylopektinem
a opétovné formaci vice uspotfadanych struktur (Hoover et al., 2010).
Retrogradace je pak obvykle doprovéazena tadou fyzikalnich zmén, naptiklad
zvySenim stupné krystalinity, viskozity ¢i zakalu.

Skrob miize byt dale riznymi zpisoby modifikovan; mezi ty nejéast&jsi pak
patii chemickd, fyzikalni, enzymaticka nebo genetickd modifikace. Skrob miZe



byt chemicky modifikovan substituci vodiku na hydroxylovych skupinach, pak
dochazi k esterifikaci (naptiklad acetylaci), etherifikaci, roubované kopolymeraci
Ci zesitovani. VétSina téchto reakci musi byt provedena v roztoku kvili vysoké
molekulové hmotnosti amylopektinu, a tudiz vysoké viskozité taveniny. Pokud
jsou pouzity reakce bez roztoku, musi byt molekulova hmotnost Skrobovych
Castic sniZzena pouzitim napt. amylaz (Avérous a Halley, 2014; Huber a BeMiller,
2010; Nafchietal., 2013). Fyzikalné-chemické vlastnosti Skrobu jsou pak spojeny
se stupném substituce vzniklych chemickych skupin (Sarka et al., 2011).

2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertacni prace bylo studium vlivu vybranych potencidlné inhibi¢nich
latek vznikajicich pti produkci bioplynu a studium biodegradability vybranych
modifikovanych materiali na bazi kyseliny polymléné a termoplastického
Skrobu v kompostu. Zakladnim parametrem pro vyhodnoceni bylo stanovovani
plynnych produkti biodegradaénich procesti pomoci plynove chromatografie.

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

» Studium biodegradace kyseliny polymlécné a jejich smési S dalSimi
komponentami v prostedi kompostu, vliv sloZeni na kinetiku biodegradace

» Studium biodegradace materiali na bazi termoplastického Skrobu
Vv zavislosti na jeho modifikaci, zplisobu zpracovani a pfitomnosti dalSich
aditiv



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Pouzity biologicky material a chemikalie
Mikrobialni inokulum bylo poskytnuto z bioplynové stanice P&¢in v Ceskych
Budé&jovicich ve formé digestatu z kukuti¢né a travni silaze
Testované inhibi¢ni latky — byly dodany firmou Sigma-Aldrich
Furfural (CsH.O,), 5-hydroxymethylfurfural (CsHsO3), kyselina galova (C7HgOs),
kyselina tfislova (C76H52046)
Uhlikové substraty — byly rovnéz dodany firmou Sigma-Aldrich.
Octan sodny, celulosa
Zahradnicky kompost Agro (Agro CS a.s., Ceska Skalice)
Agroperlit (Perlit s.r.0., Senov u Nového Ji¢ina)
Kyselina polymlé¢na PLLA4032D (NatureWorks LLC)
Kyselina polymlééna PLA2003D (NatureWorks® Ingeo™, USA)
Typy nanojilti (Southern Clay Products, Inc., Gonzales, USA)
Cloisite Na*, 10A, 20A, 30B, Nanofil 116, 3010; and Garamite1958
Poly(3-hydroxy- méselnd) kyselina PHB biomer® prasek (Krailling, Némecko)
Plastifikator triacetin TAC (Cistota p.a, Sigma-Aldrich) — triglycerid-1,2,3-
triacetoxypropan
Neacetylovany. acetylovany a propionovany $krob A (Skrobarny Pelhfimov,
Czech Republic)
Celulosové vlakna Technocell 2500 (délka 2500 pum; Radka, Ceska Republika)

3.2 Metodika
3.2.1 Inhibi¢ni testy

Inhibicni testy byly provadény v anaerobnim prostiedi tekutého média
(s inokulem v podobé digestatu) a sledované latky. Testované latky byly
ve zvolenych koncentracich ptfidany do prosttedi spolu s odpovidajicim
substratem, jako zdrojem uhliku. Priibéh inhibice téchto latek na produkci
methanu obsazeného v bioplynu byl sledovan ve zvolenych ¢asovych intervalech.

Priprava mikrobialniho inokula

Digestat obsahujici mikrobidlni spolecenstvi byl odebran z bioplynové stanice,
ktera vyuziva k vyrob¢ bioplynu ptevazné kukuficnou a travni sildz. Digestat byl
piesivan pfes sito o velikosti ok 1mm?, z diivodu odstranéni kukufiénych zm a
dalSich pevnych ¢asti a byl suspendovan v mineralnim mediu tak, aby vysledna
koncentrace suSiny byla 1 g/l. Po suspenzaci byl digestat aklimatizovan 7 dni pfi
teploté 39 °C.

Stanoveni pH a oxida¢né-redoxniho potencialu

Tyto parametry byly stanovovany na zacatku a na konci vSech experimenti.
Meéteni pH bylo provadéno pomoci sklenéné elektrody. Stanoveni oxidacné-
redoxniho potencidlu bylo provadéno redox elektrodou s platinovym ¢idlem.



Stanoveni koncentrace suSiny digestatu

Stanoveni celkového obsahu suSiny, coz odpovid4 veskerym pevnym latkdm
obsazenym v kalové suspenzi, bylo provadéno ve sklenénych miskéach s vickem.
Do misek bylo odpipetovano 10 ml inokula a suseno do konstantni hmotnosti pti
105 °C. Nasledné¢ byla vypocitana vysledna suSina digestatu.

