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Abstrakt

Diplomova prace se zaméruje na extrakci polyhydroxybutyrdtu z vlastni vypéstované rasy.
Ddle se soustfedi na vyzkum smési biopolymerd, spojeny s vyrobou filamentu. Vytvoreny
filament se pouZil pro 3D tisk vzork(, na kterych se zkoumaly mechanické vlastnosti,
misitelnost smési a vnitfni struktura. Zdvérem se prace vénuje také degradaci biopolymer(,

ktera je v této oblasti casto diskutovanym tématem.

Klicova slova

biopolymer, polyhydroxybutyrat, polyhydroxyalkanodt, kyselina polymlécna, spirulina
platensis, 3D tisk

Abstract

The diploma thesis focuses on the extraction of polyhydroxybutyrate from self-grown algae.
Furthermore, it concentrates on the research of biopolymer mixtures, connected to the
production of filament. The created filament was used for 3D printing of samples on which
the mechanical properties, miscibility of the mixture and internal structure were
investigated. In conclusion, the work also deals with the degradation of biopolymers, which

is a frequently discussed topic in this area.
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biopolymer, polyhydroxybutyrate, polylactic acid, 3D printing, polyhydroxyalkanoate,

spirulina platensis
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Uvod

Biopolymery jsou v dnesni dobé velmi projednavanym tématem. Celosvétové je snaha
o nahrazeni co nejvice syntetickych polymert pravé obnovitelnymi materidly. Nejzasadnéjsi
vyhodou u téchto materiald je jejich biodegradabilita, coZ v praxi znamen3, Ze se polymer
za urcitych podminek rozlozi aniz by poskodil Zivotni prostiedi. Obecné je vSak vyroba
biopolymer( velice ndkladna a jejich vlastnosti se odviji od pouZité suroviny, u které mize
jeji rostlinny nebo Zivocisny plavod ovlivnit vysledné vlastnosti materidlu. Dal$im aspektem
je jejich recyklace, ktera je ndkladnéjsi nez u béznych plastl a pfi vicendsobném zpracovani
biopolymer( dochazi k jejich degradaci, zplsobujici snizeni pevnosti a houZevnatosti. Proto
také vznika velké mnozstvi vyzkumu, které se snazi dosdhnout co nejlepSich fyzikdlnich

Teoreticka ¢ast této studie se zaméruje na resersi biopolymer( PHB, PLA a jejich
vzajemné smési. U kazdého z polymerl se definuji jejich zakladni mechanické a fyzikalni
vlastnosti. Déle se prace zaméruje na jejich praktické pouziti a predevsim se soustfedi na
biologicky rozklad a recyklaci po dosaZeni jejich mezniho stavu. Posledni zkoumanou
vlastnosti je vzajemna misitelnost smési obsahujici PHB a PLA. S misitelnosti souvisi také
morfologie zavisld na rozdilnych pomérech biopolymerl ve smési a vliv technologie
zpracovani na strukturu.

V neposledni fadé se teoreticka ¢ast soustfedi na popis rfasy spirulina platensis a jeji
vyuZiti v praxi. Dlvodem volby této rasy jsou jeji bunky, které obsahuji biopolymer PHB.
Metod ziskani PHB z této fasy je vice, avSak nejcastéjsi zpUsoby jsou v teoretické casti
uvedeny.

Prakticka ¢dst studie se nejprve zaméfi na samotné péstovani fasy. Ddle se bude
prace zabyvat problematikou extrakce PHB v domacich podminkdch, kde se jako
nejvhodnéjsi metoda zvolila extrakce rozpoustédlem na bazi chloru, které rozrusi burky
fasy. Pro oddéleni biopolymeru od zbytk( rasy se provede odstfedéni pomoci laboratorni
centrifugy. Predpokladd se vSak malé mnozstvi takto vytvoreného biopolymeru a proto se
ddle vyzkum bude soustfedit na komercné dostupné biomateridly PHA, PLA a jejich smés.
U téchto materidll se provede DSC zkouska, urci se mechanické vlastnosti a pokusi se z nich
vytvofit filament, ktery by mél byt pouzitelny pro 3D tisk. Takto vytisknuté vzorky
se nasledné znovu podrobi zkousce pevnosti v tahu a termické analyze. V samém zavéru se
studie zaméfi na degradaci polymeru PHA vlivem vicendasobného zpracovani, které bude

probihat béhem celého experimentu.
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1. Biopolymery

Biopolymery jsou polymerni materidly vyrdbény z ptirodnich zdroj, jako jsou
naptiklad rostliny nebo mikroorganismy. Zdkladnim prvkem je monomer, ktery ziskdvame
bud' chemickou syntetizaci z biologickych materiall, nebo biosyntetizaci Zivymi organismy.
Naslednym spojenim monomerd pomoci kovalentnich vazeb dosdhneme vzniku
makromolekuly zvané polymer. [1; 2]

Zasadnim rozdilem od syntetickych plastl je tedy jejich biologicky plvod, diky
kterému jsou biopolymery rozlozitelnym a obnovitelnym zdrojem. Zaroven jsou netoxické
a jejich biokompatibilita se mzZe vyuzZit v rGznych odvétvich od potravinafského primyslu

pres vyrobu, baleni az po biomedicinské inzenyrstvi. [1; 2]

1.1 Typy biopolymeri

Existuje mnoho typl biopolymerd, z nichZ kazdy ma své specifické vlastnosti a funkce.
NiZe jsou uvedeny nékteré z nejéastéjsich typl biopolymerl a jejich praktické priklady:

e Proteiny (bilkoviny) jsou tvofeny fetézcem aminokyselin, spojenych peptidovymi
vazbami. Tento biopolymer ma dulezitou funkci v téle Zivocichl, naptiklad pfenos
kysliku, enzymatickou katalyzu nebo strukturdlni podporu. Pfikladem proteind jsou
hemoglobin, kolagen, keratin nebo enzymy. [3]

e Sacharidy (polysacharidy) jejich fetézec je tvofeny monosacharidy, spojenych
glykosidickou vazbou. Tyto biopolymery jsou dulezZité pro zasobu energie
v organismech. Prikladem je Skrob, glykogen nebo celuldza. [3]

e Nukleové kyseliny tvofi fetézec nukleotidli, spojenych fosfodiesterovou vazbou.
Tyto biopolymery jsou dllezité pro uchovani a pfenos genetické informace,
prikladem jsou DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA (ribonukleova kyselina). [3]

e Lipidy maji zdkladni prvek fetézec mastnych kyselin, spojenych esterovou vazbou
a alkoholem. Tyto biopolymery, jsou stejné jako proteiny, dlleZité pro strukturdlni
podporu v membrandch bunék. Zaroven ale také mohou slouzit jako zdroj energie.
MozZnym pfikladem lipidl jsou tuky, vosky nebo fosfolipidy. [3]

e Glykoproteiny jsou tvofeny proteinovou a sacharidovou ¢asti. Tyto biopolymery
jsou dllezité pro imunitu a vzajemnou adhezi bunék v téle Zivocichd. Prikladem

glykoproteinl jsou imunoglobuliny, fibrinogen nebo mukus. [3]
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1.1.1 Biopolymery na bazi polyesteru

U polyesterovych biopolymerovych materidld jsou fetézce tvofeny z monomerd, které
spojuje esterova vazba. Nejpouzivanéjsi zastupci téchto biopolymerl jsou uvedeny nize: [1]
e Polyhydroxyalkanoaty (PHA), u kterych jsou monomery produkovany nékterymi
bakteriemi jako zdroj pro ukladani energie a uhliku. Tyto materidly mohou byt
pouzZity v mnoha pramyslovych aplikacich, jako jsou obaly potravin, zemédélstvi,
lékarské nastroje a dalsi. [3]

e Polyglykolova kyselina (PGA) je vyrabéna synteticky z glykolové kyseliny. PGA se
pouziva predevsim k vyrobé oball nebo chirurgickych steh(. [2]

e Kyselina polymlécna (PLA) je vyrdbéna synteticky z kyseliny mlécné. Pouziva se
v mnoha pridmyslovych odvétvich pfikladem mohou byt stavebni prlimysl, textilni
primysl, zdravotnické potfeby. Zarovenn se jednd o nejpouZivanéjsi material
vyuzivany pro 3D tisk. [4]

e Polykaprolakton (PCL) produkovany z kaprolaktonu se pouZivd predevsim
v mediciné pro vyrobu implantatd, zubnich vlioZek a podobné. [2]

VSechny tyto polyesterové biopolymerové materidly maji vyhodu, Ze jsou

biodegradabilni, obnovitelné a Setrné k Zivotnimu prostredi. [1]

2. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biologicky rozloZitelné. Mohou byt tedy
odbourdvany v pfirodé mikroorganismy, pokud se dostanou do kontaktu s pldou, vodou
nebo jinymi Zivymi organismy. Na rozdil od syntetickych plastd, které mohou zlstat
v Zivotnim prostfedi po staleti, PHA mohou byt kompletné rozloZzeny béhem nékolika tydni
az mésicl, coz minimalizuje dopad na Zivotni prostfedi. [5]

PHA také nabizi fadu moZnosti v oblasti biomediciny, jako jsou napfiklad implantaty
a stehy. Diky biokompatibilité jsou PHA velmi zajimavym materidlem pro vyvoj novych
biomedicinskych produktd. [6]

Typy PHA se lisi poétem a typem uhlikovych atomu v jejich fetézcich, coz ovliviiuje
jejich vlastnosti. Mezi nejcastéji pouzivané PHA patfi polyhydroxybutyrdt (PHB), ktery se
vyznacuje vysokou pevnosti a tuhosti, a polyhydroxyvalerat (PHV), ktery ma nizsi pevnost
ale vétsi elasticitu. PHA lze také modifikovat nebo kombinovat s jinymi polymery, aby se

dosahlo specifickych vlastnosti pro konkrétni aplikace. [2]

12



2.1 Polyhydroxybutyrat

Jak je jiz vySe zminéno PHB se fadi do podskupiny PHA, jednd se o biodegradabilni
polymer, ktery vytvareji nékteré druhy bakterii, konkrétné se jednda o bakterie rodu
Ralstonia eutropha, Cupriavidus necator a Azotobacter vinelandii. Bakterie si PHB samy
syntetizuji a vyuZivaji ho jako zplUsob ukladani energie a uchovani Zivin v nepfiznivych
podminkach. Pro primyslovou vyrobu PHB jsou nejcastéji pouzZivany geneticky upravené
kmeny téchto bakterii, které jsou schopné produkovat PHB ve mnozZstvim a s lepSimi
vlastnostmi. Mnozstvi produkce PHB zavisi na podminkdch prostredi, ve kterém se bakterie
vyskytuji, at uz se jedna o zivné médium, teplotu nebo okolni vlhkost. [7]

PHB je tvofen monomery 3 -hydroxybutyrdtovych (3HB) jednotek, které jsou
propojené esterovou vazbou. Jeho chemicky vzorec je (C4Hs02)n , kde n pfedstavuje pocet
3HB jednotek v polymerovém retézci. [2]

Vlastnosti PHB se v mnoha ohledech podobaji vlastnostem tradi¢nich plastl, jako je
naptriklad polypropylen. Srovndni béinych materidlovych charakteristik, téchto dvou
polymerd, zaznamendava Tab. 1. Hodnoty jsou uvadény v rozptylu, nebot zalezi na
dodavatelich a také na chemickém fetézci materidlu, napfiklad zda se je jednd o izotakticky,
syndiotakticky nebo atakticky polymer. Nebo v pfipadé PHB muze hrat vyznamnou roli

jakym druhem bakterii a za jakych podminek byl monomer syntetizovan. [1]

Tab. 1 Materidlové charakteristiky PHB a PP (data prevzata z [3; 8])

Material Rm [MPa] p [g /ecm?] Tm [°C] E, [MPa]
PHB 20 - 40 1,18 - 1,26 150 - 170 1500 - 2 000
Polypropylen PP 34 -38 0,9-0,92 160 - 175 1100 - 1500

2.1.1 Vytvareni PHB

Polyhydroxybutyrat se ziskava kultivaci bakterii probihajici ve fermentacni nadobé
s vhodnym Zivhym roztokem, obsahujicim monosacharidy, jako je glukdéza nebo sacharéza,
které slouZi jako zdroj energie. Bakterie cukry konzumuji a ukladaji je ve formé granuli
uvnitf bunék. Dusi¢nany ve formé aminokyselin a amonnych soli poskytuji dusik pro
biosyntézu proteinl a dalsich dusikatych sloucenin v bunkdach bakterii. Dalsi dalezité Ziviny
pro rist a metabolické procesy bakterii jsou fosfor, sira, horcik, draslik, vapnik a dalsi

stopové prvky. Zaroven kazda bakterie reaguje rGznorodé na okolni latky, které priddvame
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do Zivného roztoku. Napriklad pokud bakterii Cupriavidus necator vystavime na pocatku jeji
stacionarni fadze ethanolu nebo peroxidu vodiku, zvysi se produkce PHB az o 30 %. [7]
Zasadnim elementem jsou také okolni podminky pro rist, jako je teplota, pH média,
tlak a kyslik. Zména téchto podminek muze ovlivnit produkci PHB a mlzZe vést k tvorbé
rznych forem PHB s odlisnymi findlnimi vlastnostmi. [7]
Po dosaZeni poZadované koncentrace PHB jsou bakterie oddéleny od kultivace a polymer
PHB je z nich ziskdn extrakci zplsobenou rozkladem bunék. Tohoto rozkladu mizZe byt
docileno rozruSenim bunék pomoci organickych rozpoustédel. [3; 9]
Ziskané granule PHB se dale Cisti, susi a preménuji na findlni vyrobky. V zavislosti na
pozadovanych vlastnostech mlze byt PHB modifikovan rdznymi zplsoby, napftiklad

pfidanim dalsich monomer( pro zlepSeni pevnosti, tuhosti nebo teplotni stability. [3]

2.1.2 Biologicky rozklad PHB

Biologicky rozklad polymeru probiha v zasadé dle tfi moznych variant:

e Enzymatickd hydrolyza: U této se vyuzivaji k rozkladu jednoduché proteiny
konkrétné enzymy hydrolasy, které rozstépi fetézce PHB na jednotlivé monomery
(butyratové kyseliny). Tyto monomery mohou byt nasledné vyuzity pro syntézu
novych biologickych molekul. [2; 5]

e Mikrobidlni rozklad: Jedna se o obdobnou metodu jako je enzymatickd hydrolyza,
avSak enzymy, které nam rozstépi polymerové fretézce, jsou produkovany
mikroorganismy, jako jsou bakterie, houby a fasy. [2; 5]

e Oxidace: Polymer PHB muze byt také rozlozen pomoci vysoké vihkosti 80 - 90 %,
vyssi teploty, Fadové 50 °C - 70 °C a pfistupu kysliku. Pokud jsou splnény vSechny
tyto podminky, dochdzi k rozpadu PHB na oxid uhli¢ity a vodu. [2; 5]

