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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo izolovat mikrokrystalickou celulozu z hroznovych vyliska.
Analyza hroznovych vyliski prokazala tyto hlavni slozky: lignin (32,9 %), celuléza (34,2 %),
hemiceluléza (31,5 %) a lipidy (7,0 %). Pro izolaci a ¢isténi mikrokrystalické celulozy byly testovany
razné metody. Jako nejvhodnéjsi metoda byla zvolena kysela hydrolyza s 50 % a 64 % kyselinou
sirovou s naslednou reakci s ethylendiaminem. Morfologie izolované celuldézy byla studovana
transmisni elektronovou mikroskopii. Primér hydrolyzovanych celuléozovych vlaken byl stanoven
v rozmezi 15—130 nm. Izolovana celul6za byla pouzita jako zpeviujici plnivo pro agar. Agar/celul6zové
filmy byly pfipraveny litim do roztoku. Agar/celuléozové filmy vykazovaly vyssi hodnoty
Youngovych moduli a pevnosti v tahu, ale niz§i prodlouzeni pfi pietrzeni ve srovnani s Cistymi
agarovymi filmy. Vysledky prokazaly, Ze hroznové vylisky lze pouzit jako zdroj pro izolaci
mikrokrystalické celulozy se zpeviujici schopnosti pro agar.

ABSTRACT

The aim of the diploma thesis was to isolate microcrystalline cellulose from grape pomace. The analysis
of grape pomace showed the following main components: lignin (32.9%), cellulose (34.2%),
hemicellulose (31.5%) and lipids (7.0%). Various methods have been tested for the isolation
and purification of microcrystalline cellulose. As the most suitable method was selected acid hydrolysis
with 50 % and 64 % sulfuric acid followed by treatment with ethylenediamine. The morphology of the
isolated cellulose was studied by transmission electron microscopy. The diameter of the hydrolyzed
cellulose fibers was determined in the range of 15-130 nm. The isolated cellulose was used
as reinforcing filler for agar. The agar/cellulose films were prepared by solution casting.
The agar/cellulose films exhibited higher values of Young’'s moduli and tensile strength but lower
elongation at break compared to neat agar films. The results proved that grape pomace can be used as
source for the isolation of microcrystalline cellulose with reinforcing ability for agar.
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KEYWORDS

grape pomace, MCC, acid hydrolysis, valorization, agar film, packaging material



HORAKOVA, Natalie. PFiprava a charakterizace mikrokrystalické celulézy z odpadnich surovin
potravindrského primysiu [online]. Brno, 2022 [cit. 2022-05-11]. Dostupné
z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138222. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii. Vedouci prace Adriana
Kovalcik.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakalatrskou praci vypracovala samostatné a ze v§echny pouzité literarni zdroje jsem
spravné a uplné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické VUT v
Brmé a mtze byt vyuzita ke komer¢nim uc¢elim jen se souhlasem vedouciho bakalarské prace a dékana
FCH VUT.

podpis studenta


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138222

PODEKOVANI

Chtéla bych predevsim podekovat vedouci moji diplomové prace pani doc. Ing. Adrian¢ Kovalcik, Ph.D.
Dale mé diky patéi Ing. Michaele JakeSové za pomoc a cenné rady pii zpracovavani celé prace.
V neposledni fadé chci podékovat panu Ing. Martinu Szotkowskému, Ph.D., Ing. Pavlu VostiejSovi,
pani Ing. Radce Balkové, Ph.D., za pomoc pii zpracovani vzorkt. Také pani Patrycji Bober z Akademie
véd Ceské republiky v Praze a kolegtim z Univerzity Tomase Bati ve Z1in& za proméfeni vzorkd pomoci
SEM a TEM.


https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963
https://www.vut.cz/lide/adriana-kovalcik-201963

L UVOD ottt 8
I R O 1 ) 1o PSSP UPRPOPRPPRPS 8
2 LITERARNI PREHLED ........coiiiiiiiiiiiiiieieiseiseees st 9
2.1 Lignocelul0ZoVE MAatETIAlY.........oouiiiiiieiiiiiiiie et 9
2. 1.1 CRIUIOZA ...ttt 9

2.1.2 HEMICEIUIOZA .....eeei ittt st e e nbbeeeeene 10

2. L3 LEONIN ettt 10

2.2 MOIfIKACE CEIUIOZY ....eeiiviiiiiiiiitii ettt an 11
2.2 1 AVICEL .. 11

2.2.2 MiKrokrystalickd CelUIOZa .........ccoiuiiiiiiiiiiiie e 12

2.2.3 PHPIava MCC/NC ...ooiiiiiiiiiiiie ettt 13

2.3 Bakterialni celul0za (BC) .....uuiiiiiiiiiiiiiii e 16
2.4 NanocelulOZa (INC) .....uiiiiiiiiiiei ittt ettt et s e e st e e bt e e sineean 16
2.4.1 Nanoceluldza ve vodivych materidlech...........ccccooveiiiiiiiiiiiiiicic e 17

2.5 Chemickd MOIIKACE ... uuvieiiiiiiis ittt e e e s bae e e st be e e e snnereees 17
2.5.1 Modifikace ethylendiaminem ...........cccoeiiiiiiiiii i 20

2.6 Vyroba bioplastii s 0bSahem MCC / NC.......ccooooiiiiiii it 20
P RN e 1o A 03 (o) o) P11 S SOPRPTPRR 20

2.8.2 SKIOD .....covveiceeieteeecte et see ettt ettt 20

2.6.3 Bioplasty z rybiho KOlagenU...........cocviviiiiiiiieiiiiiie et e e 21

2.7 Odpadové hospodaistvi z potravinového PrimysIt .........eeviiiiiieiiiieiiiie e 21
2.7.1 Pro¢ vyuzivat odpadového hoSpodarstVi.........ccccevveiiiiiiiiiiiiiie e 21

2.8 MOZNOStE VYUZITT SUTOVII ..eeuiviiiiiieitieesitte ettt e ateeessteesstbeessbbeessbeeestbeeesabeessbneessbeeessseeannneeans 21
2.8.1 HroZnoVeE VYIISKY ...uviiiiiiiiiii ittt 21

2.8.2 BaMDBUSOVE VIAKNO.....c.vviiiiiiiiiiii ittt 21

2.8.3 Conocarpus lanCifoliUS...........couviiiiiii e 22

2.8.4 Kokosoveé vIakno a ananasove LISTY ........coocvriiiiiiiiieiiiiiiee et 22

2.8.5 KAVOVA SEAIING ...eeiiiiiiie ittt 22

2.8.6 Bananove SIUPKY .......uvvieiiiiiiiiiiiit et 23

2.8.7 Vylisky z jable€nych SIUPEK.........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiic e 23

3 EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 24
3.1 Pouzité piistroje, chemikalie @ materidl............cccoviiiiiiiiiiiiiiei e 24
N N o 15 (o ) [ O U PP PP PP PP PR TPPPPPN 24