Stanoveni koncentrace rozpusténého organického uhliku DOC
Po ukonceni experimentu byly odebrany vzorky vodné faze a na automatickém
analyzatoru uhliku Shimadzu TOC—5000A vybaveném IC detektorem byl méfen
obsah DOC.

Stanoveni produkce methanu a oxidu uhli¢itého v prubéhu anaerobni
fermentace
Obsah methanu a oxidu uhli¢itého v bioplynu byl analyzovan pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A s kolonou Porapak Q a teplotné
vodivostnim detektorem (TCD). Produkce methanu byla vyjadiena jako mnozstvi
uhliku ve formé vyprodukovaného methanu na gram vlozeného uhliku (m(CHa).

3.2.2 Biodegradacni testy

Biodegradacni testy byly provadény ve sklenénych lahvich (bioreaktorech)
o objemu 500 ml. Do lahvi byl navaZzen vyzraly kompost, perlit, polymerni vzorky
a bylo pfiddno minerdln médium. Lahve byly inkubovany pfi teploté
58 °C a ve zvolenych intervalech bylo odebirano 100 pl plynné faze k analyze na
plynovém chromatografu Agilent 7890. Ze zjisténé koncentrace CO; bylo
vypocitdno procento mineralizace vzhledem k pocate¢nimu obsahu uhliku ve
vzorku. Kazdy vzorek byl testovan 3x vedle sebe spolu s pozitivni kontrolou
(celulosa) a se ¢tyfmi slepymi pokusy.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

K charakterizaci a pozorovani povrchi testovanych polymernich materialt
byla pouzita skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) Quanta 200 FEG (FEI,
Ceskd Republika) za pouziti sekundarniho elektronového zobrazeni
pii akceleraCnim napéti 10 kV.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

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

Gelova permeacni chromatografie (GPC)



Primérna molekulova hmotnost, distribuce molekulové hmotnosti ve vzorcich
PLA nanokompoziti a zmény béhem hydrolyzy byly sledovany pomoci Breeze
Chromatographic System (Waters, Milford, MA) vybaveném UV detektorem.

Analyza oxidu uhli¢ittho plynovou chromatografii pri aerobni
biodegradaci v kompostu

Testované lahve byly pfed samotnym odbérem vzorku ochlazeny
na laboratorni teplotu. Poté bylo injekéni stiikackou odebrano 100 pl plynu
a nastfiknuto do plynového chromatografu Agilent 7890. Analyza oxidu
uhli¢itého byla provedena na dvou sériové zapojenych sklenénych népliovych
kolonach (1, 829 m), k detekci slozek byl pouzit TCD a k vyhodnoceni signali
byl pouzit program ChemStation.

Abioticka hydrolyza PLA smési

Abioticka hydrolyza vzorkt probihala pti 58 °C v prostiedi fosfatového pufru
(0,1 mol/l), ktery byl upraven na pH 7; z diivodu potlaceni ristu mikroorganismi
byl ptfiddvan azid sodny (NaNs, 2 g/I). Vzorky PLA film byly nastiihadny
na zkuSebni téliska 0,5 x 0,5 mm a suspendovany v 50 ml fosfatového pufru.
V pravidelnych intervalech bylo odebirano 1,5 ml alikvotniho podilu média,

centrifugovano (10 min) a v supernatantu byl analyzovan DOC na analyzatoru
uhliku Shimadzu TOC — 5000A.

4. VYSLEDKY A DISKUZE

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

Byl studovén inhibicni efekt vybranych modelovych latek v prostiedi
simulujicim produkci bioplynu z kukuficné a travni biomasy, ktera je
v primyslovém méfitku nej€astéji vyuZivanym substratem pro bioplynové
stanice. V experimentech, které probihaly s dvéma riznymi substraty, byl pouzit
digestat po anaerobni fermentaci jako mikrobidlni inokulum. Prvni substrat, ktery
slouzil jako zdroj uhliku byla celulosa, ktera pfedstavovala v§echny faze procesu
anaerobni 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.

4.1.1 Inhibi¢ni efekt furfuralu a 5-hydroxymethylfurfuralu na produkci
methanu
Inhibi¢ni u¢inek furfuralu (FUR) a 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF) byl
V tomto experimentu studovéan v koncentracich az 2 g/, coz je vyrazné vice nez
oc¢ekavana koncentrace v redlném 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). Nasledn¢ byly uvedené parametry vyuzity pro srovnani inhibi¢nich
ucinki u jednotlivych experimenti.