Vysledkem biologického rozkladu PHB je sniZeni objemu odpadu, protoZe PHB se
pfeméni na organickou hmotu a CO;, které jsou snadno zpracovatelné v rdmci pfirodniho
cyklu. Tento proces je ekologicky a udrzitelny, nebot nevyzaduje pouziti chemickych latek

a nevznika pfi ném Skodlivy odpad. [2; 5]
2.1.3 Recyklace PHB

Druhou moZnosti zpracovani vyrobkd z PHB, na konci jejich Zivotniho cyklu, je
recyklace, ktera probihd zpravidla nasledujicim zplsobem. [1; 10]

Nejdfive dochdzi ke shromazdéni odpadniho materidlu. Nasleduje rozdrceni a poté
CiSténi, kde se nadrcené ¢asti proplachuji vodou, k odstranéni necistot. Proces pokracuje
aplikaci rozpoustédla, nejcastéji se jedna o kyselinu octovou nebo ethanol. V tomto kroku

dochazi k chemickému oddéleni PHB od zbylych latek, kdy se nasledné pomoci filtrace ziska
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samotné PHB. Tento proces se nékolikrat opakuje k zajisténi co nejcistSiho biopolymeru PHB.
Po dosazeni pozadované Cistoty se material mize pouzit k vyrobé novych vyrobkl, obvykle
ale za soucasného pridani nového nedegradovaného PHB. [1; 10]

Recyklace polymeru PHB je relativné nové zavadény proces, ale ziskava na popularité

kvali svému minimalnimu dopadu na Zivotni prostfedi. [1; 10]

2.2 Polyhydroxyvalerat

Druhy nejpouzivanéjsi biopolymer, ktery se tadi do podskupiny PHA je
polyhydroxyvalerat (PHV). Strukturni vzorec PHV obsahuje molekuly 3 -hydroxyvaleratu, coz
je organicka kyselina se tfemi hydroxylovymi skupinami. [1]

PHV je také ziskavan z mikroorganismi, jako jsou napftiklad bakterie Ralstonia
eutropha nebo Alcaligenes eutrophus. Tyto bakterie produkuji polymer PHV, pokud jsou
vystaveny stresovym podminkam, stejné jako v pfipadé PHB. [3]

PHV ma mnoho vlastnosti, které ho cini atraktivnim bioplastem. Kromé biologické
odbouratelnosti, je také biokompatibilni a nevyvoldva v téle imunitni reakce. PHV ma
vynikajici vlastnosti jako materidl pro vyrobu obald, tasek, kelimk( a podobné. Oproti PHB
ma PHV vétsi elasticitu a je houzevnatéjsi, proto se ¢asto vyuzivd v kombinaci s PHB, kdy se
vysledny polymer zbavi kfehkosti typické pro PHB, ale zachova si jeho pevnost. Strukturni
vzorce samotnych biopolymerd a vysledny vzorec jejich smési, jsou zobrazeny na Obr. 1.
Porovnani zakladnich vlastnosti PHB se smési PHB-PHV o rGzné koncentraci je shrnuto v
Tab. 2 uvedené nize. [3]

Tab. 2 Porovndni viastnosti ¢istého PHB a PHB s pfimési PHV o riznych koncentracich (data prevzata

z [1])

Material Te [°C] Tm [°C] E, [GPa] Rm [MPa] A [%]
PHB 9 175 3,8 45 4
PHBV (11 % HV) 2 157 3,7 38 5
PHBV (20 % HV) -5 114 1,9 26 27

PHBV (34 % HV) -9 97 1,2 18 900
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Obr. 1 Porovndni strukturnich vzorci PHB, PHV a PHBV (prevzato z [26])

3.PLA

PLA je také biodegradabilni polymer, vyroba je vSak zaloZena na jinych obnovitelnych
zdrojich nez v pfipadé PHA. Monomerem je v tomto pripadé kyselina mlécna (laktid), ktery
se ziskava fermentaci sacharidd ze surovin jako je kukuficny Skrob, cukrova trtina nebo
bramborovy Skrob. Poté se monomery polymerizuji na delsi fetézce pomoci tepelného
zpracovani, coz vytvafri polymer PLA. Vysledny materidl ma nizkou emisi CO, béhem vyroby
a degradace. [4]

Polymer PLA ma vyborné mechanické vlastnosti, jako je vysokd pevnost, tuhost
a tvrdost, coz z néj déla idedlni materidl pro 3D tiskové aplikace. Zaroven material
neobsahuje toxické latky, proto byva Casto vyuzivan v potravinarském primyslu. [6]

Jednim z nejvétsich problémi biopolymeru PLA je jeho nizkda tepelna odolnost.
Materidl pti teploté 45 - 50 °C znacné ztraci svoji pevnost a pfi dlouhodobém vystaveni
témto teplotdm dochazi ke zkfehnuti, coz omezuje jeho pouZiti v aplikacich s vysokymi
naroky na pevnost a trvanlivost. [4]

V zavislosti na vyrobci a pouzitém postupu vyroby miZe mit polymer PLA rlzné
vlastnosti. Naptiklad vizualni jako je barva a transparentnost materidlu, nebo mechanické
vlastnosti, kde je snaha zvysit houZevnatost, ktera je v ptipadé PLA velmi nizkd. Zaroven
mulze byt PLA vyuZit jako matrice pro kompozitni materidl, kde vyztuz zvysSuje celkovou
pevnost. Pfedstavitelem pro zlepseni fyzikalnich a chemickych vlastnosti je rychle tuhnouci

PLA. [4; 11]
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3.1 Recyklace PLA

Recyklace polymeru PLA vyZaduje slozitéjsi procesy nez u tradicnich plastd, jako je
napfriklad PET. PLA lze recyklovat pomoci rdznych metod, zahrnujicich mechanické
a chemické zpracovani. [4; 12]

Mechanické zpracovani zahrnuje rozemleti materidalu na malé kousky a nasledné
znovupou?ziti jako vstupni materiadl pro novou vyrobu PLA. Tento proces vsak muzZe sniZit
mechanické vlastnosti materidlu a také vyzaduje, aby se recyklovany vyrobek sklddal pouze
z Cistého PLA. [13]

Chemicka recyklace zahrnuje rozklad PLA na zdkladni slozky, pomoci chemickych
procesu. Tyto procesy ale nejsou v soucasné dobé pfilis rozvinuté a jsou obvykle nakladné.
(5]

Posledni mozZnosti recyklace PLA je biologicky rozklad popsany podrobnéji dale
v podkapitole 3.2. Tento zpUsob je ze vSech nejpouzivanéjsi, diky jeho nizkym nakladim
a Setrnosti viéi Zivotnimu prostiedi. Nicméné vyzkum a vyvoj novych metod recyklace PLA

stale pokracuje s cilem vytvofit vice udrzitelny a ekologicky zplsob jeho zpracovani. [4; 14]

3.2 Biologicky rozklad PLA

PLA podléhd mikrobidlnimu rozkladu za pfitomnosti kysliku a vody. BEéhem rozkladu
mikroorganismy spotiebovavaji polymer a pfeménuji ho na oxid uhlicity, vodu a biomasu.
Prostiedi vSak musi splfiiovat nize uvedené podminky: [4; 14]

e Vysoka vlhkost: mikroorganismy potfebuji vodu pro rist a aktivitu, takZe biologicky
rozklad PLA je obvykle Ucinnéjsi v prostfedi s vysokou vihkosti okolo 90 %.

o Teplota: vysoka teplota zvysuje rychlost biologického rozkladu PLA tim, Ze podporuje
aktivitu mikroorganismd. V idealnim pripadé by teplota prostfedi méla byt kolem
60 °C. U vyssi teploty hrozi zahubeni mikroorganisma.

e Pfitomnost kysliku: mikroorganismy potrebuji pfistup kysliku, aby mohly kyselinu
mléénou metabolizovat a rozloZit.

Délka biologického rozkladu PLA zavisi na konkrétnich podminkdch prostfedi. Zaroven
ne vSechny produkty z PLA jsou biologicky odbouratelné v praxi, vyrobky mohou obsahovat

rlizné prisady, které proces rozkladu mohou brzdit nebo zcela zastavit. [4; 14]
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4.Smés PLA a PHB

Z dlivodu ocekavaného malého mnoistvi extrahovaného polymeru PHB se prace musi
zamérit na moZném smichani s jinym biopolymerem. Jako nejvhodnéjsi a nejdostupnéjsi
polymer, ktery se bézné vyuziva pro 3D tisk je vySe zminéné PLA.

Vysledny materidl by mohl mit rGzné vlastnosti v zdavislosti na poméru téchto dvou
biopolymer(. Pfi vysokém obsahu PHB by se mohla zlepsit biodegradabilita, ale mohla by se
snizit pevnost a snizit teplota skelného pfechodu. Naopak pfi vysokém obsahu PLA by se
mohla pevnost zvysit, ale mohlo by dojit ke zhorSeni biodegradability. [15]

V praxi se smési polymerd PLA a PHB cCasto pouZivaji jako biologicky odbouratelné nahrady
za tradiéni plasty. Napriklad mohou byt pouZity pro vyrobu biologicky odbouratelnych film
pro zemédélské a potravinarské ucely. Broniarz a kol. navrhli, Zze smés vytvorena ze 70 hm.
% PLA a30 hm. % PHB by mohla byt vyuZita jako u¢inny materidl pro gelovy polymerni
elektrolyt, pouZivany v aplikacich Li-lon baterii. Membrdna zhotovend z tohoto materialu
vykazovala vysokou poréznost, vodivost a vysoké elektrochemické vlastnosti. [12]

Odborné vyzkumy zamérujici se na tuto problematiku, oznacuji smés téchto dvou
biopolymer( za ¢aste¢né misitelnou. Zddvodnénim je Ze PHB ma semikrystalickou strukturu

a PLA primarné amorfni. [12; 15]

4.1 Mechanické vlastnosti smési

Pokles pevnosti, ktery je umérny zvysSujicimu se procentu PHB ve smési PLA-PHB, je
uvedeny v Tab. 3. Ta obsahuje jednotlivé koncentrace smési, ke kterym je zaznamenana
pevnost, modul pruznosti a prodlouzeni. Grafické zndzornéni pevnosti v tahu zavislé na
koncentraci smési je zobrazeno na Obr. 2. Pro lepsi pfehlednost grafu, je kazda koncentrace

posunuta o 1% prodlouZeni doprava ve sméru osy x. [15]

Tab. 3 Zavislost koncentrace smési PLA/PHB na pevnostnich charakteristikdch (Data prevzata z [15])

Koncentrace
Eo [GPa] Rm [MPa] A [%]
PLA-PHB [hm. %]

100/0 3,49 51,7 6,6
98/2 3,48 51,4 4,7
95/5 3,31 50,5 12,5
90/10 3,21 49,2 7,7
85/15 3.1 47,5 7,8
80/20 2,91 43,9 1,8
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Obr. 2 Grafickad zdvislost mechanickych vilastnosti na jednotlivych koncentracich, Preklad: Nominal
strain - jmenovité prodlouZeni; Nominal stress - jmenovité napéti (Prevzato z [15])

4.2 DSC zkouska smeési PLA-PHB

Diferen¢ni snimaci kalorimetrie neboli DSC je metoda méfeni, kterd slouZi pro
termickou analyzu materiadld, v tomto pfipadé polymerd. Hlavni charakteristiky z této
zkousky jsou teplota tani a teplota krystalizace. [16]

Pomoci této metody se da také urcit misitelnost a mozné interakce mezi jednotlivymi
slozkami ve smési. V Tab. 4 jsou uvedeny teploty skelného pfechodu - T, teploty tani - Tn,
a teploty krystalizace — Tk, vZdy pro obé slozky smési PLA-PHB. Z grafického znazornéni DSC
kfivek pro ohfev, na Obr. 3 a) je patrné, Ze smés je nemisitelna. Nejlepsim prikladem je smés
o koncentraci 50/50. Na této kfivce se vyskytuji dva vrcholy, které znadi dvé odlisné teploty

tani, jedna pro PHB a druha pro PLA. [16]
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Tab. 4 Teploty skelného prechodu, tdni a krystalizace zjisténé z DSC zkousky (Data prevzata z [16])

Koncentrace
Tg PLA [OC] Tg PHB [OC] Tm PLA [OC] Tm PHB [OC] Tk [OC]

PLA-PHB [hm. %]

PLA 100-PHB O 59,8 - 154 - -

PLA 75-PHB 25 58,4 4,5 152,6 170,1 101,3

PLA 50-PHB 50 57,9 3,3 153,2 172,8 105,6

PLA 25-PHB 75 57,1 3 151 173,1 1071

PLA O-PHB 100 - 2,8 - 174 109,3
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Obr. 3 DSC kfivky pro smés PLA/PHB - a) ohfev, b) ochlazovdni, Pfeklad: Heat flow - tepelny tok,
Temperature - teplota (pfevzato z [16])

4.3 Morfologie smési PLA a PHB

Techonologie SEM je nejvhodnéjsSim zobrazovacim ndstrojem, jak zjistit rozptyleni PLA

a PHB ve strukture. Ze snimk( se da posoudit vzajemnda misitelnost téchto biopolymer(.

Proto pro obé nasledujici kapitoly 4.3.1 a 4.3.2, byly dohledany snimky potizené pravé

pomoci technologie SEM.

4.3.1 Struktura dle vzajemné koncentrace biopolymert

Na nize uvedeném Obr. 4 je zaznamena struktura Cistého PHB, Cistého PLA a jejich

vzajemny pomér uvedeny v hmotnostnich procentech.