TN A 01 133011 < 1 T OO 25

3.1.3 LignoceluldoZovy Material...........coovviiiiiiiiiiiiiic i 25



3.2 Metody pro charakterizaci lignocelulozového materialu...........cceeeiviiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 26

3.2.1 Stanoven] HGNIMU ........cvviiiieiiiie e 26
3.2.2 Stanoveni CEIULOZY ......vvveiiieiiiii ettt 27
3.2.3 Stanoveni hemiCelUIOZY ..........ccoiiiiiiiiiiiiii e 27
3.2.4 Stanoveni obsahu LPIdll ......coovvviiiiiiiii e 27
3.3 Ovéieni postupll RYATOIYZY .....ccoivviiiiiiiiiie e 28
3.4 Oveéfteni postupu piipravy celul6zovych nanovIaken..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiie s 28
3.5 Predtprava lignocelul0Zzoveho MaterialU...........ccvveiiviiiiiiiiiiie e 28
3.6 lzolace celuldzy z hroznovych VYIISKUL......coviiiiiiiiiic i 29
BB, L POSLUD L.ttt 29
BLB.2 POSLUD 2.ttt 29
3.7 MoOdIfIKACE CEIUIOZY ....eeiiviiiiiiiiiitii ettt 31
3.8 Priprava agarovych filmd s obsahem mikrokrystalické celulozy ..........cccoovvvvieiiiiiieeiiiinnnnn, 31
3.9 Morfologie agarovych filmd pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) ........ 31
3.10 Charakterizace velikosti  vldken celulézy pomoci transmisniho elektronového
MIKIOSKOPU (TEM) ...ttt ettt b ettt 31
3.11 Stanoveni mechanickych vlastnosti agarovych filmu...........cccoocveiiiiniiiii e, 32
3.12 Stanoveni CiStOty CEIULOZY ......uuviiiiiiiiei it 33
BLL2.LHSE FT-IR e 33
3.12.20S50 FT-TR ATR ot 33
VYSLEDKY A DISKUZE.......cottiiitiiiiriiiiiniiisstsssss s essnes 34
4.1 Charakterizace lignoceluldzovEého Materidltl ............ooviiviiiiiiiiiiiiiii s 34
4.2 1Z018CE COIUIOZY .....vviiiiiiiiie ettt sttt naaee s 35
4.2.1 Overeni postupl hYAIOLYZY .....ccvvviiiiiiiiiiiiiic et 35
4.2.2 Zhodnoceni vytéznosti mikrokrystalické celulozy..........cocoeeviiiiiiiiiiiiiic e, 36
4.3 Hodnoceni velikosti VIAKen (TEM) .......coiiiiiiiiiiiiiie i irne e 37
4.4 Morfologie agarovych filmll (SEM)......cccoiiiiiiiiiiiiiiiie it 39
4.5 Mechanické vlastnosti agarovych filmi s obsahem MCC..........ccoviviiiiiiiiinicce s 41
4.6 Stanoveni Cistoty celuldzy a agarovych filmull...........cocceiiiiiiiiiii e, 44
A.6.1 FT-IRu i 44
4.6.2 FT-IR ATR ..o 46
ZAVER ..ottt 48
LITERATURA Lttt ettt b ettt b et e s 49



1 UVOD

V posledni dobé vyrazng stoupa spotieba polymernich materialti vyrobenych z petrochemickych zdrojt.
Dtivodem je predevsim jejich nizka cena i hmotnost, dostupnost, snadna manipulace a vysoka odolnost.
Tyto materialy nabizi Sirokou skalu vyuziti. Nicméné s rostoucim zajmem o zivotni prostfedi zacina byt
v poslednich letech jevi celuloza. Nejen, Ze je to obnovitelny, snadno dostupny a odbouratelny
polysacharidovy zdroj pro vyrobu biopolymerd, ale Ize pomoci jejiho zpracovani ulevit i dal$im zatézim
zivotniho prostiedi. V ramci potravinarského a zemédélského primyslu totiz vznika béhem zpracovani
surovin vysoké procento odpadniho lignocelul6zového materidlu, ktery neni dale nijak ucelové
zpracovavan. Tyto odpady se bud’ spaluji a nebo jsou ponechany na skladkach, které zneCist'uji
podzemni vody a tim zatézuji zivotni prostiedi.

Celulbza ma linearni charakter slozeny =z f-d-glukopyranézovych jednotek spojenych
B (1-4) - glykosidovymi vazbami. Retézce se skladaji z 36 jednotlivych molekul, které navzajem poji
vodikové mistky a Van der Waalsovy sily. Elementarni fibrily, jakoZto struktura celuldzy, se déli na
krystalické a amorfni. Pravé amorfni ¢astice snadno podléhaji kyselé hydrolyze, diky cemuz pak vznika
krystalicky produkt zvany mikrokrystalicka celuloza (MCC).

MCC je netoxicka, biodegradabilni, biokompatibilni latka s dobrymi mechanickymi vlastnostmi, ktera
nachazi Siroké uplatnéni v mnoha odvétvich.

V ramci této prace se budu zaméfovat na konkrétni druh lignocelulézového odpadu a to na hroznové
vylisky. Ro¢né se vypéstuji miliony tun vinné révy, z ¢ehoz je piiblizné 75 % vyuzito K vyrobé vina.
30 % hroznl pouzitych pro vyrobu vina je odpad, ktery se sklada ze seminek, slupek a stopek, které
nenalézaji dal$i vyuZiti. V ramci cirkularni ekonomiky je dulezité zpracovavat i sekundarni zdroje, tedy
odpady tohoto hospodarstvi.

Tato diplomova prace pojednava o zplsobech pfipravy a izolace mikrokrystalické celulozy
Z hroznovych vyliskl jakoZto potravinaiského odpadu pfi vyrobé vina a také o moznostech dal$iho
vyuziti této celuldzy.