Tab. 4.2: Optimalizované parametry matematického modelu

Zdroj uhliku - octan sodny
Crur A | m(CHa)max VMAX Cumr | A | m(CHs)ma VMAX
[9/1] | [d] [mg/g] [ma/(g.d)] | [9/] | [d] | x[mg/g] | [mg/(g.d)]
0,0 5,0 213 11 0,0 15 280 494
0,1 0 230 12 0,1 ND ND ND
02 |09 226 18 02 | 7,7 324 6,39
0,5 2,7 200 24 0,5 11 280 3,38
10 |99 180 16 10 | 44 103 0,91
2,0 23 126 18 2,0 ND ND ND
Zdroj uhliku — celulosa
Crur A | m(CHa)max VMAX Cumvr | A | m(CHs)ma VMAX
[o/] | [d] [mg/g] [mg/(g.d)] | [9/] | [d] | x[mg/g] | [mg/(g.d)]
0,0 1,9 121 4,58 0,0 0,0 28,2 0,68
0,1 0,1 132 5,01 0,1 ND ND ND
0,2 3,1 114 4,28 0,2 0,0 12,9 18,0
0,5 2,7 106 4,35 0,5 3,0 4,42 17,6
1,0 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(CHs)max = asymptotické maximum produkce methanu; vmax =
maximalni pomér produkce methanu; Crur = koncentrace furfuralu; Cumre = koncentrace
5-hydroxymethylfurfuralu; ND= nedefinovano

V experimentu s FUR a octanem sodnym byl pfi koncentracich FUR vyssich
nez 1 g/l zaznamenam inhibicni ucinek, ktery se zvySoval se stoupajici
koncentraci FUR aZ do 2 g/l (Obr. 4.1). Casteéné zpomaleni produkce methanu
bylo pozorovano jako prodlouZeni lagové faze na zacatku experimentli, nicméné
bylo prokdzano, Ze i nejvysSi testovand koncentrace FUR byla nakonec
metabolizovana, c¢ili detoxikovana a po jist¢é dobé byla produkce methanu
srovnatelna s produkci kontrolniho vzorku bez inhibi¢ni slouceniny.
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Obr. 4.1 Produkce methanu v riiznych koncentracich FUR. Produkce methanu je
vyjadrena jako gram viozeného uhlikoveho 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
se zde inhibice projevila jiz pii koncentraci FUR 1 g/l, je tedy mozné,
ze methanogenesi predchazi nékteré procesy, vyuzivajici celulosu, které jsou
citlivgjsi na ptitomnost FUR nez samotna methanogenese.
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Obr. 4.2 Produkce methanu v ruznych koncentracich FUR. Produkce methanu je
vyjadrena jako gram vilozeného uhlikového substratu neboli celulosy

Vyrazné vyssi inhibicni efekt byl prokazan u HMF, a to jiz u koncentrace
0,5 g/l (Obr. 4.3). Na rozdil od FUR, doslo u HMF ke sniZzeni maximalni rychlosti
a stupné¢ produkce methanu, bez jakéhokoliv naznaku obnoveni produkce



methanu po urCité casové period¢. Lze tedy usoudit, Ze HMF nelze odstranit ze
systému a zptusobuje permanentni inhibici daného procesu.
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Obr. 4.3 Produkce methanu v riznych koncentracich HMF. Produkce methanu je
vyjadrena jako gram viozeného uhlikového substratu neboli octanu sodného
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Obr. 4.4 Produkce methanu v riznych koncentracich HMF. Produkce methanu je
vyjddrena jako gram viozeného uhlikového substratu neboli celulosy

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



Na konci experimentu byly analyzovany parametry u jednotlivych zvolenych
koncentraci vybranych latek, které jsou charakterizovany v Tab. 4.3, pH
a koncentrace rozpusténého anorganického uhliku (IC) znaci, ze ptidani inhibicni
slou€eniny nezpisobilo zménu v metabolickém procesu methanogenese.

Tab. 4.3: Nameérené parametry u jednotlivych koncentraci inhibicnich latek
na konci experimentu

Zdroj uhliku - octan sodny
Crur | pH Dt | CHs | Cuwr | pH D: | CHa
o | (1 9 ey | e | ofam || O e | 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
0,5 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
2,0 7,21 | 1,41+0,62 | 46 79 2,0 8,21 0,00 0 0
Zdroj uhliku — celulosa
Crur | pH Dt | CHs | Cumr | pH D: | CHs
o | L9 e | e | oo |1 | Y ] ey | 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

02 |832]|1,12¢0,02| 40 | 57 0,2 |8,32]2,06£0,05| 47 8
05 |813]1,10£0,03| 39 | 56 05 |8,24]2,35+0,08| 47 5
10 |8211,07+036]| 37 | 67 10 [840] 0,00 0 0
20 |809| 0,00 0 9 20 |815| 0,00 0 0

Z Tab. 4.3 je patrné, ze v piipadé octanu sodného jako srovnavaci latky, byla
prokdzana vyrazn€ vys§i Uroven mineralizace, coZz vedlo ke zvySené tvorbé
methanu. Navic U¢innd koncentrace piidanych inhibi¢nich latek postupné
snizovala obsah methanu, 1 kdyz znatelny uclinek byl pozorovan pouze
u koncentraci siln¢ inhibujicich produkci methanu.

Pt1 poslednich experimentech s HMF a celulosou, jako srovnavaci latkou, byl
pouzit digestat, ktery pravdépodobné obsahoval niz$i vstupni pocet
methanogennich bakterii na zaCatku experimentu a v téchto testech byla rychlost
produkce methanu a jeho obsah v bioplynu ponékud nizsi.