Cisty PHB znazornény na Obr. 4 a) vykazuje ¢&lenény povrch, ktery odpovida

semikrystalické struktufe. Na rozdil od Cistého PLA uvedeného na Obr. 4 b), kde je povrch
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jednotny a hladky, coZz odpovida amorfni strukture. Vysledna struktura tedy bude nejspise
nehomogenni a misitelnost bude pouze ¢astecna. [16]

Ze struktur zaznamenanych na Obr. 4 ¢), d) a e) je mozné vidét, Ze ¢im vys$si hmotnostni
procento PHB, se vyskytuje ve smési, tim hrubsi je povrch. PFi porovnani snimkl s cistymi
polymery se zda, Ze tato drsnost by mohla byt zplsobena pravé fazovou separaci
semikrystalického a amorfniho polymeru. PFi vysSim procentu PHB jsou krystalické utvary
jednotné a vyrazné, kdezto u vyssiho obsahu PLA je mozZné vidét, ze krystalické Utvary PHB
jsou drobné. V pripadé Obr. 4 e), kdy je zakladni fazi struktury PLA, je viditelné Ze inkluze
PLA ve tvaru perlicek jsou i v krystalickych oblastech PHB. Kontinudlni morfologie je

nejpatrnéjsi pravé u 50 hm. % PLA a 50hm. % PHB. [16]

Obr. 4 Snimek mikrostruktury smési PHB/PLA pofizeny pomoci technologie SEM, a) 100 %
PHB, b) 100 % PLA, c) 75 % PHB 25 % PLA, d) 50 % PHB 50 % PLA, e) 25 % PHB 75 % PLA
(prevzato z [16])
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4.3.2 Struktura dle pouzité technologie zpracovani

Vliv na vyslednou strukturu smési ma i pouzitd technologie zpracovani.
Na Obr. 5 uvedeném nize, jsou zaznamenané rozdily mezi smési pfipravenou pomoci roztoku
CH,Cl;, smichanim smési v roztaveném stavu pomoci mixéru a smési vytvofenou na
Snekovém extrudéru. Hmotnostni pomér smési je ve vSech uvedenych pfipadech 80 % PLA

a 20 % PHB. [15]

18Ky

Obr. 5 Snimek mikrostruktury smési PHB/PLA pofizeny pomoci technologie SEM; a) ¢isté PLA, b)
smés pripravend pomoci roztoku, c) smichdni smési v roztaveném stavu pomoci mixéru, d)
extrudovand smés (prevzato z [15])

Z divodu ndm dostupnych technologii v laboratofi pro praktickou ¢ast, jsou pro tuto
praci podstatné metody pfipravy pomoci smichani v tekutém stavu a pomoci Snekového
extrudéru. Zaroven s ohledem na znazornénou strukturu na Obr. 5 d), se jevi extrudované
vzorky jako nejvhodnéjsi. Vykazuji nejlepsi promichani smési a mikrostruktura vypada

nejvice homogenné.
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4.4 Bariérové vlastnosti smési PLA-PHB

Propustnost plynd polymernim materidlem je komplexni jev, ktery je sloZen ze Ctyr
fazi. Prvnim je sorpce molekul plynu na povrchu filmu, nasleduje rozpusténi plynu na
povrchu polymeru. Po nasyceni povrchovych vrstev, prechdzi plyn difizné do materialu, az
z néj na jeho protilehlém povrchu vystoupi, takzvanou desorpci. [16]

Bariérové vlastnosti se zkoumaji pfevainé na tenkych féliich a filmech, vyuzivanych
nejCastéji v potravinarském a chemickém primyslu. U téchto odvétvi je dllezité, aby
obalové materidly nepropoustély ochranou atmosféru chrdnici vyrobek v baleni. A zaroven
je snahou docilit, aby okolni atmosféra obsahujici kyslik a vlhkost nevnikla dovnitf obalu.
[12]

Propustnost plynd u polymernich materidld probiha zpravidla v amorfni fazi.
Krystalicka faze je pro prinik plynu prekazkou. U semikrystalickych materiall tedy dochazi
k narusSeni difuzni pfimocaré drahy, probihajici uvnitf materidlu, vlivem pravidelné
usporadané krystalické struktury. Cdstice plynu se tedy vychyly a tim dochazi k zakfiveni
jejich prostupujici trajektorie. ZvySeni krystalinity v semikrystalickém polymeru, vede ke
snizeni amorfni faze v celkovém objemu a zvyseni krystalické faze, ktera plynu zabranuje
v jeho Sifeni uvnitf materialu. [16]

Data uvedend v histogramu na Obr. 6, vySe popsany pribéh demonstruji. Pokud se
uvazi ze PLA je amorfni polymer a PHB je semikrystalicky polymer, potom po jejich smichani
musi dojit ke zlepSeni bariérovych vlastnosti. Jak namérené hodnoty vykazuji, i pfi relativné
malém mnozstvi PHB ve smési, konkrétné 25 %, dochdzi ke zvySeni nepropustnosti kysliku
0 35 % oproti samotnému PLA. P¥i zvySeni obsahu na 50 % PHB ve struktufe, uz nedochazi
k tak markantnimu zlepSeni. OvSem pokud se obsah PHB zvysi na 75 %, jsou bariérové

vlastnosti materidlu zlepSeny o 81,5 %, opét v porovnani se samotnym PLA. [16]
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Obr. 6 Vliv koncentrace smési PHBV/PLA na propustnost kysliku skrze folii,
Preklad: Oxygen permeability - propustnost kysliku (pfevzato z [16])

Ke stejnému zavéru se dochazi i v pripadé bariérovych vlastnosti smési, vici vodni
pare. Propustnosti vztazené k jednotlivym pomérim PHB/PLA je mozné vidét v histogramu
na Obr. 7. Ten opét zndzornuje Ze ¢im vyssi je pomér krystalické faze ve smési, v tomto
vodni pary, se vSak jedna o postupné imérné snizovdni, vyvozené zvysujicim se mnozstvim

PHB ve smési. [16]
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Obr. 7 Vliv koncentrace smési PHBV/PLA na propustnost vodni pdry skrze félii,
Popis svislé osy: WVVP - propustnost vodni pdry (pfevzato z [16])
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4.5 Vice nasobna extruze smeési PLA-PHB

Biodegradabilni plasty z obnovitelnych zdroja, vykazuji fadu nevyhod jako je kiehkost,
degradace pfi zpracovdni, ale predevSim nemoZnost materidlové recyklace s béiné
pouzivanymi syntetickymi plasty. [12]

Po prozkoumani rGiznych strategii nakladani s plastovym odpadem od prosté recyklace

mechanické, chemické nebo pouziti termolyzy, se dosSlo k zavéru, ze béind mechanicka
recyklace je nejvhodnéjsi variantou. Neznelistuje Zivotni prostfedi, v porovnani se
spalovanim, a navic ma dobrou vyuzitelnost odpadu. [12]
Zaroven dle evropské strategie, by veskeré obalové materidly vyprodukované na uzemi
Evropské Unie, mély byt bud znovu pouzitelné, nebo by je mélo byt moziné efektivnim
zplsobem recyklovat. Druhy poZadavek je zajisténi, vice neZ poloviny plastového odpadu
vyprodukovaného v Evropé recyklovat. [12]

Vzhledem k tomu Ze proces ma za nasledek rlizné stupné degradace materialu, je
mechanicka recyklace omezena poc¢tem zpracovatelskych cykll. [12]

Na Obr. 8 je moZné vidét sniZujici se viskozitu smési PHB-PLA, zdvislou na poctu
zpracovani, v tomto pripadé extruzi. Viskozita se méfila vidy pfi konstantni teploté 180 °C.
Prvni méreni probihalo 15 vtefin po extruzi, a posledni bylo provedeno 10 minut po extruzi.

[12]

Thermomechanical stability (180°C)
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Obr. 8 Zavislost komplexni viskozity na poctu extruzi a ¢ase pri konstatni teploté 180 °C,

Preklad: Thermomechanical stability - termomechanickou stabilitu; complex viscosity -

komplexni viskozita; measurement time - ¢as méreni; extrusion number - pocet extruzi
(prevzato z [12])
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5.Arthrospira platensis

Arthrospira platensis neboli spirulina je mikroskopicka sladkovodni fasa, ktera patfi
do ¢eledi Cyanobacteria, dfive znamé jako modrozelené fasy. Tento organismus se vyskytuje
v pfirozenych vodnich prostiedich po celém svété, v poslednich letech je vSak stale casté;ji
kultivovan v umélych nadriich pro primyslové ucely. Spirulina je vyuZivand predevsim
v potravinarském primyslu pro své vyZivové vlastnosti, diky kterym se z ni nejcastéji
pripravuji doplriky stravy. [17]

Spirulina ma typicky spirdlovity tvar, ktery je viditelny pouhym okem. Jeji barva se
mUiZe pohybovat od svétle zelené az po tmavé modrou, a to diky pigmentu zvanému
fykocyanin. Tento pigment mda antioxidaéni vlastnosti a pomahda tak télu pri detoxikaci.
Spirulina je zaroven bohatym zdrojem chlorofylu, ten dopomdha v lidském organismu
k lepSimu okysli¢eni a tvorbé krve. [17]

Spirulina obsahuje velké mnoZstvi bilkovin, které jsou snadno stravitelné a prijatelné
pro lidské télo. Obsahuje vSechny esencidlni aminokyseliny, které jsou nutné pro tvorbu
proteinli v téle. Navic obsahuje vysoké mnoiZstvi vitaminld a minerdld, véetné Zeleza,
vitaminu B12, beta-karotenu, vapniku a dalSich. VyuZiva se také pro snizeni zanétu v téle

nebo k ochrané bunék pfed poskozenim volnymi radikaly. [17]

5.1 Primyslové vyuziti spiruliny

Z vySe uvedenych odstavcl je zfejmé, Ze primarni vyuZiti spiruliny je predevsim
v potravinarském primyslu, v podobé dopliik( stravy nebo jako barvivo do vyrobk(. Ve
farmaceutickém primyslu se vyuziva jako antioxidant nebo pro posileni imunitniho systému.
Kosmeticky primysl vyuZivd fasu jako prisadu do krém0O a masek, kvlli hydratacnim
a zklidnujicim ucéinkm. Své vyuZiti spirulina nachazi i ve vodnim hospodarstvi, kde je
péstovana v odpadnich vodach nebo v rybnicich, coz napomaha k cisténi vody. [18]

Pro tuto praci je vSak zdsadni jeji schopnost akumulovat polymer PHB, ktery se nachazi

uvnitf bunék rasy. [9]

5.2 Ziskavani biopolymeru PHB ze spiruliny

Pro ziskani PHB z fasy, je potfeba nejprve oddélit buriky rasy od jejich vegetacniho
prostiedi. Poté jsou burnky fasy omyty a rozdrceny, aby se uvolnilo PHB. Nasledné se PHB
oddéli od ostatnich sloZzek fasy pomoci fyzikalnich a chemickych procesu. Ptikladem mohou
byt extrakce rozpoustédlem, krystalizace, ultrafiltrace nebo kombinace téchto metod.

[9; 19]
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Ziskani PHB z fasy spirulina neni ekonomicky vyhodné pro priimyslovou vyrobu PHB,
protoZe fasa obsahuje pouze malé mnozstvi PHB. Pro primyslovou vyrobu PHB jsou
vyuZzivany jiné bakterie, které maji schopnost produkce PHB ve vétsSim mnozstvi a s lepSimi
vlastnostmi. [9; 19]

V této studii byla pouZita fasa spirulina predevsim z dlvodu jeji dostupnosti
a moznosti domdciho péstovani. Spirulina je nenarocnd na okolni prostfedi a je mozné

Vv v

pfipravit Zivné médium pomoci specifickych, ale bézné dostupnych chemickych latek.

5.2.1 Ziskani PHB z fasy pomoci rozpoustédia

Nejbéznéjsi metodou ziskani PHB z fasy, je pomoci rozpoustédla na bdzi chloru. Tento
postup se téz nazyvd rozpoustédlova extrakce. [9; 19]

Obecny postup je nasledujici, fasa se nejprve sklidi a promyje vodou, aby se odstranily
necistoty a dalsi organické latky. V dalsSim kroku se narusi bunécéna sténa rasy napftiklad tim,
Ze se rozemele, rozdrti nebo slisuje, aby se uvolnilo PHB a dalsi organické slouceniny.
Uvolnéné slouceniny, véetné PHB, jsou oddéleny od zbytku bunék pomoci rozpoustédla.
Rozpustény extrakt se filtruje, aby se odstranily zbytky bunék fasy a dalSi necistoty.
Nasledné se rozpoustédlo odpari, aby se ziskal ¢isty PHB. Tento krok se v pfipadé pouziti
chloroformu provadi nejcastéji ve vakuové nddobé, kde diky nizkému tlaku a teploté probihd
nejefektivnéjsi odpareni. Vznikly polymer se vysusi a dalSimi procesy se pfipravi pro pouziti.
[9; 19]

Prakticky postup extrakce, prevzaty z odborné studie, zamérujici se na ziskani PHB ze

spiruliny, je popsany v nasledujici podkapitole 5.2.2. [19]

5.2.2 Pouziti chlornanu sodného

Zakladni kroky extrakce PHB pomoci této metody, zacinaji centrifugaci vihkého vzorku
fasy o objemu 10 ml, po dobu 10 minut pfi n = 4000 ot. /min. Poté se buriky rozrusi
rozpoustédlem NaClO o 4 % koncentraci. Nasledné probiha inkubace vzorku pfi teploté
20 °C po dobu 2 hodin. Pro odstranéni rozpoustédla a usnadnéni suseni se vznikla smés
proplachne 20 ml destilované vody, 20 ml acetonu a 20 ml methanolu. Poslednim krokem
je Cisténi extrahovaného PHB prolitim horkym chloroformem, ten oddéli polymer od

rozpoustédla a vytvoreni tenky film na Petriho misce. [19]
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v 7

Prakticka cast

Navrh a provedeni experimentu

Prakticka c¢ast studie se bude nejprve zabyvat extrakci polymeru PHB z vlastni
vypéstované fasy spirulina platensis. Hlavnim dlivodem, proc se pro extrakci PHB zvolila fasa
spirulina, je jeji vcelku dobrd dostupnost a nizka naro€nost na péstovani. Zaroven i samotné
ziskani polymeru z fasy je mozné provést témér v domacich podminkach.

Extrakce PHB bude probihat za pfitomnosti rozpoustédel na bazi chloru, nejznamé;jsim
zastupcem je 5 % chlornan sodny, obchodné znamy jako Savo. Tato koncentrace by méla byt
dostacujici pro extrakci PHB. Vytvoreny material se podrobi svételné mikroskopii, pro
zjisSténi vnitrni struktury.

Ocekava se vsak malé mnoistvi vyextrahovaného PHB, proto se experiment dale
zaméri na vytvoreni smési s biopolymerem PLA. To predevsim z dlvodu, abychom docilili
poZadovaného mnoiZstvi materidlu, pro vytvoreni dostatecné délky struny k vytisknuti
vzorkud. PFi extruzi struny se polymery zahtivaji a vzajemné misi. Proto musime nejdfive
z termické analyzy zjistit, teploty tani a zda pfi vicendsobném ohtfevu biopolymer
nedegraduje.

Prvni metodou pripravy bude metoda speceni samotnych biopolymerld v peci
a nasledné vytvoreni struny obsahujici pouze jeden z materiald. Diky tomu zjistime
vlastnosti samotnych materiall, které budou porovnatelné se smési PLA-PHA.

DalSim krokem tedy bude vytvoreni filamentu ze smési PLA-PHA s naslednym tiskem
zkuSebnich vzorkd na 3D tiskarné. Rozméry veskerych tisknutych télisek budou inspirovany
normou CSN EN ISO 527-2, ovéem nastaveni parametr( samotného tisku norma nedefinuje.
Vstupni charakteristiky pro tisk, tak budou uréeny experimentalné.

Posledni ¢ast se zaméfi na mechanické zkousky vytvorenych téles, predevSim na
pevnost v tahu, kde se urci, zda u smési PLA-PHA dochazi k navyseni pevnosti oproti vzorkiim
obsahujici pouze jeden biopolymer. Vzajemna misitelnost vzork( se zjisti z termické analyzy,
a predevsim ze struktury zjiSténé pomoci polarizacniho mikroskopu.