1.1 Cil prace

Cilem prace bylo charakterizovat pouzity lignocelul6zovy material Gispesné vyizolovat mikro ¢i nano
celulozu dle uvedenych postupii. Nasledné ztéto celulozy pfipravit agarové filmy s riznym
zastoupenim celulézy a sledovat vliv pfidavku plnidla na mechanické vlastnosti filma. Dale provést
modifikaci celulézy pomoci ethylendiaminu pro zlepSeni jejich povrchovych vlastnosti a také ovéteni
postupu piipravy celulézovych nanocastic. Opét z téchto vzorkl ptipravit agarové filmy a porovnat
jejich vlastnosti



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Lignocelulézové materialy

Biopolymery z obnovitelnych zdroji nachazi vysoké uplatnéni hned v né€kolika odvétvich, jako je
1€karstvi, potravinarstvi, zemédélstvi ¢i rizné biomedicinské a environmentalni studie. Ptirodni
polymery, jako jsou polysacharidy, hraji nejvétsi roli v biomedicinskych technologiich. Vyznacuji se
hned nékolika vhodnymi vlastnostmi. Mimo to, Ze maji Siroky rozsah molekulovych hmotnosti
v rozmezi 102 — 10° Da a vysoky pocet funkénich skupin (NH,, -CO-, -OH) pro vhodnou chemickou
modifikaci, ovliviiuji také pozitivné farmakokinetiku i farmakodynamiku enzymid. Mezi nejcastéji
vyuzivané patii celuldza, $krob, chitosan a chitin (Nazir a Igbal 2020). Na Obrazku 1 je zobrazeno
ilustracni schéma lignocelul6zového materialu.

hemiceluloza

celuloza

Obrazek 1: Strukturni usporadani lignocelulozového materidalu

2.1.1 Celuléoza

Nejhojnéji se vyskytujici strukturni polysacharid v bunéénych sténach rostlin je celuloza.
Ro¢ni produkce celulézy &ini zhruba 10%-10" tun. Strukturné ma linearni charakter sloZeny
z B- D- glukopyranézovych jednotek spojenych B (1-4) -glykosidovymi vazbami. Celulozové fetézce
se skladaji z ptiblizné 36 jednotlivych molekul, které jsou drzeny pohromadé Van der Waalsovymi
silami a vodikovymi mustky (Golmohammadi et al. 2017). Tyto struktury se nazyvaji elementarni fibrily
a déli se na vysoce uspofadané krystaly celulozy a neuspoiadané — amorfni oblasti. Amorfni oblasti
snadno podléhaji kyselé hydrolyze a vznikaji méné ostré a krystalictéjsi fragmenty,
tzv. mikrokry.cel.(MCC) (Trache et al. 2016). Celuléza je nerozpustna ve vod¢ i ziedénych alkalickych
a kyselych roztocich . Jeji vétsi odolnost viici kyselé hydrolyze a enzymové aktivité byva pfipisovana
pfitomnosti vodikovych vazeb, a tedy jeji krystalické podobég. Velké mnozstvi vodikovych vazeb totiz
vede k tvorbé stabilniho mikrofibrilu. Krystalicka forma mutize mit nékolik podob v zavislosti na zdroji
celulozy a na zpiisobu zpracovani. Nejhojnéji se vyskytuje polymorf celuldzy 1, ktery se dale déli na
celuldzu la, ktera prevlada u fas a bakterii a celulozu I, ktera je hlavni formou v rostlinach. Jelikoz lze
tepelnym zpracovanim celulézu la nevratné pfemeénit na If, povazuje se Ip za stabilnéjsi krystalickou
formu krystalické celulozy (Frassoldati a Ranzi 2019). Na Obrazek 2 je znazornéna detailni struktura
celulézového vlakna az po jeho chemickou strukturu.



Elementarni
mikrofibrity

Miksefibrilovand celulosa,

Krystalicka cast
Chemicka struktura vidkna Amorfni ast Celulosové vidkno

Obrdazek 2: Struktura celulozového vidakna (Golmohammadi et al. 2017).

2.1.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza, jakozto dalsi slozka buné¢né stény rostlin, nema v porovnani s ostatnimi slozkami
srovnatelnou komeréni hodnotu. Pfispiva ke kvalit¢ difeva a vldken a zvySuje pevnost papiru.
Jeji zastoupeni se 1i§i v zavislosti na typu dieva. Obecné plati, ze se vyskytuje spiSe ve tvrdych
dievinach. Rozpustné slozky jsou také soucasti stravy a podporuji traveni (Gregory a Bolwell 1999).

Hemicelul6za ma nizsi molekulovou hmotnost nez celul6za. Jedna se o heteropolymer, ktery se sklada
z riznych cukernych monomeru véetné glukosy, galaktozy, xylozy, arabindzy, mandzy a kyseliny
4- O- methyl-D-glukuronové. V zavislosti na pavodu biomasy lze pozorovat dramatické zmény
Vv poméru zastoupeni a slozeni jednotlivych monomert. S liSicim se zastoupenim se také 1isi vlastnosti
jednotlivych biopolymerd. Odlisnosti miizeme pozorovat v ramci dopadu na pyrolyzu. JelikoZ oproti
celuloze je hemiceluloza nekrystalicka, amorfni a ndhodna struktura s malou chemickou odolnosti.
Studie prokazuji, ze az tfi ¢tvrtiny hemiceluldz jsou rozpustné ve ziedéné zasadé ¢i ve vode pii teploté
vyssi nez 180 °C (Li et al. 2013).

Tento polysacharid se obvykle ziskava vysrazenim ethanolem po extrakci z bunééné stény zfedénou
zasadou. Dale jej lze extrahovat pomoci alkalii anebo s vyuZzitim enzymi k disociaci fragmentl
hemicelulozy z matrice bunééné stény (Gregory a Bolwell 1999).

2.1.3 Lignin

Lignin, jakozto jedna z nejrozsitengj$ich biopolymert v bunécné sténé rostliny, se skldda z nékolika
jednotek — guaiacyl, syringyl a p-hydroxyfenyl. Pomérné zastoupeni téchto jednotek se lisi v zavislosti
na druhu rostliny. Jako pfiklad lze uvést zastoupeni jednotek v tvrdém dieve, kde se vyskytuji guaiacyl
a syringyl. V mékkém dievé lze nalézt pievazné guaiacyl a bylinné rostliny obvykle obsahuji vSechny
tfi typy jednotek. Lignin se vyznacuje svymi inhibi¢nimi G¢inky na enzymatickou hydrolyzu, kde se
projevuje neproduktivni adsorpce celulazy na ligniny. (Yang et al. 2020). Obrazek 3 zobrazuje jednotky
ligninu.
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CH20H CH,OH CH,0H

HsC O HsC O OCH;

(H) (G) (S)

Obrazek 3: Hydroxyfenyl, guaiacyl a syringyl — jednotky ligninu

2.2 Modifikace celuldzy

V poslednich desetiletich rapidné stoupl zajem a vyuziti polymernich materidli v mnoha rtznych
odvétvich. Tyto materialy nahradily tradi¢ni materialy jako je sklo, keramika ¢i kovy. Diivodem byla
nizka cena, dostupnost, nizka hmotnost a vysoka odolnost polymernich materialti. Zacalo tak vznikat
Siroké mnozstvi riznych typt polymernich materialti, jako tieba elastomery, uméla vlakna a kompozity.
Nicméné s rostoucim zajmem o zivotni prostiedi a zdravi lidi se zacinaji hledat alternativy pro tyto
materialy, které nebudou zavislé na petrochemickych zdrojich a nebudou vyCerpavat neobnovitelné
zdroje. (Trache et al. 2016).