4.2 Biodegradace PLA a smési PLA nanokompoziti
v kompostu

V této Casti prace bylo cilem zkoumat biodegrada¢ni chovani nanokompozitii
PLA  sriznymi, komeréné¢  dostupnymi  nemodifikovanymi  nebo
organomodifikovanymi montmorillonity (MMT). Nanokompozitové folie byly
pfipraveny dvousnekovym vytlaCovanim s naslednym plochym lisovanim.
Zvlastnim duaraz byl kladen na optimalizaci parametrii procesu a splnéni dvou
protichidnych cilti, a to dobré interakce jili s PLA a minimalizace tepelné



degradace PLA. Paraleln¢ byl sledovan mikrobidlni rozklad, abioticka hydrolyza
a byl hodnocen vliv morfologie a vlastnosti vyrobenych smési PLA spolu
S piitomnosti a typem organického modifikatoru na rychlost a mechanismus
biodegradace.

4.2.1 Charakterizace zkoumanych materiala

Biodegradace polymernich materiali je vyznamé ovlivnéna vlastnostmi
vstupniho materialu, jeho slozenim, pfidanymi aditivy a historii postupu vyroby.
VétSina souvisejicich studii pouziva komeréné dostupné materidly, u kterych jsou
ovSem nedostatetné informace o jejich slozeni, aditivech a historii vyroby.
Proto bylo v této studii rozhodnuto vyrobit materialy odpovidajici komerénim
materidlim, 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 biodegrada¢nich experimentd.

Kvalita disperze plniva v ptipravenych nanokompozitech s riznymi komeréné
dostupnymi ptirodnimi nebo organomodifikovanymi MMT byla analyzovana
pomoci malouhlove rentgenové difrakce (SAXS). Jak se ocekavalo z predchozi
studie (Rhim et al., 2009), materialy s ptirodnim MMT vykazovaly nizsi stupen
disperze a plnivo zstalo v jejich pocateCnim uspofadani, pravdépodobné diky
slabym interakcim se spiSe hydrofobni PLA.



Obr. 4.5 TEM snimky PLA-Na3010 (A,B), PLA-GA (C,D) a PLA-30B (E,F)

TEM snimky tfi reprezentativnich vzorkt (Obr. 4.5) PLA-Na3010 (A,B), PLA-
GA (C,D) a PLA-30B (E,F), potvrdily a rozsitily jiz dosazené vysledky
ze SAXS analyzy. Bylo patrné, zZe jilové Castice dispergované v nanokompozitech
PLA-Na3010 byly vétsi nez pfiblizné 100 nm a $patné interkalovany. Relativné
dobfte interkalovana struktura s ¢astecnou exfoliaci jilovych vrstev byla viditelna
v piipadé PLA-GA, ale stale s né¢kolika mensimi agregaty, naopak u vzorku PLA-
30B je jiz viditelnd vysoka mira exfoliace, agregaty nejsou patrné.

Vysledky gelové permeacni chromatografie (GPC) uvedené v Tab. 4.4 ukazuji
mirny pokles molekulové hmotnosti (Mw) po procesu taveni PLA ve srovnani
S ptivodni nezpracovanou PLA. Je znamo (Taubner a Shishoo, 2001; Signori
et al., 2009) Ze tepelna degradace PLA v pribéhu zpracovani tavenim vede ke
ztraté My, coz muze neptiznivé ovlivnit vlastnosti finalniho produktu a jeho
biodegradaci.

Stépeni Fetdzcti nanokompozitt PLA/MMT v tavening by také mohlo byt
zvySeno hydroxylovymi skupinami pfitomnymi v jilovych organickych
modifikatorech a na povrchu jilovych desticek (Paul et al., 2003). Nicméné,
Mw vétSiny PLA/jilovych nanokompozitl je téméf srovnatelnd s Cistou PLA.



Nejvyssi snizeni My ve srovnani s ¢istou PLA bylo 12 % v ptipad€ plniva
Na3010. Ziskané vysledky naznacuji, Ze parametry slozeni a nasledné zptisoby
ptipravy filml byly dobfe vybalancovany s ohledem na nizkou tepelnou stabilitu
PLA, tudiz snizeni My bylo minimalizovéno.

Tab. 4.4: Vlastnosti PLA-MMT nanokompozitnich filmii

Mu? Mw/MP | T T g Ocs.d.f

[g/mol] [°Cl  [°C] [%] °]
PLA 212500 1,77 1515 60,0 27 @ 723+27
PLA-Na 220200 1,59 1574 60,7 46 @ 669+22
PLA-10A 199500 1,67 1514 601 18 652+14
PLA-20A 203400 1,66 1563 60,0 55  70,1+0.8
PLA-B30 232800 1,53 1525 599 05  61,8+2,0
PLA-NA3010 185800 1,76 151,7 60,1 18  6L11+16
PLA-NA116 222700 1,66 1539 595 27  587+13
PLA-GA 209300 1,65 150,7 60,0 34  683+14

2 Priimé&rnd molekulova hmotnost; ° Index polydisperzity; ¢ Teplota tani; 9 Teplota
skelného piechodu; ¢ Krystalinita; T Rovnovazny kontaktni tthel se smérodatnou
odchylkou