V neposledni fadé se studie také zaméri na degradaci PHA, kterda by mohla vzniknout
béhem vicenasobného procesu zpracovani. Proto v experimentu bude snahou vyuzZivat PHA

stdle dokola. Vysledné degradovany vzorky se pak porovnaji se vzorky jednou zpracovanymi.
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6. Pouzité pristroje a pomucky

6.1 Péstovani spiruliny

e Akvarium
Pro péstovani fasy bylo pouzito akvarium znacky Diversa, které je zndzornéno na
Obr. 9. Akvarium ma objem 20 litr( p¥i rozmérech 39x25x21,5 cm. Zaroven disponuje
hornim panelem s 8W LED zdrojem pro dodatec¢né osviceni fasy v neslunecnych
dnech. Velikost nddoby pro péstovani je zdsadni, odviji se od ni vesSkeré dalsi
komponenty, a pfedevsim vétsi ndadoba neznamena vétsi sklizen. Pokud se fasa
nachdzi ve vegetacni fazi a zndsobi své mnozstvi, cely jeji objem md pak typickou
tmavé zelenou barvu. Ta brani k pronikani svételnych paprskd at uz od Slunce nebo
od umélého zdroje. Obecné plati Ze v nejsilnéjSim obdobi vegetace fasy, Slunce
prosviti do vzdalenosti 20 cm od stény nadoby, bunky které jsou ve vétsi vzddlenosti,

umiraji.

Obr. 9 Péstebni nadoba

e Topitko
Vyhtev péstebni nadoby je zajiStén pomoci topitka zndzornéném na Obr. 10. Jedna
se o topitko znacky Jeneca s oznacenim AL-2201, jehoZ vykon je 25 W. Topitko je
celoponorné a disponuje zabudovanym nastavitelnym termostatem, u néhoz jde

nastavit teplota od 22 °C do 34 °C, coZ je pro nds idealni rozsah pro péstovani.

Obr. 10 Topitko Jeneca AL-2201
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Kompresor
Vzduchovani fasy je zabezpeceno pomoci akvarijniho kompresoru, znacky Hagen
Marina s modelovym oznacenim 50. Ten je pro svlj vykon vhodny pro akvaria do

objemu 60 litrd. Jeho vzduchovaci vykon je 50 | /h.

Akvarijni teplomér

Aktudlni teplota v nadrzi se zjisti za pomoci akvarijniho teploméru, ktery musi byt
umistény uvnitf nddrze. Hodnoty teploty z termo ndlepky, ktera se lepi z vnéjsi strany
akvdria, jsou zavadéjici. Pokud by se nadrz umistila na misto, kde by na prouzek

svitilo Slunce, odecitali bychom Spatnou teplotu média v nadrzi.

pH metr

Spravné pH péstebniho média je velice dulezitym faktorem, pomoci hodnoty pH
pozorujeme, v jakém cyklu se fasa aktudlné nachazi. Zda je v obdobi vynosu, nebo
zda je péstebni médium chudé na minerdlni latky a fasa uvada. K uréeni hodnoty pH,

v veyv

slouzi digitalni méri¢ znacky Parkside uvedeny na Obr. 11.

Obr. 11 MéFi¢ pH PPHM 14 A1

Spinaci hodiny

Pro zajisténi idealniho teplotniho cyklu, je dllezité nastavit na topitku poZzadovanou
teplotu a tu nasledné regulovat prdvé pomoci spinacich hodin. Spirulina ma rada
kolisajici teplotni cyklus. Optimalni teploty béhem dne jsou 30 - 36 °C. Pfi teploté
nad 39 °C, zacne kultura zanikat. Pfes noc je naopak dobré teplotu snizit, ne vsak
pod 15 °C, pod touto teplotou spirulina sniZi svoji aktivitu a potlacuje se tak vegetacni

faze.
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Druha ndadri na sklizeni fasy
Ke sklizni je zapotrebi si zajistit druhou nadobu, do které se bude spirulina
precerpavat, pro tento vyzkum bylo pouZito druhé akvarium o vétsim objemu nez

péstebni nddoba, aby nemohlo dojit k preliti.

Platno na sklizeni fasy

Sklizen fasy se provadi filtraci péstebniho média s fasou pres filtracni tkaninu. Ta
musi mit poZadovanou jemnost, aby se v ni spirulina zachytila, ale zaroven i dobrou
propustnost pro minerdlni latky obsazené v médiu, které se po prefiltrovani opét
pouziji. Idedlnim zastupcem spnujici vyse uvedené podminky je netkana textilie Evo
100 od firmy polytex.eu. Textilie je sloZzena ze 70 % polyesteru a 30 % polyamidu.

Vyrobce u této tkaniny zaruéuje jeji nezadvadnost dle certifikace Oeko-tex.

Akvarijni cerpadlo
Cerpadlo na Obr. 12, pouZijeme pro pfesun fasy z péstebniho akvaria do druhé

v s

nadrze, slouzici k filtraci.

Obr. 12 Akvarijni ¢erpadlo -
Vaha
Vdha MyWeight Triton T3 zndzornéna na Obr. 13, slouZi k namichdni péstebniho
a krmného média, a k ureni mnozstvi sklizené spiruliny. Pfesnost méreni hmotnosti
této vahy je 0,01 g, coZ je dostacujici presnost pro zvaZzeni stopovych latek do

péstebnich médii.

Obr. 13 Vaha MyWeight Triton T3
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e Kompletni péstebni sestava
Na Obr. 14 je snimek kompletni sestavy pro péstovani fasy, kromé vysSe uvedenych
poloZek, se pro vzduchovani akvaria pouZily prahledné silikonové hadice o @ 3,5 mm.
Pro regulaci doddvaného vzduchu, byl pouzit nastavec na pfivodni hadici, ktery
pomoci ozubeného kolecka zmensuje prlrez hadice a tim i mnozZstvi dodavaného
vzduchu. DalSi polozkou je zpétny ventil, ktery nam zajisti, aby pfi vypnuti
kompresoru nedoslo k jeho poskozeni tim, Ze se dovnitf dostane péstebni médium.
Rovnomeérné rozvedeni vzduchu po celém objemu akvaria, bylo zajisténo T - redukci
pfipojenou na konci pfivodni hadice od kompresoru. Na redukci se napojila
silikonova hadice s vytvofenymi dirami, ktera byla uchycend u dna nddoby podél jeji

stén.

Obr. 14 Péstebni sestava

6.2 Extrakce PHB

e Laboratorni centrifuga
Pro extrakci PHB je zapotfebi laboratorni centrifuga. Ta slouZi k oddéleni polymeru
PHB z bunécné struktury fasy. Pro tento experiment byla pouZita elektricka
odstredivka Centrifuge 800D zndzornénd na Obr. 15. Jeji maximalni otacky jsou
Nmax= 4000 ot. /min, pfi kterych na vzorky plsobi maximalni pretiZeni

RCFmax = 1790*g. Kapacita centrifugy je 6 zkumavek o objemu 20 ml.
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Obr. 15 Laboratorni centrifuga

e Mixér

Mixér je potfebny pro smichani rozpoustédla s fasou.

e Platno pro filtraci
Po odstfedéni je dllezité vzniklou smés prefiltrovat od rozpoustédla nebo ethanolu.
Pro tento krok se vyuZije rovnéz netkana textilie Evo 100, ktera byla pouzita

i v pfipadé filtrace samotné spiruliny.

7.Zatizeni potiebna pro stanoveni vlastnosti vzorkd

7.1 Stanoveni pevnosti v tahu

Veskeré tahové zkousky byly provedené na trhacim stroji MTS Exceed model E42, ktery
je znazornény na Obr. 16. Limitni tahova silad tohoto stroje je 5 000 N. Na tuto silu tedy musel
byt bran zietel zvlasté u vzorkl specenych s peci, kdy se pfi velkém prirezu vzork( sila bliZila

k této hranici. Rychlost zatéZovani byla nastavena na 50 mm/min.

Obr. 16 Trhaci stroj MTS Exceed model E42
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ZkuSebni vzorky pFipravené metodou speceni mély rozméry vztazené k velikosti
jednoho pole silikonové formy, tedy 49 x 26 mm. Vyska vzorku se odvijela od hmotnosti
pouzitého biopolymeru.

Rozméry vzork( vytisténych na 3D tiskarné urcovala norma CSN EN ISO 527-2.
Konkrétné se zvolilo zkuSebni téleso typu 1BA. Jednd se o malé zkusebni téleso, které se
volilo z didvodu co moZna nejmensi spotfeby materidlu u extruze a nasledné filamentu
u tisku.

Tahova zkouska probihala dle vySe uvedené normy, jelikoZ norma pro 3D tisknutd

télesa zatim neni definovana.

7.2 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie neboli DSC, je metoda méfeni, kterd slouzi pro
termickou analyzu materidll, v tomto pripadé polymerd. Hlavni urcujici charakteristiky
z této zkousky jsou teplota téni a teplota krystalizace. Zkouska zdroven vyhodnoti i pro tuto
studii méné potrebné charakteristiky, jako jsou mérné teplo z endotermni reakce, coz je
energie potfebnd k pfechodu z pevného skupenstvi do kapalného, neboli entalpie téani.
Naopak pfi chladnuti vzorku, DSC zachycuje exotermni reakci, kterd urcuje potfebnou
entalpii pro krystalizaci.

Pribéh zkousky spocivd ve vystavovani zkoumaného vzorku, uloZeného
v kelimku, a referenéniho (prdzdného) kelimku, linedrnimu ohfevu nebo ochlazovani.
Pfi tomto déji se plynule méni velikost tepelného pfikonu. Vystupem je kfivka
zaznamenavajici zavislost rozdilu tepelného toku na case Ci teploté. VSeobecné se povazuje
endotermni reakce za kladnou a exotermni reakce za zapornou, vzhledem ke svislé ose.

Méreni téchto materidlovych charakteristik probihalo na pfistroji STA 409PG LUXX od
spoleénosti Netzsch, kde rychlost ohfevu byla nastavena na 10 °C /min a rychlost

ochlazovani na 5 °C /min.

7.3 Struktura vzorku

K pozorovani struktury polymernich vzorkll se nejcastéji vyuzivda polarizacni
mikroskopie, ktera funguje na kombinovaném principu svételné mikroskopie a polarimetru.
Elektromagnetické vinéni, znamé jako svétlo, je charakterizovano dvéma kolmymi
vektory - intenzitou elektrického pole E a magnetickou indukci B. V normalnim svétle jsou

tyto vektory ndhodné orientovany, neni preferovan zadny specificky smér. Avsak, kdyz
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dochazi k jejich kmitani v jedné roviné, hovofime o polarizovaném svétle. Polarizace svétla
mUzZe nastat prostfednictvim odrazu, lomu nebo prostrednictvim polarizacnich filtr(. [20]

Pokud bychom pozorovaly latky s jednim indexem lomu, vidéli bychom pouze tmavé
pole, nebot takové latky neovliviiuji polarizaci svétla. Naopak latky s dvojim indexem lomu
rozdéli polarizované svétlo na dva paprsky - fddny a mimoradny. Tyto paprsky jsou vzajemné
fazové posunuty. Po prlichodu analyzatorem dochazi k interferenci (skladani) téchto dvou
paprskd do stejné roviny kmitu. V dlsledku toho se obraz objektu na pozadi jevi jako svétly
na tmavém pozadi nebo pfi pouziti bilého, tedy slozeného svétla, barevny na tmavém
pozadi. [20]

Samotnému pozorovani polymerl polarizacni mikroskopii predchdazi priprava
preparatu. Ta probiha vytvofenim tenké fdlie na rezadce, tloustka takové félie se pohybuje
od 0,01 do 0,02 mm. Fdlie se ndsledné umisti na pozorovaci sklicko, zalije se olejem
doddavanym od vyrobce mikroskopu a na vrch se umisti kryci sklicko. Takto vytvoreny

preparat je mozné pouzit pro pozorovani.
8.Péstovani spiruliny

8.1 Pouzité latky

Nize jsou uvedeny latky potfebné pro péstovani spiruliny:
e Hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO;
e Dusi¢nan draselny KNO3
e Mofska sl NaCl
e Siran draselny K;SO4
e Siran hofecnaty MgS0q4
e Chlorid vapenaty CaCl,
e Fosforecnan amonny (NH4)3PO4
e Chelatové Zelezo - Zelezo v tekutém stavu
NizZe jsou uvedeny latky potiebné pro extrakci PHB ze spiruliny:
e Chlornan sodny NaClO
e Aceton C3HeO
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8.2 Zajisténi nakupu zivé kultury rasy

Zakladnim pozadavkem pfti shanéni zivého kmenu spiruliny, bylo sehnat silnou kulturu
fas, ktera nejen Ze vydrzi prepravu, ale zaroven jeji bunky budou bohatym zdrojem polymeru
PHB.

Vzhledem k prvnimu zmiffovanému aspektu, se takovy kmen hledal na tzemi Ceské
republiky, aby doprava byla co moZna nejrychlejsi a fasa se tak nevystavovala zbyte¢nym
stresovym podminkam. Po poptdvkach u tuzemskych botanickych zahrad a stfedisek, které
se obdobnymi zalezitostmi zabyvaji, se dosSlo k zdvéru, Ze sehnat Zivou kulturu fasy spirulina
na ¢eském Uzemi neni mozné.

Jedinou mozinosti tedy bylo, poohlédnout se po zahranic¢nich zdrojich. OvSem stdle
bylo snahou najit spoleénost sidlici co nejblize Ceské republice, aby cesta byla co nejkratsi.
Po dikladném projiti zahrani¢nich webd, se objevila spole¢nost HealthAlgae, kterd se zabyva
pravé péstovanim a naslednou distribuci Zivé spiruliny. Jeji produkty byly dle recenzi kvalitni
a zaroven diky jejich péstovani ve vykonnych bioreaktorech, dokdazaly burky fasy na
prepravu desetkrat vice zhustit.

Zasadni nevyhoda této spolecnosti, je jeji sidlo, které se nachazi ve Svédsku. Po
zkontaktovani vedeni firmy, bylo zjisSténo, Ze fasa vydrii prepravu trvajici maximalné sedm
dni. Pfi delSim c¢asovém horizontu spirulina zacne umirat v dUsledku nedostatku svétla
a kysliku. Dohodlo se tedy, ze se pfed prepravou rasa zchladi na teplotu 4 °C, aby snizila
svoji aktivitu. Pro docileni co nejdelSiho setrvani této nizké teploté, se ldhev s fasou zabali
do termoizolacni félie. Na Obr. 17 je obdriena lahev s Zivou kulturou fasy a manudlem

pro péstovani.