Velky zajem vzbudila pravé celuloza, ktera je snadno dostupna, obnovitelna, netoxicka a biologicky
odbouratelna. Lze ji ziskat riznymi zplGsoby z mnoha materialt. K nejvyznamnéj$im patti dievo
a bavlna. V dnesni dob¢ se ale pouzivaji i rizné odpady z potravinaiského ¢i textilniho pramyslu. Zisk
celuldzy a tzv. piistup bottom-up, kde se jedna o biosyntézu celulozy z glukézy pomoci bakterii (Trache
et al. 2016).

2.2.1 Avicel

Avicel je prvni komeréné vyrabénou MCC firmou FMC Corporation jiz od roku 1962 (Trache et al.
2016). Nejstarsi typ MCC se pouZiva hojné ve farmaceutickém pramyslu. Vyuziva se jako plnivo, pojivo
¢i jako suché mazadlo. Vyznacuje se schopnosti vazat a zadrzovat vodu a také ji rozvadét ve vlhkém
prostiedi (Thoorens et al. 2014)
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Mikrokrystalicka celuléza

2.2.1.1 Zdroje pro ziskavani MCC

Mikrokrystalicka celuléza (MCC) je latka extrahovana z rostlinnych vlaken, a to vétSinou pomoci kyselé
hydrolyzy. Tato metoda se vyuziva predev§im pro odstranéni amorfni ¢asti. Jako vhodni kandidati se
v ramci cirkularni ekonomiky a vyuzivani sekundarnich zdrojt za uc¢elem snizeni nakladt jevi jednoleté
byliny, trava, vodni rostliny, zemédélské plodiny a jejich odpadni produkty. VSechny tyto zdroje
obsahuji zpravidla méné ligninu, a tak byva jejich zpracovani a iprava méné naro¢na. Vstupni surovinou
pro ziskani MCC miize byt vlastné jakakoliv surovina obsahujici vysoky podil celulézy. Zalezi pak na
zastoupeni jednotlivych slozek polysacharidi, které budou ovliviiovat vlastnosti MCC. Literatura uvadi
nékolik moznych zdroju pro zisk MCC. Muze se jednat naptiklad o skofapky z podzemnice olejné ¢i
kukufi¢ného klasu, bambus, buni¢inu z cukrové tepy, juty, slupky z ryze ¢i fazoli nebo tfeba novinovy
papir, filtra¢ni papir a rizné odpady z baviny (Trache et al. 2016).

2.2.1.2 Vlastnosti MCC

MCC jakozto nahradni zdroj neobnovitelnych a vzacnych fosilnich materialti, ma mnoho vyhod. Kromée
toho, ze se jedna o pfirodni zdroj, ktery je ke vSemu i snadno dostupny a obnovitelny, vyznacuje se tento
material i nizkou hustotou (Rasheed et al. 2021). Mezi dalsi vlastnosti, které zvySuji atraktivnost MCC
pro rizné vyuziti patii dobré mechanické vlastnosti, netoxicita, , biokompatibilita, biodegradace
a moznost izolace z Sirokého spektra zdroju.. Jedna se o latku snadno kombinovatelnou s dal§imi
chemickymi latkami a je vhodna i jako vyztuZ pro biopolymerové filmy (Pan et al. 2020). (Pigtek et al.
2021).

Dnes nachazi MCC diky svym vlastnostem uplatnéni hned v n¢kolika prumyslovych odvétvich.
Napft. v potravinaiském primyslu, kde se pouziva v koloidni formé pro stabilizaci suspenzi, zadrzeni
vody, regulaci viskozity a jako emulgator v mraZzenych krémech a pastach. Suspenze se také vyuziva
v kosmetologii. Ve formé prasku je vyuZzivana jako pojivo a plnivo ve farmacii a jako vyztuzné ¢inidlo
pii vyvoji polymernich kompozita (Trache et al. 2016). Nezadouci vlastnosti stojici v cesté dal§imu
pouziti k produkci raznych obalovych materialti piedstavuji- nizkd pevnost v tahu, kiehkost, nizsi
tepelna stabilita (Rasheed et al. 2021) a nekompatibilita s nékterymi polymernimi matricemi. Tato
nekompatibilita se pak projevi agregaci v kompozitech. Osetieni ultrazvukem, ktery diky akustické
kavitaci narusuje inter a intramolekuldrni vazby a tim zlepSuje disperzi polymerni matrice, ma za
nasledek fragmentaci agregata a klastrd, coz vede k lepsi disperzi MCC v matrici (Pan et al. 2020).

Tyto nevyhody zatim omezuji komeréni pouziti MCC. K vyfeseni problému miiZze napomoct modifikace
polymernich smési, které mohou vylep$it ony zminéné negativni vlastnosti celulozy (Rasheed et al.
2021).

MCC je chemicky inertni material, ktery se v mediciné a farmacii ¢asto pouziva jako imunosorbent pro
proteiny nebo nosi¢ovy material pro 1éky (Jeon et al. 2018). Dalsim ptikladem je kombinace kolagenu
a MCC. Rybi kolagen je v poslednich letech vyznamny kandidat na tvorbu biofilmu ve tkanovém
inzenyrstvi. V kombinaci s MCC lze dosahnout velkého vylepseni vlastnosti a tim zvySeni vyuzitelnosti
této komodity. Smeés rybiho kolagenu a MCC jakozto ptirodni biopolymer majici podobné vlastnosti
jako makromolekuly, které jsou metabolizovany a télem rozpoznany, lze vyuzit jako nahradu ktze pii
popaleninach ¢i pii 1écbe riiznych chronickych ran. Kolagen vykazuje mnoho kladnych predpokladi pro
pouziti v tkanovém inzenyrstvi. Podporuje agregaci krevnich desticek, ma nizkou imunitni odpoved’
a podporuje proliferaci bungk. Zelatina z vodnich Zivogichii je navic snadno biologicky odbouratelny
material s vysokou transparentnosti a skvélymi bariérovymi vlastnostmi viaci plynim, olejim
a organickym param. Ptidavek MCC vylepSuje jeho negativni aspekty, jako je Spatny antibakterialni
ucinek, $patné mechanické vlastnosti, smacitelnost a rychla degradace (Pan et al. 2020).

12



2.2.2 Priprava MCC/NC

Pti izolaci MCC je hned n¢kolik faktord, které ovliviiuji vysledny produkt a jeho vlastnosti. Na vlivu se
podili piivod materialu, druh a stafi rostliny, pomér jednotlivych slozek ¢i zplisob zpracovani. Ze
nejkomplikovanéjsi chemickou slouceninu, ktera musi byt z lignocelulézovych materiali odstranéna.
Vyizolovana celuloza dosahuje riznych velikosti opét v zavislosti na zdroji a izolaénim procesu. Pramér
vlaken se pohybuje od 30 nm do 20 um a délka dosahuje az stovky mikront (Trache et al. 2016).