Dalsi faktory, které mohou mit podstatny vliv na miru biologického rozkladu, jsou
stupen krystalizace a hydrofilita materialu. Bylo zjisténo (Picard et al., 2011), Ze
vzhledem k velkému povrchu exfoliovanych organojili mohou tyto pisobit jako
nukleacni ¢inidlo usnadiujici krystalizaci PLA. Kromé toho se predpoklada (Rudnik
a Briassoulis, 2011; Kucharczyk et al., 2013), Ze amorfni ¢ast polymeru
je prednostné¢ degradovana a zvySeni krystalizace tedy miize snizZit rychlost
biodegradace materidlu. Krystalinita filmi vyvozena z dat tepelné analyzy byla
znaéné nizkd a hodnoty PLA nanokompozitl byly piiblizn€ srovnateln¢ s Cistou
PLA, coZ je pravdépodobné dano relativné kratkym Casem pro krystalizaci pii
ptiprave filml. Ptitomnost hydrofilni organomodifikovanych jila vedla ke zvySeni
smacivosti povrchill pfipravenych nanokompozitd, coZz by mohlo vést k podpoteni
procesu biodegradace nebo hydrolyzy esterovych vazeb (Pluta et al., 2006)
ve srovnani s ¢istou PLA.

4.2.2 Biodegradacni test vyrobenych filmi v kompostu

Cista PLA a vzorky nanokompoziti PLA/MMT byly inkubovany v kompostu
ptiblizné 90 dni pii teploté 58 °C (Obr. 4.6A a Obr. 4.7A). Ziskané vysledky svédci
o mirn¢ zvySené rychlosti biodegradace pro vSechny PLA/MMT nanokompozity
Vv porovnani s Cistou PLA, coz je v souladu, s jiz popsanym fenoménem zvyseni
biologického rozkladu v pfitomnosti organicky modifikovanych nanoc¢éstic (Sinha
etal., 2003b). Lagova faze, typicka pro biodegradaci vysokomolekularni PLA, mize
byt pro vSechny vzorky rozliSena jiz na zacatku procesu a je zfeymé vyrazngjsi pro
Cistou PLA a jeji smés s ptirodnim nemodifikovanym MMT Cloisite Na+, ktery
vykazuje nizkou troven disperze a interkalace (Obr. 4.7A).
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Obr. 4.6 Biodegradace v kompostu (4) a abioticka hydrolyza (B) cisté PLA a
PLA/jilovych nankompozitovych filmii. m PLA-NAI116; o PLA-GA,; o PLA-
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Obr. 4.7 Biodegradace v kompostu (4) a abiotickd hydrolyza (B) cisté PLA a
PLA/jilovych nanokompozitovych filmi. A PLA-Na; wm PLA -104; o PLA-

204; o PLA-30B; e PLA

Zda se, ze nanokompozity PLA-10A a PLA-20A (Obr. 4.7) vykazovaly mirné

rychlej$i nastup biodegradace oproti ostatnim testovanym vzorktim, kdy rozklad
zacal priblizn¢ v 8 dni inkubace a po 90 dnech v kompostu dosahly vzorky
mineralniho rozkladu 91 % u PLA-20A a 83 % v ptipadé PLA-10A. Lze také




vidét, Ze navzdory pocateCnimu pomalejSimu nastupu biodegradace Cisté PLA
a PLA-Na, kdy lagova faze trvala 27 dnti, byla rychlost jejich mineralizace
V pozd¢jsi fazi biologického rozkladu srovnatelna s PLA/organomodifikovanymi
jilovymi nanokompozity a materialy doséhly pifiblizné¢ 78% degradace. To mize
naznacovat, ze povrchova hydrofilita
a infiltrace molekul vody je rozhodujici v pocatecni fazi biodegradacniho procesu.

Pro potvrzeni dalezité role abiotické hydrolyzy pti biodegradaci PLA, prob¢hl
experiment, kde byla sledovana hydrolyza testovanych materiald ve vodném
prostiedi pii 58 °C v pfitomnosti latky inhibujici mikrobialni rast (NaNs).
Na Obr. 4.6B a Obr. 4.7B je znazornén pribéh hydrolyzy ve stejném métitku jako
kiivky biodegradace v kompostu, aby bylo mozné jejich srovnani. Z vysledki je
zieymeé, Ze pribch hydrolyzy témét dokonale kopiruje mineraliza¢ni kiivky
Vv biodegradacnim procesu, pouze s kratSimi lagovymi fazemi na zalatku
inkubace. Zaroven vSak, stejné jako pii experimentu v kompostu, je mozno
pozorovat ur€itou uroven zrychleni pti degradaci PLA/jilovych nanokompoziti,
zejména pro vzorek PLA-10A. Na zakladé téchto vysledkil, miize byt abioticka
hydrolyza povaZovéna za hlavni faktor, ktery fidi rychlost biologické degradace
ve zkoumanych vzorcich nanokompoziti.

4.3 Biodegradace materialii na bazi termoplastického Skrobu

Cilem téchto experimentii byla charakterizace vlastnosti, zvlast¢ pak analyza
biodegradability n¢kolika typt materidlti na bazi termoplastického Skrobu. Byly
vyuzity  vzorky  termoplastického  neacetylovaného  §krobu  (SP)
a termoplastického acetylovaného $krobu (ASP) ziskané z piirodniho $krobu,
s pfidavkem nebo bez piidavku celulosy jako plniva a plastifikatorti. Vzorky
ve formé folii byly pfipraveny ve spolupraci s Ustavem makromolekularni chemie
v Praze. U vybranych materiald byla sledovana biodegradace v prostiedi
kompostu.