Culturing manual for home farming

of Spirulina
(Arthospira platensis)

Fes Eaon

Obr. 17 Zivé kultura Fasy spirulina platensis

36



8.3 Péstebni médium

Rasa pro svij rdst a vyvoj potiebuje vhodné médium, ze kterého ¢erpa minerélni latky.
Zaroven médium pfiznivé ovliviuje pH. Sprdvné pH ma vliv nejen na optimalni
spotfebovavani Zivin ve vegetaénim obdobi, ale také se diky nému dda urcit, kdy m3a
probéhnout sklizert fasy. Na zacatku péstovani se pH média pohybuje okolo 8,5 a kazdym
dnem by se mélo postupné zvySovat. Prvni sklizen mlze probéhnout pti dosazeni pH 10,
pficemz vzdy se sklizni, pH klesne na droven okolo 9,5. [21]

Pokud médium dosdhne hodnoty pH 11, jednd se o prvni signalizaci, Ze dochazi
k vyCerpani Zivin z péstebniho média a je potfebné jej obnovit. [21]

Jako vhodné péstebni médium se dle prlizkumi osvédcilo Zarroukovo médium, které
bylo objeveno v roce 1966. Plvodnim zamérem bylo pouZit toto médium k péstovani
cyanobakterii, téZ zndmych jako sinice. Po prozkoumani se vSak ukazalo, Ze toto médium ma
$irsi pouziti a hodi se i pro péstovani jinych druht bakterii. [22]

Vétsina péstebnich médii se tedy odrazi od tohoto predpisu, avsak nékterd média
obsahuji vice ¢i méné stopovych prvkl. Nicméné pomeéry dualeZitych latek pro spravny rist
jsou zachovdny. [22]

Nize uvedena Tab. 5, uvadi jednotlivé hmotnosti latek, které jsou potiebné pro
namichani 5 litrd péstebniho média.

Tab. 5 Hmotnosti jednotlivych Idtek potfebnych pro vyrobu péstebniho média

Latka NaHCO; KNO3 NaCl K;SO4 MgS0,4 CacCl, (NH4)3PO4

MnoiZstvi [g] 80 10 5 2,5 0,5 0,5 0,5

Latky se v tomto mnozstvi promichaji s 5 litry alespon den odstaté vody, aby z ni
vyprchal chlor, ktery by nepfiznivé pusobil na rlst fasy. Po pridani vSech latek se prida
0,625 ml tekutého Zeleza a voda se necha dalsi 4 hodiny odstat, aby doslo ke kompletnimu

rozpusténi veskerych slozek. Snimek z ptipravy péstebniho média je uvedeny na Obr. 18.

Obr. 18 Priprava péstebniho média - na obrdzku zleva: tekuté Zelezo, odstdtd voda, péstebni
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8.4 Krmné médium

Po sklizeni fasy se musi doplnit Ziviny, které slouzi k jejimu dalSimu vyvoji a rastu.
K tomu je urcené krmné médium. Latky se od péstebniho média lisi pouze tim, Ze do krmné
smési nepridavdme NaHCOs a NaCl. Pro vytvoreni 75,5 gram( krmné smési, jsou jednotlivé
slozky smichané v néasledujicich hmotnostnich pomérech uvedenych v Tab. 6.

Tab. 6 Hmotnosti jednotlivych Idtek potfebnych pro vyrobu krmného média

Latka KNO3 (NH4)3PO4 K2504 MgSO4 CaC|2

MnoiZstvi [g] 70 2,5 1,5 1 0,5

Takto pripravend smés se umisti do neprody$né nadoby, aby nedoslo ke zvlhnuti
a davkuje se dle potfeby. Obecné plati, Ze na 1 lzici sklizené fasy se prida 1 cajové lzicka

krmné smési a 0,1 ml tekutého Zeleza.

8.5 Zahajeni péstovani

Vzhledem k obdrzenému objemu 500 ml zZivé kultury, byl pro zahajeni péstovani
odpovidajici objem 5 | péstebniho média. Vice média by mélo za nasledek zvétseni
vzdalenosti mezi bunkami fasy, a tudiz zpomaleni rlstu. V krajnich pfipadech kvali nizké
koncentraci rasy v médiu také zaniku kultury.

Po obdrzeni fasy, se do péstebni nddoby nalilo 5| média a 450 ml Zivé kultury. Zbylych
50 ml se oddélilo do rezervni nddoby zndzornéné na Obr. 19. Tato nadoba slouZi jako zaloha,

pokud by fasa ve velké péstebni nddobé zahynula.

Obr. 19 Rezervni nddoba
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Z dlivodu ¢asové narocné dopravy, bylo jasné, Ze prvni dny budou pro kulturu kritické.
Pfi prvotnim otevfeni lahve s kulturou, byl citit zadpach, ktery sice po par hodinach vymizel,
avsak barva kultury kazdym dnem bledla, jak je moZno vidét na Obr. 20.

Druhy den byl horni kryt akvaria nahrazen prodysnou latkou, pro lepsi pfistup kysliku.
Se sundanim horniho krytu se také odstranilo umélé LED osvétleni viz Obr. 20 b).

Ctvrty den od zahdjeni péstebniho procesu, bylo jasné viditelné, 7e kultura z velké

¢asti odumrela, to je moZné vidét na Obr. 20 c). V tento den se do péstebni nadoby nalila

zbyla rezervni kultura, ktera se na pocatku oddélila pro zalozni tGcely.

Obr. 20 Pocdtecni prubéh péstovadni - a) prvni den péstovdni, b) druhy den péstovdni c) Ctvrty den
péstovdni

Vzhledem k tomuto vyvoji, se prfedpokladalo Ze kultura zahynula béhem dopravy.
Musela se tedy objednat dalsi Ziva kultura, opét od spole¢nosti HealthAlgae, se kterou se
vykomunikovala co moznd nejrychlej$i doprava na tzemi Ceské republiky.

Plvodni kultura se ponechala na stejném slunném misté a nechalo se u ni zapnuté
vzduchovani. Po dvaceti dnech od zahdjeni péstovani, se nadrZ kultury zbarvila do svétle
zelené barvy a fasa zacala byt kaidym dnem silnéjsi. CoZz bylo znatelné prdvé podle
tmavnouciho odstinu zelené barvy. Po tydnu se do nadrze pridalo dalsich 5 litr( péstebniho
média, tento stav je mozné vidét na Obr. 21 a).

Nasledujici tyden se pridalo dalsich 5 litri média a po 14ti dnech bylo viditelné, Ze

kultura se vyviji dle o¢ekavani, toto stadium je mozné vidét Obr. 21 b).
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a) b)

Obr. 21 Pokrocila faze péstovdni - a) 20. den péstovdni, b) 34. den péstovdni

8.6 Druha kultura rasy

V obdobi kdy uz zacala byt plivodni fasa dostatecné silnd a jeji barva se ménila do
tmavé zelené, dorazila druha objednand kultura viz Obr. 22 a). Tentokrat byla doprava
rychlejSi a po otevieni lahve spirulina nezapachala. Kultura se v tomto pfipadé do ndadrze
s médiem, umistila ve svém plvodnim baleni, které se pouze otevrelo a poloZilo na dno.
Ucelem bylo zabezpeéit co nejlepsi a nejetrnéj$i podminky na zacdtku péstovéni.
Vzduchovani bylo zajisténo dalsim kompresorem. Snimek obou péstebnich nadrii se nachazi
na Obr. 22 b). Rezervni nddoba se v tomto pfipadé nevytvarela, nebot v prvni péstebni
nadobé - akvariu, se uZ rase datilo dobte, a proto by jako zaloha slouZila plvodni kultura

fasy.

Obr. 22 a) druhad ddvka Zivé kultury spirulina platensis, b) zahdjeni péstovdni druhé kultury
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8.7 Sklizen rasy

Prvnim signifikantnim ukazatelem, Ze je fasa pfipravena na sklizen je jeji odstin.
Kultura se postupné do svého stfedu zhutnuje a tim se sniZuje jeji prasvitnost. Odstin zelené
barvy se plynule méni od stén nddoby, kde je nejsvétlejsi, do stfedu nadoby, kde kultura
plsobi velmi tmavym zelenym odstinem. Tento jev je mozZné vidét na nize uvedeném

Obr. 23.

Obr. 23 Obeé nadrZe pripravené na sklizen

Druhym ukazatelem, ktery je zalozeny na obdobném principu je Secchiho disk,
zndzornény na Obr. 24. Tento disk se pfipevni na pravitko a sleduje se, v jaké hloubce zacinaji
pole disku splyvat tak, Ze lidské oko nepoznd rozdil, zda se jednd o ¢erné nebo svétlé pole.
Pokud se tohoto jevu dosdhne v minimalni hloubce 4 cm, je tasa pripravend na

sklizen. [21]

——
Obr. 24 Secchi disk (prevzato z [21])

Tretim parametrem je pH, kde jak je jiz vySe zminéno, v podkapitole 8.3, hodnoty pH
péstebniho média, by se mély pohybovat od 10 do 11. PficemZ hodnoty nad uroven 11, jsou
signaliza¢ni pro nedostatek Zivin v médiu a je potfebna jeho kompletni vymeéna. Pokud se
vSak fasa zda byt vizudlné i pomoci Secchi metody ptipravena na sklizen, a jeji pH je stdle
nizsi nez 10, je potifebné par dni seckat, nez pH vystoupd nad tuto hranici. Pokud se stupen
pH nezvysuje, druhou moZnosti je pfidat do média Ziviny, ze kterych bude moci fasa Cerpat

energii a diky tomu se zvysi i stupen pH.
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Ke sklizni fasy se vyuZzije druha naddoba, pres kterou je pretazena filtracni tkanina, ta
zachyti buriky Fasy a propusti médium obsahujici minerdini latky. Cerpéni je zajisténo

pomoci akvarijniho ¢erpadla, proces sklizné je znazornény na Obr. 25.

\ | p— 5 g

a) b)

Obr. 25 Proces sklizné - a) precerpdni média s rfasou do filtracni tkaniny pripevnéné na
nddobé pro sklizen, b) filtrovdni rFasy od média, c) péstebni médium bez rasy

Nikdy by se neméla sklizet vice jak polovina celkového objemu kultury, ¢im vétsi je
mnoistvi sklizené rasy, tim déle trva jeji obnova. IdedInim mnoZstvim je 1/3 objemu, kdy
v nadrZi zbyva velké mnoiZstvi bunék, které se mohou dale mnozit. Lepsi je tedy sklizet mensi
mnoistvi ¢astéji, ne? velké mnoistvi po deldich intervalech. Rase se pfi méné objemném
a CastéjSim sklizeni, snizi jeji stresové podminky, coZ ma za nasledek silnéjsi a kvalitnéjsi
Urodu. Zaroven vyuziva minerdlni latky z média v menSim mnoistvi, to ma za nasledek
prodlouzeni intervall mezi celkovymi vyménami péstebniho média. To vSak mize byt také
zplisobené tim, ze pfi kazdé sklizni, se dodaji minerdini latky obsazené v krmném médiu.

Urychleni filtraniho procesu se da docilit michdnim fasy, kdy tézké burky ulpi na dné
filtracni tkaniny a vytvori sediment zndzornény na Obr. 26 a), pres ktery médium neprotéka.
Po prekapani média se tkanina sbali zplisobem, kdy na stfedu zGstavd mokrd fasa a zbylé
médium se vymacka v gumovych rukavicich. Po rozbaleni tkaniny se fasa seskrdbe, jak je
mozné vidét na Obr. 26 b). Takto sklizena fasa je pfipravena na dalsi zpracovani.

Do média, ze kterého byla odfiltrovana fasa, se ptida jiz zminované krmné médium.
Po pridani krmného média se do akvaria umisti filtra¢ni tkanina obsahujici zbytky fasy, které
nesly seSkrabat. Diky tomu se barva prefiltrovaného média opét zbarvi do zeleného odstinu

a takto pripravenou kapalinu znazornénou na Obr. 26 c), mUZeme opét prelit do péstebni

nadrze.
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Obr. 26 a) filtracni tkanina pod oddéleni fasy od péstebniho média, b) shromdZdénd rasa z
filtracni tkaniny, c) vyprdni tkaniny v prefiltrovaném péstebnim médiu z divodu vyuZiti
zbytkG rasy ulpélé na tkaniné

9.Extrakce PHB ze spiruliny

Po sklizeni fasy se prechdzi na samotnou extrakci PHB ze spiruliny pomoci
rozpoustédla. Zplsob zpracovani je nasledujici:
e Cerstvé sklizena Fasa se umisti do nadoby, do které se pFida chlornan sodny v 5%
koncentraci. Tento krok je zndzornény na Obr. 27 a).
e Mixérem se tato smés rozmichd a nechd se odstat, pro zajisténi kompletniho

rozkladu bunék. Snimek rozmichané smési je uvedeny na Obr. 27 b).

b)

Obr. 27 a) spirulina zalitd chlornanem sodnym, b) rozmichdni spiruliny s
chlornanem sodnym
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e Laboratornicentrifugou se oddéli rozloZzend bunécna struktura rfasy od chlornanu

sodného. Zkumavky pfipravené k odstfedéni jsou vidét na Obr. 28 a). Vysledny

stav po centrifugaci je zndzornény na Obr. 28 b).

Obr. 28 a) rozmichand smés spiruliny s chlornanem sodnym, b) odstredénd smés

e Ndasleduje vicendsobny proplach vzniklého sedimentu destilovanou vodou, pres
filtraéni tkaninu. Obvykle 5 proplachl staci, aby se chlornan sodny zcela
odstranil.

e V nasledujicim kroku se tato smés proplachne acetonem, ktery slouZi pro

vyCisténi smési a urychleni suseni. Vyslednd smés je zndzornéna na Obr. 29.

Obr. 29 Vyslednd smés vytvorend rozrusenim bunék spiruliny pomoci rozpoustédla
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Z davodu velkého mnoistvi pokusl extrakce, se v nasledujici Tab. 7, uvadi parametry

nejzdarnéjsiho pokusu. Vysledny vzorek se provétil pomoci svételné mikroskopie.

Tab. 7 Parametry poulZité pri extrakci PHB ze spiruliny

Akce Pouzity parametr
Hmostnost sklizené spiruliny 10¢g
Objem chlornanu sodného 20 ml
Doba michani mixérem 5 minut
Doba potiebnd pro rozklad bunék 30 minut
Otacky centrifugy 4000 ot./min
Doba odstfedovani 20 minut
Proplach destilovanou vodou 5x
Proplach acetonem 2x
Doba suseni na vzduchu 48 hodin

10. Struktura vytvorenych vzorki

10.1 Nezpracovana spirulina

Na nize uvedeném Obr. 30 b), je moZné porovnat strukturu vypéstované spiruliny, se

spirulinou zachycenou v odborné literatufe, zndzornénou na Obr. 30 a). Oba snimky jsou

zaznamenané svételnou mikroskopii. Z porovnani je viditelné, Ze struktury jsou shodné,

jedinym rozdilem je silnéjsi svételny zdroj v pfipadé Obr. 30 a), coZ ma za nasledek lepsi

zobrazeni ¢lenitosti na jednotlivych Fetézcich fasy. Z ostatnich hledisek vypadaji snimky

podobné, a proto lze s jistotou tvrdit, Ze na Obr. 30 b) se skute¢né jedna o spirulinu

platensis.

Obr. 30 Porovndni snimkd spiruliny ze svételného mikroskopu - a) snimek z odborného ¢ldnku
(prevzato z [23]), b) 10x priblizeny snimek vypéstované spiruliny
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10.2 Extrahované PHB

Nasledujici snimky na Obr. 31, Obr. 32 a Obr. 33 zachycuji struktury vyextrahovaného

PHB, na polarizaénim mikroskopu. Jak je na Obr. 31 viditelné, struktura se jevi jako

krystalickd a je mozné vidét Utvary pripominajici sférolity.