Pro ziskani MCC/NC z uréitého vstupniho materialu je nejprve potieba vzorek odmastit pomoci maceni
v zasaditém roztoku, nejéastéji hydroxidu, nebo pomoci organickych rozpoustédel. Tento krok také
slouzi k nabobtnani celuldozové slozky. Poté se pfistoupi k béleni a tim k naruseni struktury ligninu
a hemiceluldzy. K tomuto procesu lze vyuzit naptiklad peroxid ¢i chloritan sodny. Po dalsim piecisténi
se pfechazi ke kyselé hydrolyze, ktera rozlozi amorfni celulézova vlakna a lze tak izolovat MCC/NC
(Azum et al. 2021). Jak bylo jiZ zminéno vyse, na kvalité MCC/NC se z velké ¢asti podili druh rostliny
i pomér jednotlivych slozek. V Tabulka 1 je uvedeno sloZeni nejcastéji zastoupenych latek v riznych
odpadech potravinatského pramyslu, konkrétné v riznych druzich ovocnych vyliski.

Tabulka 1: Lignocelul6zové zastoupeni vV riiznych druzich ovoce (Okoro et al. 2021)

Druh vyliski Hrozny Hruska | Mrkev Rajce Jablko TreSen Olivy
Celuldza [%] 18,2 34,5 51,6 38,0 17,7 18,4 17,0
Hemicelul6za [%] 8,0 18,6 12,3 31,4 10,9 10,7 6,8
Lignin [%] 56,7 35,5 32,1 6,87 15,4 69,4 39,0

2.2.2.1 Alkalicka hydrolyza

Jedna se o nejCastéji vyuzivanou metodu prevazné k delignifikaci lignocelulézovych materiald.
Cela metoda probiha za zvysSené teploty a zvySeného tlaku. Dochdzi k naruseni struktury ligninu a
oddéleni strukturnich vazeb mezi ligninem a karbohydraty. Pfi smichani materidlu celulozy s alkalii
dochazi k nabobtnani. Pfidanim peroxidu vodiku dochazi k polymeraci celulozy a tim ke sniZeni
viskozity. Nasleduji kone¢né tpravy jako jsou filtrace, neutralizace, promyvani a suseni (Trache et al.
2016).

2.2.2.2 Kysela hydrolyza

Prozatim neexistuje mnoho informaci o vztahu mezi kinetickou degradaci lignocelulézy a jeji samotnou
strukturou. Hlavni nezndmou jsou dva faktory, a to dopad krystalinity na strukturu a mista adsorpce
enzymu. Hydrolyza, jakozto hlavni a nejpouZivangjsi zptsob chemické upravy celulézy na
lignocelulozu, byvd pomald. Hlavnim diivodem pomalého rozkladu je jiz zminovana krystalicka
struktura, ktera brani degradaci. Rychlost hydrolyzy je zavisla na nékolika faktorech, které se sebou
silné souviseji, jako je povrch a krystalinita substratu, reakéni podminky a aktivita celulozy
(Pigtek et al. 2021).

Po prvotnim odstranéni ligninu a hemicelulozy a izolaci celuldozovych vlaken se pfistoupi k samotné
kyselé hydrolyze, kterd slouzi k extrakci MCC ¢i NC z celul6zovych materialti. Pouzivaji se razné
koncentrace riznych kyselin, nejcastéji vSak kyseliny sirové ¢i chlorovodikové. Diky tomu, ze se
celuldza sklada z usporadanych a amorfnich ¢asti, mohou byt ony amorfni ¢asti snadno hydrolyzovany
a uspotadané Casti zlistanu nedotceny. Vyuziti kyseliny sirové ma tu vyhodu, Ze mimo izolace MCC ¢i
NC muze také zlepsit stabilitu dané smési a to diky esterifikaci hydroxylové skupiny sulfatovymi ionty.
Tato smes se nasledn¢ zahtiva a nakonec se provadi konecné upravy jako je neutralizace, promyvani
a suseni (Phanthong et al. 2018).
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2.2.2.3 Parni exploze

Parni exploze je mechanicka metoda pouzivana k rozvlakinovani. Vyhod ma hned n¢kolik. Mimo to, ze
je levnéjsi a vyuziva méné chemickych latek, ma také vétsi potencial pro energetickou uc¢innost a ma
také mensi dopad na zivotni prostiedi. Obecné lze postup popsat v nékolika krocich. Nejprve se
lignoceluloza zpracuje v pare a dale se extrahuje pro nizsi polymeracni stupen. Poté se impregnuje silnou
kyselinou, aby se ziskala MCC. V priib¢hu let byl tento postup vylepSen a ochuzen o druhy krok, tedy
krok kyselé hydrolyzy. Jedna se tedy pouze o zavedené celul6zového materialu do tlakového reaktoru
a vystaveni piisobeni parni exploze za kontrolovanych podminek (Trache et al. 2016).

2.2.2.4 Extruze

Neboli technologie vytlacovani je vysokoteplotni metoda kyselé hydrolyzy, ktera se vyznacuje nékolika
vyhodami. Pfedev§im nedochazi v produkci odpadnich vod a metoda je vysoce flexibilni. Nicméné bylo
zatim popsano jen nékolik malo vyzkumt, zabyvajicich se timto postupem.

Obecny postup spociva v protlacovani celul6zové suroviny extruderem, ktery sestaval ze Sneku a valce.
Proces se odehrava v prostiedi bazického vodného roztoku tak, aby se lignocelul6zovy komplex rozlozil
na lignin, hemicelulézu a celulézu. Po extrakci ligninu a hemiceluldzy je zbyla celuléza podrobena
kyselé hydrolyze za vzniku MCC (Trache et al. 2016).

2.2.2.5 Radiacné-enzymaticky proces

Velmi malo rozsifeny a zkoumany proces, ktery je ale u¢inny a ekologicky. Bohuzel se ale jedna o
metodu pomérné nakladnou, a tedy neekonomickou. Navic se vytvaieji produkty s nizsi krystalinitou,
nez u ostatnich metod. Metoda spoc¢iva v ozafovani celuléozové buniCiny elektronovym paprskem.
Vzorek je nabobtnan v chemickém roztoku a podroben ptisobeni enzymi. Promytim a filtraci 1ze ziskat
MCC, ktera se dale susi (Trache et al. 2016).

Na Obrazek 4 je vyobrazeno schéma zpracovani lignocelul6zovych materialti az na MCC a Obrazek 5
znazornuje schéma procesu kyselé hydrolyzy.

2.2.2.6 Dalsi metody pripravy MCC

Vedle jednoduchych metod byly také prozkoumany i dal§i postupy pro vyrobu MCC jako naptiklad
vyroba Znebélené sulfatové buni¢iny pomoci jednostuptiové hydrolyzy a béleni s pouzitim
dostate¢ného mnozstvi aktivniho kysliku v kyselém prosttedi. Tato metoda je pouzitelnd pro rtizné
druhy buniiny a mohla by také eliminovat potifebu provadét vice krokd k dosazeni pozadovaného
vysledku (Trache et al. 2016).
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2.3 Bakterialni celuléza (BC)

Bakterialni celuloza je dal§im ze slibnych zdroju celulozy, ktera se uplatituje hlavné v biomedicinskych
aplikacich. Ptipravuje se v Cisté form¢ z bakterialnich kment jako jsou Acetobacter, Agrobacterium,
Rhizobium nebo Sarcina (Krishnamachari et al. 2011).