4.3.1 Priprava a morfologie termoplastickych materialii na bazi Skrobu

Plastifikace Skrobu a pfiprava vzorkl byla provedena bud’ odlévanim roztoku
(OR), michanim taveniny (MT), anebo spojenim obou postupt (Ostafinska et al.,
2017). Rozsah t¢innosti plastifikace byl zavisly na zvoleném postupu zpracovani.
Pro vyhodnoceni piipadného vyskytu Skrobovych zrn a jinych nehomogenit
v materialové morfologii byly vzorky SP pozorovany pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM), vysledky pozorovani jsou znazornény na Obr.
4.8.



OR MT OR+MT

Obr. 4.8 Snimky SEM morfologie SP piipraveného odlévanim roztoku a), michdnim
taveniny b), spojenim obou postupii ¢) byly porizeny na Ustavu makromolekuldrni
chemie v Praze

V piipad¢ vyuziti obou vyrobnich procesti samostatné pro ptipravu materiali
(Obr. 4.8a, b), je vidét piitomnost neplastifikovanych skrobovych zrn, avSak pii
spojeni obou metod dojde ke zlepSeni homogenni struktury vzorku (Obr. 4.8c).
Ziskané vysledky byly srovnatelné s jiz existujici studii (Ostafinska et al., 2017).
Snimky SEM ASP a propionovaného termoplastického $krobu (PSP) $krobu
ptipraveného riznymi zptisoby, jsou znazornény na Obr. 4.9. Bylo zjisténo, Ze pii
provedeni acetylace Skrobu pted plastifikaci dochdzi ke vzniku méné
homogennich produktl ve srovnani s plastifikaci neacetylovaného Skrobu.

Obr. 4.9 Snimky SEM ASP s nizkym (a) a vysokym (b) stupném substituce,
které byly pripraveny OR+MT po acetylaci; ASP s vysokym stupném
substituce pripraveny OR pied procesy acetylace a MT;: (d) PSP p¥ipraven
MT byly porizeny na Ustavu makromolekuldrni chemie v Praze

Jak nizky, tak vysoky stupeii substituice u ASP (Obr. 4.9 ab) vedl
k nehomogenni morfologii vzorkli s ¢etnym obsahem Skrobovych zrn, které



zstavaly v plastifikované matrici. V piipadé SP byla plastifikace pomérné
uspokojiva, avSak dokonce i v téchto materidlech se vyskytovaly neplastifikované
nebo ¢astené plastifikovand zrna, prevazné v pripad€, pokud nebyl proveden
krok odlévani roztoku, coz je patrné z Obr. 4.8b. Naproti tomu vysoce
acetylované termoplastické $kroby (ASP-H) s piidavkem plastifikatoru na bazi
oligosacharidi (P3) byly plastifikovany snadnéji, protoZze plsobenim
P3 dochézi k G¢innému naruseni struktury vyse uvedenych zrn s vyssi My, Snizeni
primémé M, ve vzorcich ASP-H2 a ASP-H3 po pfidani P3 vedlo
k niz§imu poétu neplastifikovanych zrm, zejména ve vzorku ASP-H2, ktery jesté
navic obsahoval U¢inng;si zmeékcovadlo P2. Ve srovnani s ostatnimi testovanymi
materialy, ASP-H1 obsahoval vy§si poet neplastifikovanych skrobovych zrn, coz
potvrdilo ptedpoklad, Ze vysoky stupeii acetylace a do zna¢né miry 1 absence P3
jsou klicovymi faktory, vedoucimi K nedostate¢né plastifikaci Skrobu. Na druhou
stranu, po Uprave procesu, kdy Skrob byl nejprve plastifikovan a poté acetylovan,
byl ziskan téméet homogenni material (Obr. 4.9 c).

Morfologic PSP (Obr. 4.9d) ukézala mista neesterifikovanych nebo slabé
esterifikovanych skrobovych oblasti — skrobové castice s tak nizkym stupném
propionace, které nebyly schopny se promichat s propionovanou Skrobovou
matrici.

Za uéelem dalsiho zlepeni mechanickych vlastnosti SP a ASP, byla skrobova
matrice zesilena ptfidavkem celulosovych vldken. Dvoustupiiovy proces vedl
k Gspésné plastifikaci Skrobu, homogenni morfologii a disperzi plniva
(Obr. 4.10). V ptipadé vyztuzeného ASP byly navic mechanické vlastnosti
vylepSeny i stupném acetylace.

Obr. 4.10 Snimky SEM vzorku §P,-C (a); ASP-LC (b) a ASP-HC (c) s celulosovymi
viakny byly porizeny na Ustavu makromolekularni chemie v Praze

Pomoci SEM byly také pozorovany lomové plochy. Na snimcich je vidét nizsi
pfilnavost mezi celulosovymi vldkny a Skrobovou matrici, zejména u vzorkl
s niz§im stupném acetylace (ASP-LC;Obr. 4.10 (b)), daleko lepsi je to v piipadd
vysoce acetylovaného termoplastického skrobu (ASP-HC; Obr. 4.10 (c)). Témito
pozorovanimi byly potvrzeny i vysledky testid dynamické mechanické analyzy ve
smykovém napéti. Mechanicka tuhost a pruznost ASP matrice, a to zvlasts
v piipadé ASP-HC byla vyssi nez v matrici SP.