100 pm
—_—

Obr. 31 Snimky struktury extrahovaného PHB z polarizacniho mikroskopu - struktura pfipominajici
sférolity

Na Obr. 32 jsou zaznamenané utvary, které byly nalezeny ve strukture vidy
samostatné. Predpoklad pro tyto utvary jsou rozpoustédlem rozrusené burky fasy. Avsak
nedoslo u nich ke kompletni extrakci, a proto se tyto Utvary nespojili s ostatni strukturou

uvedenou na Obr. 31.

Obr. 32 Snimek struktury extrahovaného PHB z polarizacniho mikroskopu - zachycené rozloZzené
bunky rasy

Posledni snimek z polarizaéniho mikroskopu je Obr. 33, na kterém je moZné vidét
z krajl se rozrustajici strukturu, kterad vsak nebyla dokoncena a uprostied tohoto utvaru je

mozné zaznamenat jednotlivé sférolity.
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Obr. 33 Snimek struktury extrahovaného PHB z polarizacniho mikroskopu - sférolity
vyskytujici se v ohranicené oblasti

10.3 Zaveér extrakce PHB ze spiruliny

Extrahovani biopolymeru z vlastni vypéstované tasy je ndrocny proces, u kterého
nestaci mit pouze domaci vybaveni. K extrakci jsou zapotrebi latky, které nejsou béziné
dostupné, jako je napriklad chloroform. Pokud by se tento proces provedl| v laboratornim
prostiedi, je pravdépodobné Ze mnoZstvi extrahovaného PHB ze spiruliny, by bylo vétsi. Diky
tomu by se mohlo provést vice zkousek, které by vytvorené PHB Iépe definovaly.

Zaroven je nutno podotknou, Ze spirulina platensis neprodukuje velké mnoZstvi PHB.
Existuji fasy a sinice, které za specifickych podminek péstovani, produkuji vétsi mnozstvi
PHB. Jak je jiz ale vySe zminéno, spirulina byla zvolena predevsim z dlvodu nenarocnosti

péstovani, kterou lze provadét i vdomadacich podminkach.
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11. Speceni vzorkl PLA, PHA a jejich smési

Pro pokracovani experimentu se tedy musel zvolit postup, kde se vyuZije PHB, které je
vyextrahované specializovanym vyrobcem. BohuZel vyrobce nedodal kompletni specifikaci
o materialu, a proto neni mozné s jistotou tvrdit, Ze se jedna o samotné PHB nebo kopolymer
PHBV. Smés PHBV je popsand v teoretickd ¢asti studie v podkapitole 2.2. Kvili chybéjici
speficikaci, se tak bude v praci dale pouZivat obecny nézev, pro tuto skupinu biopolymerl
a to PHA.

Druhy pouzitym biopolymerem pro vyzkum, jsou dva druhy PLA. Prvni byl ziskany
nasekanim rlznych PLA filament( pro 3D tisk. Toto PLA je v prdci ddle oznacovano jako PLAg.
Druhé zkoumané PLA, dale oznacované jako PLAirans, je transparentni granuldt, vedeny
u vyrobce pod oznacenim PLA Luminy LX175. Materidlovy list tohoto materidlu je zahrnuty

v piiloze. [24]

11.1Speceni PHA

Aby se docililo komplexniho vyzkumu, bylo zapotfrebi zjistit, jak se polymery chovaji
pfi raznych zplGsobech zpracovani. Prvnim bylo prosté speceni PHA v troubé pfi teploté
160 °C. Tato teplota se urcila z termické analyzy samotného polymeru PHA. Kfivka ohtevd je
zndzornéna na Obr. 34. Pfi prvnim spékani bylo dllezZité zjistit, kolik gram( prasku je potieba
k vyhotoveni vzork( idedlnich rozméra. Pti velké tloustce vzorku, je sila potfebnd pro jeho
pretrzeni, nad limitem trhaciho zafizeni. Naopak malé mnoZstvi prasku vede k nevyplnéni
formy a vysledny vzorek je necelistvy, to je mozné vidét Obr. 35.

Ke zjisténi degradace PHA se provedlo 5 ohtevll pro jeden vzorek. Jak je z kfivek na
Obr. 34 patrné, prvni ohtev - ¢ervend kfivka, ma nejvyssi teplotu tani i entalpii tani. Pro
kazdy dalsi ohtev, se tyto vlastnosti snizuji. Je tedy dlleZité brat, postupnou degradaci PHA

béhem zpracovani, v potaz.

DSC /(mW/mg)
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56.19 J/g . tzre
1.0 R e o
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08 70.99 Jig T123.0 °C
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Obr. 34 DSC krivky pro pétindsobnym ohiev PHA, Preklad: Temperature - teplota
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Pro veskeré pripravy vzork( v peci, se vyuzZila silikonova forma, kterd odolava teplotam
az do 230 °C. Forma zndzornéna na Obr. 35, je rozdélena na 20 poli, kde rozmér kazdého

znichjedx$xv=49x26x1 mm.

Obr. 35 Silikonovad forma pro vyrobu specenych vzorki

11.1.1 Vliv zplUsobu ochlazovani na PHA vzorky

Déle bylo zapotfebi zjistit, jaky vliv na strukturu maji dva odlisné zpUlsoby ochlazovani.
Tato zkouska se provadéla predevsim kvili teplotnim cykldm, kterym se vystavuje material
bé&hem 3D tisku.

Na Obr. 36 a) je mozné vidét strukturu, kterd se vytvofila po 10 minutach v peci, pfi
teploté 160 °C s naslednym ponechdnim vzorkd ve vypnuté peci. Pec chladla az do teploty
60 °C. Od této teploty se dle DSC ktivek, struktura polymeru nijak zdsadné neméni. Navic na
tuto teplotu se nahtivad podloZzka pfi 3D tisku.

Na Obr. 36 b) je zaznamenana struktura, kterd vznikla po rychlém ochlazeni na
vzduchu. PHA bylo tedy opét speceno v peci pti teploté 160 °C po 10 minut a nasledné doslo
k jeho vyndani na kamenny stal.

Pfi porovnani obou struktur je jasné viditeIném, Ze pomalu ochlazend struktura na
Obr. 36 a), ma vétsi sférolity oproti rychle ochlazenym vzorkim, jejichz struktura

zndzornéna na Obr. 36 b), je o poznani jemnéjsi.
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Obr. 36 Rozdil struktury PHA v zdvislosti na zpisobu ochlazovdni - a) pomalé chladnuti v peci, b)
rychlé ochlazeni na vzduchu

Po tomto zjisténi se vzorky podrobily tahové zkousce, ze které se urcila pevnost v tahu
34,4 + 3,3 MPa pro vzorky ochlazené v peci a 34,8 + 0,9 MPa pro vzorky ochlazené na
vzduchu. Rozdil v pevnosti tedy neni nijak zdsadni. Rozdilnd vsak byla vétsi odchylka
pevnosti v pfipadé vzork( chladnoucich v peci. To mlZe byt zplUsobeno odlisné velkymi
sférolity, které byly ve struktufe vypozorovany a vytvarely tak ve vzorku nekonzistentnost
struktury. V porovnani s jemnou strukturou na Obr. 36 b), je viditelné Ze sférolity maji

podobny rozmér, a tedy i vysledky pevnosti jsou s mensi odchylkou. Grafické porovnani

pevnosti je uvedené na Obr. 37.

Pevnost v tahu PHA vzorkd s rozdilnym
zplsobem ochlazovani

N
o

w
o

=
o

Pevnost v tahu [MPa]
N
o

o

B Chladnutiv peci B Chladnuti na vzduchu

Obr. 37 Grafické zndzornéni pevnosti v tahu PHA, zdvislé na zptsobu ochlazovdni
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11.2 Speceni PLA

Pro speceni vzorkd z PLA, se musela teplota v peci zvysit na 210 °C, presto tato teplota
vedla v pfipadé PLAf;, pouze ke spojeni jednotlivych ¢asti nasekaného filamentu. Nedoslo
k Uplnému roztaveni a povrch vzorkd byl strukturovany, coz vedlo k proménlivé tloustce
vzorku. Pevnost v tahu takto vytvorenych vzork(, je uvedena v podkapitole 12.1, ve které se
zaroven porovnava pevnost, v ramci pripravy technologii speceni a 3D tisknuti. Na
Obr. 38 jsou zaznamenané DSC kfivky pro ohtfev vybranych druhl filamentl. Teplota
vyskytujici se vlevo na Obr. 38, je teplota skelného prechodu, dalsi charakteristikou je

teplota tani a poslednim Udajem je entalpie tani.

DSC /(mW/mg)
L exo 681 °C 160.3 °C _33‘24 Jig
N 158.9°C_ / 44.93 Jlg
0.40 66.4 OC_ 153.4 °C TT— ) ya 39.37 J/g
67.3°C E— 35.67 J/g

159.1°C

0.30 D
153.9 °C / . 39.29 Jig

0.20

0.10

-0.10

50 100 150 200
Temperature /°C

Obr. 38 DSC kfivky ohrfevu PLAyi pro vybrané druhy filamentu, Pfeklad: Temperature - teplota

Druhé PLA¢tmans, bylo také zpracovavdno v peci pfi teploté 210 °C. V tomto pfipadé se
vSak materidl roztavil a vytvofil rovhomérné vzorky s konstantni tloustkou. Divodem
nerovnomérnych vzork( v pripadé PLAsx, mohla byt pfidana aditiva a barviva, ktera proces
roztaveni omezovala.

Kfivky z DSC zkousky, jsou uvedeny na Obr. 39. V tomto pfipadé se opét provadélo
5 ohtevl jednoho vzorku, pro zjisténi mozné degradace materialu béhem zpracovani. Jak je
ale mozné vidét, kfivky jsou pro vSechny ohtevy témér totozné.

Struktura u obou typd PLA vzork(, se v ramci rlznych druhll ochlazovani neménila,
a proto nebylo potfebné ji zaznamendvat. AvSak struktura samotného PLAiwns, se ve studii

vyskytuje, v ramci porovnani struktur v podkapitole 12.1.
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Obr. 39 DSC kfivky pro pétindsobny ohfev PLA trans, Pfeklad: Temperature - teplota

11.3 Speceni smési PLA-PHA

Po prvnich specenych vzorcich, pripravenych pouze z jednoho ¢i druhého
biopolymeru, se preslo na pokus, kdy se do formy vlozila smés PLA-PHA v ndsledujicich
koncentracich: 95-5, 90-10, 85-15. Od této casti se zaroven zvolil pouze jeden material PLA,
kdy se usoudilo, Ze pro lepsi zkoumani vzajemného miseni a konecnych vlastnosti, bude
lepSim zastupcem PLA¢rans, které neni smési rliznych druhl PLA. Tim se eliminuji mozné vlivy
pfisad, které se v PLA# vyskytuji.

Predpokladem pro speceni této smési byla potfebna vyssi teplota, neZ pfi spékani
samotného PHA. Z termické analyzy PHA, kde se ohfevy provadély do teploty 230 °C, bylo
viditelné, Ze polymer ani pfi této teploté nedegraduje. Zvolila se tudiZ stejna teplota, jako
v pfipadé zpracovani samotného PLAans, tedy 210 °C.

Pfi praktickém pokusu, kdy obé slozky prekonaly teplotu tani, vsak nedoslo
k postupnému promiseni vlivem difuznich jevl. Viskozita taveniny byla stale pfilis velk3,
a proto se zkusilo taveninu ve formé rozmisit manualné. Vysledkem bylo, Ze se vlivem PLA
tavenina lepila na nastroj. Takto zamichany vzorek je mozné vidét vlevo na Obr. 40. Po
tomto pokusu se preslo na technologii extruze, kde se predpokladalo lepsi promiseni obou

polymerd.
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Obr. 40 Specené PLA vzorky - zleva: pokus o promiseni pfi ohfevu nad teplotu tdni PLA, samotné
PLA - malé mnoZstvi granuldtu granuldtu nedotekly vzorek, samotné PLA

12. Extruze filamentu PLA, PHA a jejich smesi

Vytvoreni filamentu bylo zajiSténo extrudérem Noztek Pro, ktery je zndzornény na
Obr. 41. Do zasobniku se vklada polymerovy granulat, ktery je vyhfivanym Snekem unasen
k trysce. Vnitini pramér trysky je volen dle poZzadovaného prdméru vystupujiciho filamentu.
Pro tuto préaci se vyuZivala tryska s vnitfnim @ 1,75 mm. P¥i zvoleni vétsiho priméru, bychom
nemohli filament pouZit pro ndm dostupné 3D FDM tiskarny, které maji trysku a pfedevsim
extrudér pfizpdsobeny pravé k @ 1,75 mm. Naopak pfi mensich pramérech filamentu, by
nebyl undseci mechanismus extrudéru v 3D tiskarné v kontaktu se strunou a nedochdzelo by
tak k jeho posouvani a tim padem k samotnému tisknuti.

Druhy regulaéni parametr extrudéru Noztek Pro je teplota Sneku. Vyhtev se zpravidla
voli pod teplotou tdni zpracovdvaného polymeru. P¥i nastaveni teploty na teplotu tani
daného plastu, by nedochdzelo k tvorbé filamentu, nybrZz k teceni roztaveného materialu
z trysky. Naopak pfi nizkych teplotdch je Snek vice namdhan a pfedevsim nedochazi
k pozadovanému promiseni plastu.

Snek je pohanény elektromotorem Phidgets o vykonu 25 W. Tento vykon nelze
regulovat, tudiz otacky Sneku jsou fixné nastaveny vyrobcem na 60 ot./min.

Treti regulacni ¢len je navijeci civka, ktera slouzi k navijeni vytvoreného filamentu.
Filament tedy vystupuje z trysky, pokracuje do pasivniho hlinikového chlazeni a nasledné se
naviji na civku. Rychlost navijeni civky se da regulovat pomoci potenciometru. Pokud se civka
otaci rychleji, nez je vystupni rychlost filamentu z trysky, struna ma tendenci se ztencovat
a nasledné muze dojit k jejimu pfetrhnuti. Naopak pfi pomalé rychlosti navijeni se filament
mezi tryskou a pasivnim chlazenim provésuje a diky jeho vlastni vaze mize dojit ke ztenéeni
a naslednému pretrhnuti. To se déje prfedevsim u polymer( s vysokym tzv. melt flow

indexem, ktery definuje tok taveniny termoplastického polymeru.
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Polymer ktery ma nizky melt flow index, je soudrznéjsi a nedojde tak snadno
k pretrzeni filamentu. U takového polymeru dochazi pfi nizkych otackach navijeci civky
k jeho vrstveni na ochranné mfiice vétraku na extrudéru. Takto navrstveny filament se

k sobé ptitavi a stava se pro dalsi zpracovani nepouzitelnym.