BC se sklada ze sité ultrajemnych nanovlaken o velikosti 3 - 8 nm, ktera jsou jednoosové orientovana.
Toto usporadani do 3D struktury s sebou piinasi vyssi krystalinitu (60 - 80 %) a dobré mechanické i
fyzikalné-chemické vlastnosti (Park et al. 2009).

BC se ziskdva pomoci mikrobidlni fermentace ve statickych ¢&i dynamickych kulturach.
Pro potravinaiské ucelypatii mezi nejvice vyuzivané kmeny pro produkci BC Acetobacter xylinum,.
Ve srovnani s celuldzou rostlinného ptivodu ma lep$i schopnost zadrzovat vodu, a vy$si pevnost v tahu.
Po modifikaci bakterialni celulozy je mozné ji pouzit jako antimikrobialni obal Vv potravinaiském
prumyslu a tim tak omezit pfidavani konzervaénich latek do vyrobku (Rydz et al. 2018).

Dalsi atraktivni vyuziti BC nabizi textilni primysl, ktery se snazi nahradit bavinikové rostliny a s nimi
spjaté pouzivani pesticidi skodicich Zivotnimu prostredi. BC si Zada optimalizaci hned n¢kolika faktort,
jako je, rustové médium ¢i tvorba vedlejSich produkti tak, aby se ziskal primyslové pouzitelny material.
(Fontana et al. 2017).

2.4 Nanoceluloza (NC)

Nanoceluldza se vyznacuje opravdu multifunkénim charakterem, ktery nachazi potencial v nékolika
odvétvich. Uplatiuje se naptiklad v kosmetice, potravinaistvi, farmacii, strojirenstvi, biomediciné
a biomaterialech. Mezi hlavni prednosti nanocelulozy se fadi vlastni obnovitelnost, flexibilita,
biologicka rozlozitelnost, nizka hustota, vysoka porovitost, prihlednost, komer¢ni dostupnost a
V neposledni fadé vyjimeéné tepelné a mechanické vlastnosti (Golmohammadi et al. 2017). Velikost
vlaken NC se pohybuje v rozmezi 2-20 nm v praméru a 100-500 nm na délku (Phanthong et al. 2018).
Bohaté hydroxylové skupiny, které NC obsahuje se vyuzivaji k povrchové Gpravé materiald. NC se
vyznacuje 1 vysokou tuhosti a pevnosti. Tyto vlastnosti jsou vhodné k vyuziti NC jako plniva do
kompozit a tim mohou zlepsit jejich tepelné i mechanické vlastnosti. Tyto kompozity lze poté vyuzit pii
vyrobég 1éCiv, implantatd 1 v biomedicing k opraveé tkani. Dale se s NC mtzeme setkat v papirenském,
obalovém i elektronickém pramyslu (Kumar Rai a Singh 2021).

V dnesni dobé stoupa poptavka po zatfizenich pro udrzitelnou energii, které by byly obnovitelné a Setrné
k Zivotnimu prostiedi. NC vynika hned nékolika mechanickymi, fyzikalnimi i optickymi vlastnostmi,
které jsou pro vyrobu téchto vysoce vykonnych zatizeni nezbytné. Lze ji ziskavat z rostlin ¢i bakterii
a to obdobnymi zptisoby, jako je tomu u MCC (Du et al. 2017).

Konkrétni piiklady surovin vhodnych pro extrakci NC jsou bagasa z cukrové titiny, bavinény lint ¢i
ryzové slupky (Kumar Rai a Singh 2021). Lze pouzit i ananasové listy, stopky z jablek, kokosova
vlaknina, kira moruse ¢i fazolové slupky (Phanthong et al. 2018).
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2.4.1 Nanoceluléza ve vodivych materidlech

Celuléza sama o sobé nevede elektricky proud, ale mize slouzit jako ekologicky a levny substrat
v elektricky vodivych kompozitech. Tato strategicka kombinace vodivych polymert s NC muze do
v ramci inteligentnich obald a elektroniky. Nabizi se moznosti vyroby solarnich clankd, elektrody,
snimaci napéti, superkondenzatory ¢i inteligentni obaly (Zhang et al. 2019).

Vodivé materialy umoznuji tok elektrického proudu. Existuje mnoho typt t€chto materiali od vodivych
polymert az po uhlikové nanotrubicky ¢i saze. Jsou nezbytnou soucasti vyroby energetickych zafizeni
a pti kombinaci vodivych materialtt S NC Ize vyrobit vodivou nanocelulézu, ktera bude kombinovat
dobré vlastnosti obou materialti. kromé nakladi a narocnosti ptipravy je piti vyrobé nutné zhodnotit
vodivost, , stabilitu chemickou i fyzikalni, toxicit a biodegradabilitu. K vyrobé téchto materialt se
nejéastéji vyuzivaji dva typy piipravy. Bud’ se potahuje vrstva vodivych materialti na povrch NC, a nebo
se smicha vodivy material s NC za vzniku kompozitu (Du et al. 2017).

P#i potahovani NC(jakoZto substratu) vodivymi materialy 1ze jako povlaky pouzit ¢astice, roztoky, pary
(Du et al. 2017).

Pfi vyrobé kompozitu, se vyuzivaji pfedev§im metody polymerace in situ a michani. In situ polymerace
spo¢iva v zavadéni vodivého polymeru do matrice NC. Rozptylené nanocelulézové ¢Castice jsou
impregnovany monomerem a poté se pomoci iniciatoru vyrobi zapouzdieny NC nanokompozit
(Du et al. 2017).

Obvykle se s NC vlakny misi kovové nanocastice a vodivé uhlikové materialy (Du et al. 2017).

2.5 Chemicka modifikace

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole vlastnosti MCC, je ziejmé, Ze potencial a vyuzitelnost celuldzy jsou
opravdu Siroké. Nicmén¢ se na cesté objevuje nékolik piekazek, které brani udrZitelnému vyuzivani.
Primarné se jedna o nerozpustnost celuldzy v béznych rozpoustédlech (v&etné vody) a také 0 absenci
tepelného piechodu. Tyto dva aspekty lze piikladat vodikovym vazbam. Tyto intra i intermolekularni
vodikové vazby lze naruSituréitymi rozpoustédly, které jsou Casto ale toxické, Spatné recyklovatelné
anebo tepelné nestabilni, a proto nevhodné k pouzivani. Existuji vSak zpisoby chemické
funkcionalizace, které mohou pomoci tyto vlastnosti odbourat (Onwukamike et al. 2019).