4.3.2 Aerobni biodegradace vzorku v prostiedi kompostu

Modifikace a vyrobni postupy folii z SP, vedly ke zpomaleni biodegrada¢niho
procesu. Mira mineralizace uhliku u ASP klesala se zvysujicim se stupném
substituce. Nizko a stfedn& acetylované vzorky (ASP-L; ASP-M) prokazaly
pouze mirné zpomalenou biodegradaci (Obr. 4.11) ve srovnani s SP, protoZe do
stupné substituce 1,5 materidly obsahuji pouze malou cast stfedné
modifikovaného Skrobu. Toto bylo spojeno s faktem, Ze vyrobni postupy
plastifikace vzorkii ASP-L a ASP-M byly efektivni z diivodu nizkého nebo
zadného vyskytu plastifikovanych zrn (Obr. 4.9a). Ve srovnani s ostatnimi
testovanymi materialy (Obr. 4.11) byl nejrychleji degradovan SP.
U PSP byly sledovany dvé rozdilné faze mineralizace. V prvnich deseti dnech
probihala biodegradace pravdépodobné nemodifikované Casti materidlu velice
rychle, zatimco ve druhé fazi proces pokracoval pomalu a po 40 dnech doslo
k mineralizaci PSP pouze z 60 %.
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Obr. 4.11 Biodegradace SP a ASP v kompostu

Na Obr. 4.12 je znazornéna biodegradace vzorku s celulosou v prostiedi
kompostu. Pfidani celulosovych vlaken do materidlu vyznamné neovlivnilo
biologickou odbouratelnost vzorkd, ale bylo zjisténo, ze mira mineralizace
se mirn¢ snizila v porovnani se vzorky neobsahujici celulosu.
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Obr. 4.12 Biodegradace SP a ASP s nebo bez pridavku celulosovych vidken
v kompostu

Zajimavym spole¢nym znakem u obou kiivek vzorkil obsahujici celulosu byla
prechodna retardace procesu piiblizné ve 40 dnech biodegradace, kdy s nejvétsi
pravdépodobnosti byl dokoncen rozklad piistupnéjsi ¢asti materidlu a nasledna
biodegradace celulosovych vldken jiz probihala pomaleji nez biodegradace
skrobu.

Vysledky testt biodegradace ASP-H jsou znazornény na Obr. 4.13. Vyznamné
zpomaleni biodegradace ve srovnani s SP bylo zaznamenano u viech ASP-H.
Vzorky se liSily typem plastifikitor a vyrobnimi postupy, avSak
nejvyznamngj$im faktorem, ktery ovliviiuje rychlost degradace, se zda byt stupen
substituce. U vzorki se stupném substituce nad 2,5 (ASP-HP1, ASP-HP2, ASP-
H1) byla biodegradace pomalejsi. Na druhou stranu ASP-H1 obsahujici vyssi
pocet nehomogenit byl mineralizovan o néco rychleji, a to hlavné v prvnich
10-ti dnech experimentu. OvSem za 60 dni vzorek ASP-HI dosahl pouze
45 % degradace, zatimco vzorky ASP-HP1 a ASP-HP2 degradovaly
z 60 popftipade 73 %.
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Obr. 4.13 Biodegradace SP a ASP s riiznym sloZenim v kompostu

Z vysledkt je patrné, Ze biodegradace ASP-H je znaéné pomalejii v porovnani
s ostatnimi testovanymi vzorky. Nicméné jeji prub¢h, a to hlavné na zacatku
kompostovani, zavisi pravdépodobné do znacné miry na vyrobnim postupu
ptipravy vzorkl, ptfidavkém ¢i absenci plniv v podobé¢ celulosovych vldken, typu
plastifikatort a stupni substituce.

Ze studie vyplyva moznost pfipravit materidly na bazi modifikovaného Skrobu
s optimalizovanym mechanickym vykonem a fizenou rychlosti biodegradace



5. ZAVER

Ziskévani energie v podob¢ bioplynu anaerobni digesci z rostlinné biomasy je
vyhodnou ekonomickou alternativou oproti fosilnim paliviim. K dosaZeni vysoké
vytéznosti methanu podstupuje vstupni substrat, jesté pred samotnou anaerobni
digesci, urCitou predupravu. AvSak béhem procesu piedupravy biomasy muze
dochézet ke vzniku toxickych latek, které mohou produkci bioplynu negativné
ovliviiovat. Studium inhibi¢nich latek a jejich vliv na pribéh anaerobni
fermentace a nasledné¢ na vytéznost methanu obsazeného v bioplynu, je jiz
popsano v fad¢ studii, ale vzhledem k tomu, ze bioplynové stanice pracuji
Srliznymi substraty a vyuzivaji rizné metody piedipravy, je potieba tuto
problematiku studovat i v konkrétnich pfipadech bioplynovych stanic. V prvni
Casti této prace byla vénovana pozornost posuzovani negativniho vlivu vybranych
potencionalné inhibi¢nich sloucCenin, a to furfuralu,
a 5-hydroxymethylfurfuralu na produkci methanu. Tyto latky mohou vznikat
Vv pribchu termické predupravy. Konkrétné byl pro experimenty vyuzit digestat
z kukuii€né silaze a pfipadny inhibi¢ni efekt vybranych latek na produkci
methanu byl zkouméan pro realnou bioplynovou stanici, ktera se nachazi
v Ceskych Budgjovicich. Vysledky ukéazaly, Ze tyto latky vykazovaly inhibigni
efekt na produkci methanu jiz od koncentrace 0,2 g/l v piipadé
5-hydroxymethylfurfural a v pfipad¢ furfuralu od koncentrace 1 g/, v pfitomnosti
celulosy jako zdroje uhliku. Pfi vyuziti octanu sodného, jako uhlikového
substratu, byl vliv téchto sloucenin ve zvolenych koncentracich zanedbatelné;si.
Ze ziskanych vysledki lze fici, ze pfi produkci methanu neni methanogenese
vybranymi latkami ovlivnéna tak ztetelnég, jako hydrolyza ¢i acidogenese.