Obr. 41 Snekovy extrudér Noztek Pro

12.1 Extruze PLA filamentu

Prvnim pokusem na extrudéru, bylo zpracovani obou druhl PLA aby bylo moziné
porovnat jejich pevnosti. Teplota extruze PLA, se urlila nejprve z termické analyzy
a nasledné z experimentalniho zkouseni. Jako nejhodnéjsi se jevila teplota 150 °C.

Vysledny filament pro PLA, je zndazornény na Obr. 42 a), filament z PLAtans je na
Obr. 42 c) a porovnani obou filamentl se vstupnim materidlem, je moZné vidét na
Obr. 42 b). Struna méla v obou pfipadech témér konstantni primér, pohybujici se od @ 1,5
do @ 1,8 mm. Vzhledem k tomu bylo mozZné bez jakychkoli problémua pouzit filament pro 3D

tisk.

Obr. 42 PLA filament - a) filament PLAyi, b) porovndni obou vstupnich materidla a filamentd, c)
filament PLAtrans
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Na Obr. 43 je uvedend struktura speceného vzorku, extrudovaného filamentu
a vytisténého vzorku. Z porovnani je viditelné, Ze se jedna o amorfni strukturu, a druh
zpracovani na ni nema vyznamny vliv. Ve strukturach si Ize povSimnout rovnobéznych linii,
ty jsou zpuUsobeny od bfitu noZe pfi rezani folie. Tyto linie jsou viditelné predevsim na
Obr. 43 a) a Obr. 43 b). Na Obr. 43 c) jsou rovnobézné linie vice znatelné, to je zplsobeno

druhem zpracovani, kdy jednotlivé linie, odpovidaji vrstvam vznikajicich pfi 3D tisku.

Obr. 43 Struktura PLA na zpusobu zpracovdni - a) speceny vzorek, b) vytvoreny filament, c)
vytisknuty vzorek

Specené a vytisténé vzorky se podrobily zkousSce pevnosti v tahu. Vystupem je grafické
porovnani pevnosti na Obr. 44. Z této zkousky lze zhodnotit, Ze metoda pfipravy nema na
pevnost zdsadni vliv. Vétsi rozdil pevnosti se vyskytuje u vzorkl z PLAfi. Tento jev je nejspiSe
zpUsobeny obsahem vzduchovych bublin ve spe¢eném vzorku. Vzduch se mezi jednotlivymi
kusy filamentu nedostal na povrch vzorku a vytvofil ve struktufe bubliny, které nasledné
ovlivnily prifez vzorku. Vys$si pevnost v pfipadé PLAs, je nejspiSe zplsobend aditivy, které

se v PLAsi vyskytuji.

Pevnost v tahu PLA vzorkU

@ PLA recyklat @ PLA transparentni

90,0
80,0
70,0
60,0

50,0

Pevnost v tahu [MPa]

40,0

30,0

M specené PLA recyklat M specené PLA transparentni

Obr. 44 Grafické zndzornéni pevnosti v tahu pro PLAsii a PLA¢trans
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12.2 Extruze PHA filamentu

Pro extruzi PHA filamentu, byl pouzit material, ktery se nejdrive spekl v peci. Nasledné
byly vzorky podrobené tahové zkousce, po které doslo opét k roztaveni vzorkd. Ucelem
tohoto roztaveni byla snaha o vytvoreni fdlie, kterd se nastfihd a rozseka na malé dilky, které
bude mozné zpracovat na extrudéru. Tento proces nejen ze demonstruje proces recyklace,
ale zdroven eliminuje problém s propaddvanim polymeru ve formeé prasku skrz extrudér.

Teplota extruze se opét orientacné urcila z DSC zkousSky pro PHA. Pfesnéji se teplota
experimentalné urcila aZz u extrudéru, kdy se postupné zvySovala po 5 °C. Nejlepsi prlbéh
extruze byl zaznamenany pfi teploté 110 °C.

Jak je vidét na Obr. 45, vysledny filament je pro 3D tisk nepouZitelny. Jeho primeér se
pohybuje od 0,1 mm do 3 mm. Tenké vldkno z trysky vystupovalo i bez zapti¢inéni navijeci
civky, ktera by tloustku struny mohla ovlivnit. Filament se tedy navijel ru¢né, jelikoz na své
trase k navijeci civce, se obvykle diky svému malému priméru pretrhl. Navic regulace otacek
civky ma urcitou prodlevu k vystupujicimu filamentu, coZz v tomto pfipadé zapficinilo
neregulovatelny proces. Dalsim divodem proc¢ samotné PHA neni dobrym kandiddtem na
vytvareni filamentd je, Ze i pfes tenkou tloustku se v nékterych mistech u trysky nahle zacal
hromadit vystupujici materidl a vytvofil na struné velké ¢3stice.

VysSe popsané divody mély za nasledek prehodnoceni tvorby filamentu z ¢istého PHA.

Studie se proto ddle orientovala k tvorbé filamentu na bazi smési PLA-PHA.

100 pm
| eero—— |

Obr. 45 PHA filament - a) vytvoreny filament z extrudéru, b) 10x priblizeny snimek struktury z
polarizacniho mikroskopu
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12.3 Extruze filamentu smési PLA-PHA

Pro zachovani maximalniho vyuzZiti uZ jednou pouzitého materidlu a moznosti vyzkumu
degradace PHA, se vznikla struna opét zpracovala, aby se z ni vytvofil granulat pouzitelny
pro dalsi extruzi.

Vytvoreny filament z kapitoly 12.2 se umistil do pece, kde se znovu roztavil pfi teploté
160 °C po dobu 15 minut. Po roztaveni a opétovném ochlazeni, se vznikla félie zndzornéna

na Obr. 46 b), opét nastfihala a rozdrtila na malé ¢asti simulujici granulat.

Obr. 46 Priprava PHA granuldtu pro extruzi - a) nepovedeny filament, b) PHA fdlie
pripravend k nadrceni

Smés polymerd PLA-PHA se pro extrudér pripravila v hmotnostnich pomérech 95-5,
90-10, 85-15, 80-20, 75-25, kde prvni hodnota je vidy mnoZstvi PLA a druhd mnoZstvi PHA
ve smési.

Pfipravené smési se po vycisténi extrudéru samotnym PLA, ddvkovali do zdsobniku po

jednotlivych koncentracich.

13. Tisk vzorku na 3D tiskarné

13.1 Druhy 3D tisku polymeru

Existuji rGzné metody 3D tisku polymerd, nize je popis nékolika nejpouzivanéjsich
principl: [25]

e Fused Deposition Modeling (FDM) je nejvice rozsifend metoda 3D tisku. Pfi této

metodé se termoplasticky filament, roztavuje v tiskové hlavé a tryskou se postupné

nandsi na podlozku vrstvu po vrstvé, ¢imz se vytvari 3D objekt.
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e Stereolitografie (SLA) je metoda 3D tisku, kterad vyuziva fotosenzitivnich pryskyfic,
které tuhnou pomoci UV zareni. P¥i tisku je vrstva pryskyfice vystavena laserovému
paprsku, ktery ji vytvrdi. Modely vytisténé metodou SLA dosahuji velmi vysokych
detaill a presnosti.

e Polylet princip této metody je obdobny jako u inkoustové tiskarny. Pfi tisku z hlavy
tryskad fotopolymerni materidl na podlozku v tenkych vrstvach. Ten je nasledné
vystaven UV svétlu, diky kterému se vytvrdi. Polylet umoznuje tisknout s rdznymi

materialy a vytvaret vicebarevné objekty.

13.2 Tisk vzorku

Pro zajisténi stejnych podminek tisku, probihala ptiprava veskerych zkusebnich vzorki
na jedné FDM tiskarné Creality Ender 3 Pro, zndzornéné na Obr. 47. Tato tiskdrna se zvolila
z dlivodu dobré flexibility odvijejici se z oddéleného extrudéru a tiskové hlavy. Vzhledem
tomu je mozné nastavovat filament, aniz by doslo k preruseni tisku. Tato vlastnost je vhodna
predevsim pokud je primér filamentu proménlivy a je potrfebné c¢ast, kterd neprojde
extrudérem, nastavit strunou s mensim pridmérem. V nize uvedené Tab. 8, jsou uvedeny
parametry tisku, které se experimentalné urcili jako nejvhodnéjsi a nasledné byly pouzité
pro veskeré vzorky.

Tab. 8 PouZité parametry tisku

Vyska prvni vrstvy 0,2 mm Primeér trysky 0,4 mm
Vyska vrstvy 0,12 mm Teplota trysky prvni vrstvy 210 °C
Hustota vyplné 100 % Teplota trysky ostatnich vrstev 205 °C
Vzor vyplné prfimocary Teplota podlozky 60 °C
Uhel vyplné 45° Cas tisku jednoho vzorku 15 min
Perimetry 3 Spotreba filamentu 0,5Tm

Obr. 47 3D tiskdrna Creality Ender 3 Pro
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13.3 Smés 95-5 — PLA-PHA

Jak je mozné vidét na Obr. 48, filament vznikly z tohoto poméru smési, mél velky
prameér. Tim padem jej nebylo mozné pouzit pro 3D tisk, jelikoZ ani jedna ¢ast vzniklé struny
neméla primér mensi jak 2 mm. Tento prameér je limitni hodnotou pro extrudér v 3D tiskarné
Creality Ender Unity.

U této koncentrace smési tedy probéhla tahova zkouska ze struny, nikoli z vytisténych

vzorkd, jak tomu bylo u ostatnich koncentraci.

13.4 Smés 90-10 — PLA-PHA

Tisk z tohoto filamentu byl stédle problematicky, pridmér byl na vétsiné ¢astech struny
nad 2 mm. Bylo v§ak moZné najit ¢asti, které byly pod touto hodnotou, obvykle ale tato ¢3ast
nestadila pro vytisténi jednoho vzorku, a tak se filament musel v extrudéru 3D tiskarny
nastavovat. Jakmile se prlimér struny zvétsil nad 2 mm, filament se zasekl v extrudéru a tisk

pokracoval tzv. ve vzduchu.

13.5 Smés 85-15 — PLA-PHA

V pripadé tohoto poméru smési bylo tisténi vzorkl snazsi. Na filamentu bylo mozné

najit ¢asti, ze kterych se dal vytisknout cely vzorek, bez nastavovani struny.

13.6 Smés 80-20 — PLA-PHA

Tento pomér smési byl ze vSech nejvice vyhovujici. Primér filamentu se stale
pohyboval okolo kritické hranice 2 mm, avSak nékteré ¢asti struny, bylo moZné pouiit pro
tisk dvou vzorkd, aniz by se musela struna ménit, ¢i jakkoli nastavovat. Jak je z Obr. 48
patrné, filament pfipraveny ze smési 95-5, ma o poznani vétsi priimér, nez filament ze smési

80-20.

Al

Obr. 48 Extrudovany filament ze smési PLA-PHA na obrdzku vlevo 95-5, vpravo 80-20
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13.7 Smés 75-25 — PLA-PHA

Se zvysujicim pomérem PHA ve smési, se zaCaly projevovat problémy, které byly
obdobné jako pfi extruzi filamentu obsahujiciho pouze PHA. Filament smési 75-25,
zobrazeny na Obr. 49, zdsadné ménil svaj primér, aniz by doslo ke zméné podminek extruze.
Prameér struny nyni kolisal spise k nizsim hodnotam, cozZ je pro extrudér v 3D tiskarné také
nevhodné. Maly pridmér ma zapricinéni toho, Ze mechanismus extrudéru neni s filamentem

v kontaktu, a tim padem se filament nedostava do tiskové hlavy.

Obr. 49 Extrudovany filament smésij 75-25

14. Vyhodnoceni vlastnosti vytisknutych vzorku

14.1 Struktura smeési

Na niZze uvedeném Obr. 50, jsou zobrazeny snimky struktury smési PLA-PHA 75-25
z polarizaéniho mikroskopu. Tato smés se zvolila z ddvodu nejvyssi koncentrace PHA, ze
vSech vyrobenych vzorkd. Struktura by tedy méla obsahovat nejvice krystalickych oblasti,
které jsou charakteristické pro PHA. Zaroven snimky slouZi pro porovnani struktury
vytvoreného filamentu, nachazejiciho se na Obr. 50 a), s vytisténym vzorkem, jehoZ
struktura je uvedena na Obr. 50 b). Na obou snimcich je moZné vidét oblasti PHA rozlozené

v amorfni strukture PLA.
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Obr. 50 Smés 75-25 (PLA-PHA) - a) vytvoreny filament, b) vytisknuty vzorek

Vizualni rozdil vytisknutych vzork(, je mozné i na prvni pohled vidét
z makroskopického méfitka. Pro ndzornost se na niZze uvedeném Obr. 51, vyskytuji vzorky

vlevo PLAtans @ vpravo PLA-PHA 75-25.

"

Obr. 51 Vytisknuté vzorky pro zkousku tahem - na obrdzku vievo PLAtrans, vpravo PLA-PHA 75-25

14.2 Stanoveni pevnosti v tahu

Sloupcovy graf na Obr. 52, zaznamendva veskeré pevnosti vytvofenych filament(
a vytisténych vzorkd, v porovnani se samotnym PLAans @ PHA. Pevnost PHA se volila pouze
ze spectenych vzorkd, nebot z filamentu nebylo mozné vzorky vytisknout.

Jak je z grafického porovndani na Obr. 52 patrné, pfidanim polymeru PHA do PLAtrans,
priznivé ovliviiuje vyslednou pevnost vytisténych vzorkl. Z experimentu se jako nejidealnéjsi
pomér smési jevi 85-15, jehoZ pevnost dosahuje hodnoty 73,8 MPa. V porovnani s PLArans,
u kterého je pevnost vytisténych vzorkl 66 MPa, doslo ke zlepseni pevnosti v tahu 0 10 %.

U filament( jsou pevnosti nizsi, to je nejspiSe zpUsobeno proménlivou tloustkou
struny a teoretickym chybam ve strukture, které mohou byt zplsobeny nedokonalym
navijenim struny. Dal$i moZnosti je nedostatecné chlazeni struny, kde i pres pouziti
pasivniho hlinikového hlazeni, dochazelo ke speceni jednotlivych zavitd filamentu na civce.
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Takto specend struna se musela ndsledné od sebe mechanicky oddélit, coz mohlo mit také
vliv na jeji strukturu a ndslednou pevnost. Nicméné pevnost filamentu 80-20 dosahovala

hodnoty 56 MPa, cozZ je pouze 0 15 % méné, nez vytisténé vzorky z PLA¢rans.