Metoda je zaloZena na modifikaci celuldzy ve smyslu zmén jejich funkénich skupin, vysledné reaktivity
i kompatibility s jinymi materialy. Tuto metodu umoziuje ptitomnost dostate¢ného mnozstvi
hydroxylovych skupin, které mohou byt dale modifikovany riznymi funkénimi skupinami. Prvni krok
pro chemické modifikace je aktivace hydroxylové skupiny, aby bylo mozZné ji nasledné nahradit jinou
funkéni skupinou. Casto se jako aktivaéni ¢inidlo pouziva p-toluensulfonylchlorid, ktery vyuziva
nukleofilni substitu¢ni reakce pro modifikaci celulozy (Nazir a Igbal 2020). Modifikace povrchu
celulézy miize vylepsit napiiklad hustotu povrchového néboje pro elektrostatickou interakei s dal$imi
molekulami, jeji antibakterialni aktivitu ¢&i strukturni vlastnosti a samotnou velikost vlaken
(Tavakolian et al. 2020).

Byly provadény homogenni i heterogenni modifikace. Heterogenni metody jsou naptiklad esterifikace
(estery celuldzy, acetaty), etherifikace (ethery celuldzy, karboxymetyl celuldza, metylceluloza),
silylace (silyceluloza), fosforylace (fosfaty celulozy) ¢i nitrace (nitroceluloza). Takto zmodifikované
materialy maji Siroké vyuziti napiiklad v textilnim pramyslu, pii vyrobé cigaretovych filtra, v optice
displeje, kosmetice, biomedicing ¢i farmaceutickém pramyslu. V ramci heterogennich tprav neni
potieba uplné solubilizace celuldzy, coz usnadiiuje aplikaci procesu. VéEtsinou se vyuzivaji nadmérné
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mnozstvi reaktantl i Kyselin a tim se rapidné zvysSuje produkce odpadu. V ramci takzvané zelené

chemie je vyuzivano homogennich postupt, kde Ize omezit mnozstvi vzniklého odpadu a dosahnout
lepsi kontroly stupné substituce. Podminkou u téchto postupi je ale vyuziti jiz zminéné modifikace.

Nejcast¢jsi metody modifikace jsou esterifikace a transesterifikace, pti kterych vznikaji produkty jako
je acetat celuldzy, acetat propionat ¢i acetat butyrat celulozy (Onwukamike et al. 2019). Na Obrazku 6
jsou zndzornény moznosti modifikace celulozy pomoci riiznych funkénich skupin za i€elem zmény jiz

zminénych vlastnosti.
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Obrazek 6: Chemické modifikace celulézy (Tavakolian et al. 2020)
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Na Obrazku 7 je znazornéno schéma, které jednoduse shrnuje cely princip zelené chemie a homogenni
modifikace celuldzy. Jsou zde uvedeny vyhody celuldzy jako biopolymeru a také moznosti vyuziti

jednotlivych produktti homogenni modifikace.
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Dalsi moznosti, jak dosahnout modifikace celulézy je tzv. roubovani, kdy polymeraci vznikaji
roubované kopolymery. Tyto kopolymerylze je vyuzit na vyrobu inteligentnich obalti, antimikrobialnich
materialti, adsorbentti ¢i materiali odolnych vu¢i adsorpci proteind. Pro syntézu roubovanych
kopolymerti se obecné vyuzivaji tfi typy postupi. Takzvané ,,roubovani na“, kde dochazi k reakci mezi

funkénimi  skupinami

na dvou rlznych polymerech,

,oubovani  z“,

kde

se vyuziva

makroiniciator- polymer s funkénimi skupinami, ktery iniciuje polymeraci vinylovych monomert
a posledni ,,roubovani ptes* zahrnujici kopolymeraci makromonomert (Kang et al. 2015).

Na dal§im Obrazku 8 jsou stru¢né znazornény tyto 3 postupy pro lepsi vizualizaci makromonomert

(Kang et al. 2015).
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Obrdzek 8: Pristupy modifikace celulézy pomoci roubovani (Kang et al. 2015)
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2.5.1 Modifikace ethylendiaminem

Prostfednictvim chemickych reakei s pouzitim riznych dusikatych prekurzort, jako je aminoethanthiol,
ethylendiamin, 2-aminomethylpyridin, nebo 1,4-diaminobutan 1ze dosahnout inkorporaci alkalickych
center na povrch celuldzy.takhle modifikovana celuléza se zabudovanym dusikem ve vodném
prostiedim interaguje s kontaminanty (kovy a barviva) v heterogennim systému, kde se vyuziva rozhrani
pevna latka/kapalina. Celul6za modifikovana ethylendiaminem byla U¢inna pfi odstraiovani kyselé
cervené¢ GP, kongo cervené 4BS a reaktivnich svétle zlutych aniontovych barviv K-4G. Jiné
modifikované celulézy s dusikatymi prekurzory byly zase prokazany jako ucinné pii adsorpci
ciprofloxacinu ¢i amoxicilinu z vodného média (Bezerra et al. 2017).

2.6 Vyroba bioplasta s obsahem MCC / NC

Vzhledem k neustalému nariastu populace stoupa s pribyvajicimi roky i spotieba obalovych hmot na
potraviny. V dnesni dob¢ piesahuje celosvétova roéni produkce téchto obald 67 miliond tun
(Maulida et al. 2016). V ramci snahy o snizeni neptiznivého dopadu konvenénich polymeri na zivotni
prostiedi se zacaly zvazovat a pouzivat moznosti biodegradabilnich polymert. Pro vyrobu biologicky
rozlozZitelnych bioplastt, které jsou urcené pro baleni potravin se jako hlavni komponenta vyuzivaji
razné druhy polysacharidi jako je Skrob, agar, chitosan, karagenan ¢i kolagen. Vyhodou téchto filmi je
jejich snadna ptiprava. Filmy vyrobené pouze za pouziti nékterého z téchto polysacharidd ale vykazuji
Spatné bariérové a mechanické vlastnosti. Béhem studii bylo zjisténo, ze piidavkem celulozy
vyizolované z ptirodnich zdoji v podob& mikro ¢i nano ¢astic, |ze tyto vlastnosti vylepsit a tim tak zvysit
potencial vyuzitelnosti téchto biodegradabilnich plastt v praxi (Shankar a Rhim 2016).