V dalsi ¢asti prace byla pozornost vénovana biodegradacnimu chovani
kyseliny polymlécné a jejich smési v prostiedi kompostu. V praci byly testovany
PLA nanokompozitové folie Sriznym obsahem modifikovanych nebo
organomodifikovanych montmorillonitd. V prvni fadé¢ byly zkoumané materiadly
charakterizovany Vv souvislosti s jejich vlastnostmi, aby bylo mozné tadné
interpretovat data z biodegradacnich testl. Pti priprave filmt nedoslo ke snizeni
molekulové hmotnosti nanokompozitovych folii, coz potvrdilo, Ze parametry
procesu vyroby vzorkl byly spravné nastaveny s ohledem na Spatnou tepelnou
stabilitu PLA. Studie prokazala, ze ptidavek nanojilu zlepsil biodegradaci PLA ve
srovnani s Cistou PLA, primarn€ zkracenim lagové faze v pocateCnich fazich
procesu. Paralelné¢ s kompostovanim probihala i abioticka hydrolyza materiald.
Bylo vychéazeno zptfedpokladu, Ze abioticka hydrolyza je hlavnim
depolymerizaénim mechanismem a urychleni mineralizace mize byt tedy
zpusobeno zrychlenim hydrolytického Stépeni fetézcl PLA v pfitomnosti jilg.
Nejvyrazngjsi zrychleni biodegradace bylo zaznamenano u vzorku PLA-10A,
ktery vykazoval skvélou interkalaci, homogenni disperzi vrstev oxidu
kiemicitého v polymerni matrici a vylepSenou hydrofilitu.



Poledni, tfeti kapitolou této prace bylo studium biodegradace materiali
na bazi termoplastického Skrobu. Studie prokazala, Ze vlastnosti, morfologii
a rozklad takovych materidlti ovlivituje stupen acetylace skrobu, rizné vyrobni
postupy a pridani ¢i absence plastifikatori a plniv. Dvoustupniovym
zpracovanim, kterym je dosazena homogenni morfologie s téméef tUplné
plastifikovanym Skrobem a pfidanim celulosovych vlédken do vzorku, ¢imz dojde
k zesileni matrice, je zlepSena jeho mechanicka odolnost. Rychlost biodegradace
piipravenych folii byla vyznamné zpomalena se zvySujicim se stupiiem
acetylace. Miru biodegradace ovliviiovala také propionace a celkova homogenita
vyrobenych filmi.



6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI
Studium inhibice produkce bioplynu

e Bylo vylou€eno riziko vlivu inhibi¢nich latek, vznikajicich degradaci
biomakromolekul, na vyrobu a vytéZznost bioplynu u bioplynovych stanic
vyuzivajici termickou piedipravu rostlinné biomasy

e Ziskané poznatky mohou byt vyuzity v redlnych procesech v bioplynovych
stanicich
Studium biodegradace PLA/jilovych nanokompoziti v kompostu

= Ziskané informace mohou byt vyuZity zejména v zeme&dé&lstvi a obalovém
prumyslu k vyrobé biodegradabilnich polymernich materialt

Studium biodegradace materialii na bazi Skrobu v kompostu

A Ziskané poznatky mohou piispét k vyzkumu a vyvoji Vv oblasti obalovych
materidli, nebo zeméd¢lstvi. Experimenty ukézaly, Ze je moZno nastavit
rychlost degradace materiala
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ASP Acetylovany termoplasticky Skrob
C,CEL  Celulozova vlakna
DOC Rozpustény organicky uhlik

FUR Furfural

GC Plynova chromatografie

GPC Gelova permeacni chromatografie
HMF 5-hydroxymethylfurfural

IC Anorganicky uhlik

MMT Montmorillonit

MT Michani taveniny

OR Odlévani roztoku

ORP Oxidacné redukcni potencial

PLA Kyselina polymlécna

PSP Propionovany termolasticky Skrob

SAXS Small-angle X-ray scattering

SEM Skenovani elektronova mikroskopie

SS Stupen substituce

TAC Triacetin

TCD Teplotné vodivostni detektor

TEM Transmisni elektronova mikroskopie
Tg Teplota skelného prechodu

TOC Celkovy organicky uhlik

SP Termoplasticky neacetylovany Skrob

uv Ultrafialové zareni
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