Pevnost v tahu pro vytisténé vzorky a filamenty
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Obr. 52 Grafické zndzornéni pevnosti pro PHA, PLA a jejich vzajemné smési

14.3 Stanoveni taznosti

Sloupcovy graf na Obr. 53 jasné demonstruje, Ze nejvétsi taznost mad samotné PHA
Apva = 8 %. Dle predpokladu samotné PLAwans mMa taznost nizsi, konkrétné
Apia=2,9 %. Taznost vzorkl pripravenych ze smési, se pohybovala byla blize hodnotam pro
PLAtrans. ZlepSeni taznosti se vyskytlo u koncentrace 80-20, kde se taznost v porovnani
s PLAtrans, zlepSila o 0,3 %. Tato charakteristika opét pfispéla k hledisku, Ze nejlepsi
koncentrace smési je 85-15 nebo 80-20. Pti vySSim nebo nizsim mnoZstvi PHA v PLA dochazi

ke zhorSeni mechanickych vlastnosti.
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Obr. 53 Grafické zndzornéni taznosti pro PHA, PLA a jejich vzdjemné smési

14.4 Zkouska DSC

Odborna literatura tvrdi, Ze polymery PHA a PLA jsou nemisitelné, coz potvrzuji i nize
uvedené DSC kfivky znazornéné na Obr. 54. Na kfivkach pro smés se vidy vyskytuji dvé
teploty tani, prvni je pro PHA slozku a druhd pro PLA slozku ve smési. Pokud by byly polymery
zcela misitelné, tyto teploty by se spojily do jednoho vrcholu a smés by méla pouze jednu
teplotu tani.

Pro lepsi ndzornost se z DSC kfivek zobrazenych na Obr. 54, detailné popiSe pouze
porovnani samotného PLAmns (Cernd c¢arkovana kfivka), samotné PHA (Cernd krivka) a jejich
smeés o koncentraci 75-25 (Zluta kfivka). K porovnani se voli tato koncentrace z ddvodu
nejvétSiho obsahu PHA ze vSech smési. Vzhledem k tomu mUzZeme pozorovat, nejvyraznéjsi
rozdily v porovnani s kfivkami, obsahujici pouze samotné polymery.

Zjisténé charakteristiky pro ostatni koncentrace jsou uvedeny v Tab. 9. Hodnoty
odpovidaji obdobnému, nize popsanému, pribéhu. Jedinym rozdilem je snizujici se mnoZstvi
PHA ve smési, diky ¢emuz se na kfivkach projevuje vice PLAtrans.

Prvni charakteristikou je teplota skelného prechodu, u samotného PHA se pohybuje
okolo 4 °C, coZ je nasi dostupnou technikou neméfitelné. U PLArans Se tato teplota pohybuje
ve vyssich, nami méfitelnych hodnotach. Proto bylo mozné z DSC kfivky pomoci inflexniho
bodu uréit Tg piatrans = 62,1 °C. U smési 75-25 byla tato teplota niZsi o 1,8 °C tedy
Tg 75-25 = 60,3 °C. Nasledujicim parametrem je teplota tani, ktera je porovnatelna pro oba
polymery i jejich smés. Teplota tani pro samotné PHA byla Tmpua = 125,8 °C, ve smési se tato
teplota snizila na Tmpua 75-25 = 119,9 °C. V pripadé samotného PLAtrans byla Tm pia = 158,4 °C
a pro smés Tmpia 75-25 = 157,5 °C, v obou pripadech tak ve smési dochazi ke snizeni teploty
tani. Dle toho je moZné usoudit, Ze se polymery vzdajemné ovliviuji. Zaroven diky

vicenasobnym ohfevim, uvedenych v podkapitole 11.1 a 11.2, je moiné usoudit, Ze tato
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teplotni zména nema souvislost, s degradaci polymer( v dlisledku vicenasobného tepelného
zpracovani.

Poslednim zjisténou charakteristikou smési, je entalpie tani, kterd se snizila
z Epian = 61,28 J /g a Epua = 71,51 J /g na Ezs.2s = 30,63 J /g. Z DSC ktivek je dale moiné
vypozorovat, Ze v pfipadé smési se oproti samotnym polymerlm, markantné sniZila oblast
dokrystalizace. Ta je obecné definovana jako energie potfebna pro dokrystalizovani

struktury v zavislosti na zvysSujici se teploté. Tato energie je pro smés 75-25 témér nulova.

DSC /(mW/mg)
1 exo

50 100 150 200
Temperature /°C

Obr. 54 DSC krivky ohrfevu pro PHA, PLA a jejich vzajemné smési, Preklad: Temperature - teplota

Tab. 9 Charakteristiky samotnych polymeri a smési uréenych z DSC zkousky

Vzorek Tg[°C] Tm pua [°C] Tmea [°C] E [J/g]

100 PHA - 125,8 - 71,51

95-5 61,4 118,9 159,4 25,31

90-10 61,6 12,1 157,8 38,82

85-15 61,1 118,5 157,5 34,65

100 PLA¢rans (Carkovanad) 62,1 - 158,4 61,28
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15. Degradace PHA

Jedna z nejdiskutovanéjsich vlastnosti u biopolymerl je jejich degradace vznikajici
vlivem vicenasobného zpracovani.

Jak je jiz vySe uvedeno, v této studii byla snaha vyuZzit malé mnoZstvi biopolymeru PHA
k ziskani co nejvice vysledkl. Zkoumany degradovany PHA vzorek, byl béhem studie
podroben naslednym zpracovatelskym metodam a zkouskam:

e Speceni polymeru PHA v peci pfi teploté 160 °C po dobu 10 minut, s ndslednym
ochlazenim na vzduchu. U takto vytvorenych vzorkl probéhla tahova zkouska.

e Pretrhnuté vzorky byly opét speceny v peci pti teploté 160 °C po dobu 10 minut
za Ucelem vytvoreni tenké fdlie. Ta se ndsledné rozemlela na malé casti,
potiebné pro extruzi.

e Extruze pfi115 °C - vytvofeni nepovedeného filamentu, viz kapitola 12.2.

e Speceni filamentu pfi teploté 160 °C po dobu 10 minut, opét za ucelem vytvoreni
tenké félie, ktera se rozemlela na malé casti.

e Tyto vytvofené Casti se spekly v silikonové formé pfi teploté 160 °C po dobu 10
minut a nasledné u nich probéhla zkouska tahem.

Degradace PHA je patrna uZ od prvniho pohledu. Degradované vzorky, nachazejici se
v horni fadé na Obr. 55, maji tmavsi vzhled a jsou na nich viditeIné mapy. Jednou zpracované

vzorky, se nachdzeji ve spodni fadé na Obr. 55.

Obr. 55 Horni fada degradované vzorky PHA; spodni rada vzorky PHA jednou zpracované v peci
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Diagram na Obr. 56 porovnava pevnost v tahu PHA vzorkd. Prvni dva sloupce jsou pro
vzorky, které prosly jednim zpracovanim s rozdilnym ochlazenim. Posledni sloupec udava
pevnost v tahu degradovanych vzork(.

Pevnost v tahu degradovaného PHA byla 20,7 MPa, u vzork( s jednim ohfevem byla

pevnost 34,8 MPa. Rozdil je tedy 14,1 MPa. To je z procentudlniho hlediska sniZeni pevnosti
040 %.

Pevnost v tahu Cisté PHA vzorky
pripravené v peci
40

30
20

10

Pevnost v tahu [MPa]

B Chladnutiv peci B Chladnuti navzduchu  ® Degradované

Obr. 56 Grafické zndzornéni pevnosti PHA vzork( po prvnim zpracovdni (Chladnuti v peci
a Chladnuti na vzduchu) v porovndni s pétindsobnym zpracovdnim (Degradované)

Snimek struktury degradovaného a jednou zpracovaného vzorku, je zndzornény na

Obr. 57. Pro porovnani je uveden vzorek, ktery byl pfipraven specenim v peci, s ndslednym

ochlazenim na vzduchu.

Obr. 57 Porovndni struktury PHA - a) jeden cyklus zpracovdni s ndslednym chladnutim na vzduchu,
b) pétindsobné zpracovdni

Z porovnani je jasné viditelné, Ze struktura jevi znacné zndmky degradace. Sférolity
jsou u degradované struktury o poznani tmavsi a v nékterych mistech doslo k jejich upIné

degradaci v podobé Cernych skvrn ve struktufe. Tato skutec¢nost ma nejspiSe za nasledek

v

nizsi pevnost a vyssi kifehkost vzorkd.
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16. Diskuze

Prvni ¢ast vyzkumu, se zamérovala na péstovani fasy spirulina platensis, ze které se
nasledné pomoci extrakce rozpoustédlem vytvarel biopolymeru PHB. Vyextrahovana smés
se podrobila polarizacni mikroskopii. Ve struktufe se objevovaly uatvary pfipominajici
polymerni sférolity, jejich pocet byl ale nedostatecny pro dalsi zkousky. Pfesto po tomto
zjisténi, probéhlo prezkoumani veskerych latek pouzitych béhem péstovani a zpracovani
fasy. Ty se ale projevovaly na polarizacnim mikroskopu jinym zplsobem. Je tedy velmi
pravdépodobné, Ze se na snimcich struktury jednd o latku nové vytvorenou.

e Metoda extrakce se provadéla v domacich podminkach, Ize tedy usoudit, Ze
pokud by se vyzkum prenesl do laboratorniho prosttredi, bylo by mozné z rasy
ziskat biopolymeru vice.

Z divodu malého mnoistvi extrahovaného PHB, se ve druhé ¢asti experimentu, musel
zvolit komercéné dostupny biopolymer PHB. BohuzZel vyrobce nedodal kompletni specifikaci
o materidlu, a proto neni mozné s jistotou tvrdit, Ze se jednd o samotné PHB, nebo
kopolymer PHBV. Proto se ve studii zvolilo obecné oznacdeni této skupiny biopolymerd - PHA.
Zaroven se do vyzkumu zahrnul i dostupnéjsi biopolymer PLA, ¢asto vyuzivany pro 3D tisk.

Experiment se ddle zaméfoval na vyzkum samotného PHA, PLA a jejich smési PLA-PHA.
Pro vytvofeni smési s nejprve musela provést termickd analyza. Z ni se zjistily teploty tani
a krystalizace obou materiald a ovéfila se mozind degradace pro vicenasobné ohfevy.
Zaroven se musel zjistit vliv PHA na vyssi teploty, které jsou potfebné pro zpracovani PLA.
Vysledky z téchto zkousSek byly pozitivni, nedochazelo k zZadné degradaci a mohlo se
pokracovat v dalsSim vyzkumu.

Prvni zkoumanou vlastnosti byl vliv rychlosti ochlazovani na PHA. V prvnim ptipadé
doslo k rychlému ochlazeni a ve druhém k pomalému. Tyto zmény se projevily ve struktufre,
ale v pevnost se lisila pouze 01%. Vliv zpGsobu ochlazovani PLA, nebyl ve struktufe znatelny,
a proto se dale nezkoumal.

Po speceni samotnych biopolymerl se mohlo prejit k vytvoreni smési v peci. Tato
metoda se ale ukazala jako nevhodnd a nedoslo témér k Zddnému promiseni. Proto se
muselo ptejit na metodu extruze filamentu, kterd zarucovala dobré promiseni obou sloZek.

Nejdfive se vytvoril filament z PLA, ze kterého se nasledné vytiskly vzorky na 3D
tiskarné. V pripadé extruze PHA, filament neustdle ménil svij prirez, coz mélo za nasledek
nemoznost pouziti pro 3D tisk.

e Pro dalsi vyzkum extruze samotného PHA, by bylo vhodné pouZit extrudér

s vice regulaénimi prvky, jako je napfiklad rychlost otaceni Sneku.
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Z tohoto dlivodu se vytvorily smési o rdznych koncentracich PHA a PLA, ze kterych se
vyextrudoval filament. U téchto filamentl, se ménici prifez zplsobeny biopolymerem PHA
omezil. Ze struny bylo moziné vytisknout vzorky, které se podrobily zkousSce pevnosti v tahu.
Veskeré vytisténé vzorky ze smési PLA-PHA, prokazaly zvySeni pevnosti oproti samotnym
biopolymerim. Nejlepsi koncentrace byla 85-15 (PLA-PHA), u které doslo ke zlepseni
pevnosti o 10 %.

Taznost byla spocitana z pevnostnich charakteristik a vysla pro veskeré koncentrace
smési podobna jako u PLAtans. Nejvétsi zlepSeni taznosti se vyskytlo u koncentrace 80-20,
kde se taznost oproti samotnému PLAans, zlepSila 0 0,3 %.

Pro potvrzeni pfitomnosti obou biopolymer(i ve smési, se pro veskeré koncentrace
provedla DSC zkouska. Z vytvotrenych krivek bylo jasné viditelné, ze ¢im vice PHA je ve
struktufe, tim vice se jeho vlastnosti ve smési projevi. Zaroven pomoci DSC kfivek se
potvrdila omezend misitelnost téchto biopolymeru, ktera se prokazala dvéma vrcholy znadici
teplotu tani na kfivce ohrevu.

Omezena misitelnost byla znatelna i na snimcich struktury, kde bylo mozné pozorovat,
jak se shluky krystalickych oblasti, typickych pro PHA nachazi v amorfnim PLA.

Zavérem studie se zkoumala degradace materidlu PHA, ktery byl béhem experimentu
pétkrat technologicky zpracovan. Pevnost téchto degradovanych vzork( se oproti
pGvodnim, jednou zpracovanym vzork(m, snizila o 40 %. Pfi porovnani snimkd struktury
degradovaného a jednou zpracovaného materiadlu, byly ve struktufe znatelné rozdily

v podobé degradovanych sférolit(.
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17. Zaveér

Experimentdlni ¢ast studie se nejprve vénovala péstovani fasy, ze které se nasledné
extrahoval biopolymer PHB. Ze snimk( z polarizaéniho mikroskopu, lze usoudit, Ze se ve
struktufe nachdzely Gtvary pripominajici polymerni sférolity. Jejich mnoiZstvi ale bylo
minimalni, a nebylo tak moZné provést vice materidlovych zkousek. Z tohoto dlvodu byl pro
dalsi vyzkum zvolen komeréné dostupny material PHA.

V druhé ¢3asti experimentu se vstupni materidl rozsifil o biopolymer PLA, pro zjisténi
vlastnosti smési PLA-PHA.

Metoda speceni v peci se ukazala pro vytvoreni smési jako nevhodna. Druhou
metodou byla extruze filamentu, pri které doslo k lepSimu vzajemnému promichani obou
biopolymer(. Z filamentu se vytiskly vzorky na 3D tiskarné. U vsech vytisténych vzorku
doslo ke zvySeni pevnosti oproti samotnym biopolymerim PHA a PLA. Nejlepsi koncentrace
byla 85-15 (PLA-PHA), u které doslo ke zlepSeni pevnosti o 10 %.

Pro zjisténi misitelnosti se vzorky podrobily diferencialni skenovaci kalorimetrii, ve
které se projevila omezena misitelnost téchto biopolymerd. Tato vlastnost byla potvrzena
i na snimcich struktury.

Zavérem studie se zkoumala degradace materialu PHA. Pevnost degradovanych
vzorkl se oproti pivodnim, jednou zpracovanym vzorkim, sniZila o 40 %. P¥i porovnani
snimk( struktury degradovaného a jednou zpracovaného materialu, byly ve struktufe

znatelné rozdily v podobé degradovanych sférolit.

Cile diplomové prace byly splnény.
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