2.6.1 Agaraové bioplasty

Agar je polysacharid ziskavany z buné¢nych stén Cervenych fas a obsahuje dvé slozky, agarozu
a agaropektin. Tento polysacharid vykazuje vysoky potencial K vyuziti jakozto obalovy material diky
jeho snadné piipravé a zdravotni nezavadnosti pro lidsky organismus. Nejen, Ze se jedna o jedly
polysacharid, ktery lze pouzit v potravinaistvi, také se vyznacuje dobrymi zahust'ovacimi a gelovacimi
schopnostmi. Obecné jej muZzeme rozdélit do tii tfid dle vlastnosti. Nejvice zastoupeny je agar pro
potravinaiské pouziti, a to az z 90 %. Pouhych 10 % pak tvofi zastoupeni baketiologického agaru
a agarozy (Ye et al. 2022). Agar je vyborny kandidat pro vyrobu nanokompozitnich filmi, protoze
vykazuje zlepseni jejich odolnosti, pruhlednosti a biodegradabilitu. S ptidanim spravného plastifikatoru
ve spravném mnozstvi tvoii jednolité a snadno sloupatelné filmy. Vlastnosti filmd mohou byt déle
vylepSeny pfidanim jiz zminéné celuldzy (Shankar a Rhim 2016).

2.6.2 Skrob

Jednou z nejcastéjsich alternativ, ktera je také hojné dostupna a levna, je skrob. Samotny skrob je ale
rozpustny ve vodé, kiehky a nesnadno zpracovatelny. V ramci zlepseni barierovych a mechanickych
vlastnosti se do roztoku pridavaji nanokompozity, tedy plniva, ktera maji rozméry mensi nez 100 nm.
Idealnim zdrojem nanokompozitu je prave (nano)celul6za, ktera ma ve srovnani s ostatnimi komerénimi
vlakny velmi dobré dynamické, tepelné a elektrické vlastnosti a navic je pevna, pruzna a tuha.
Je prokazano, ze nanocelul6za opravdu zlepsuje mechanické vlastnosti polymeru (Pelissari et al. 2017).
V ramci potravinarského pramyslu je dnes snaha o nahradu plastovych obalti na potraviny pravé
biopolymery. MCC ¢i NC se jevi jako vhodny plnici material, jelikoz se jedna stejné jako u skrobu
0 polysacharid a obé latky maji tedy velmi podobnou strukturu a je tedy mozné mezi nimi vytvaret
vodikové vazby. Morfologické vlastnosti vysledného filmu jsou nasledné ovlivnény koncentraci pfidané
celuldzy. S morfologii je spojena barva a prahlednost filmu, afinitu mezi plnivem a matrici (dobra afinita
bude zlepsovat tepelné a mechanické vlastnosti) a v neposledni fadé ma koncentrace plnidla vliv také
na bariérové vlastnosti obalu (Othman et al. 2019).
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2.6.3 Bioplasty z rybiho kolagenu

Rybi kolagen se hojne vyuziva v 1ékarstvi hlavn€ pro jeho nizké riziko infekce patogeny. Jedna se ale
opét o makromolekulu s relativné Spatnymi mechanickymi vlastnostmi, které jeho pouziti limituji.
Film vyrobeny z rybiho kolagenu obsahuje hydrofilni aminokyseliny se zanedbatelnym mnozstvim siry,
a proto ma Spatné bariérové vlastnosti vii¢i vodni pate. Podél hlavniho a postranniho fetézce ale obsahuje
kolagen rGzné funkéni skupiny (amino a karboxylové), které je mozné spojit sjinym funkcénim
polymerem, v tomto ptipadé MCC a jejimi hydroxylovymi skupinami. Pouhé spojeni téchto dvou latek
ale vétSinou nestaci ke zlepSeni vSech negativnich vlastnosti a je nutné slouc¢eninu podrobit jesté urcitym
modifikacim. NejcCastéji se jedna o esterifikaci, etherifikaci ¢i chemické zesitovani dvou substratl
(Pan et al. 2020).

2.7 Odpadové hospodaistvi z potravinového primyslu

2.7.1 Proc vyuzivat odpadového hospodarstvi

V potravinarském a agroprimyslu vznika velké mnozstvi odpadu, které se dale vibec nezpracovavaji
a jsou v ramci likvidace spalovany ¢i ukladany na skladkach. Oba tyto procesy vedou k ekologickému
zatizeni Zivotniho prestfedi a podili se na emisi sklenikovych plynt, nekontrolované degradaci
a zneCiStovani prostiedi vytvarenim pachtl a kontaminaci ptidy svymi vyluhy. Odpadni vylisky vznikaji
jako vedlejsi produkt pii extrakxi §t4v z ovoce, kdy celkova hmotnost celosvétové produkce téchto
vyliskt tvoti 20-25 % hm. z hmotnosti celého ovoce. Tyto odpadni produkty se ale vyznacuji vysokym
obsahem polysacharidi, které pfi spravném zpracovani nabizi mnoho moznosti pro jejich dalsi vyuziti
(Okoro et al. 2021).

Svétova sppotieba plastl stale roste. Vzhledem ke znepokojivym a neptiznivym dusledktm pii jejich
likvidaci je snaha o nahradu tohoto materialu. V posledni dobé se zaéinaji vyuzivat, namisto
syntetickych polymert, biologicky odbouratelné materialy. Tyto alternativni zdroje snadno podléhaji
mikrobialnimu pdsobeni, a tak se nasledné 1épe likviduji. Mikrokrystalicka celuloza patti k jedném

MWy

z nadé&ji ekologi¢téjsi budoucnosti (Rasheed et al. 2021).

2.8 Moznosti vyuZziti surovin

2.8.1 Hroznové vylisky

Hrozny patii mezi nejrozsitenéjsi plody na svété. Rocné se vyprodukuji miliony tun hroznt, z ¢ehoz je
tfictvrtina produkce vyuzita k vyrobé vina. Pfi procesu vyroby vina, pfedev§im béhem fermentace
a lisovani vznika kolem 30 % vyliskl slupek, semen a stopek. Zde tedy vznika zdjem o praktické vyuziti
tohoto odpadniho produktu, aby tyto odpady neptfedstavovaly zbytecnou zaté€z pro zivotni prostiedi.
Surové vylisky mohou byt pouzity naptiklad pro vyrobu biohnojiv, biopolymerti, kompozitt ¢i krmiva
pro zvitata. Vzhledem K tomu, ze se hroznové vylisky skladaji pfedev§im z vlakniny, oligosacharidd,
bilkovin, polyfelold, mineral a oleju, jsou idealnim zdrojem pro extrakei téchto latek (Lu a Hsieh 2012).

2.8.2 Bambusové vlakno

Jedna ze surovin, kterou lze vyuZit pro extrakci celuldzy je bambusové vldkno. Extrakei lze provést
kyselou hydrolyzou. Nejprve se oddéli lignin, hemiceluloza a bambusova buni¢ina bélenim. Daéle se
hydrolyzuje 85 % kyselinou sirovou 30 min a ziskala se MCC. Tato vlakna jsou dale suSena ve vakuové
susarné pii 80 °C po dobu 24 hod. ke zvysSeni kvality MCC. Vysledny produkt ma vytéznost 80 %
s indexem krystalinity 82,6 % (Rasheed et al. 2021).
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2.8.3 Conocarpus lancifolius

Mezi snadno dostupné a levné zdroje celuldzy patii i agroodpady. Vyuzivani téchto odpadi prispiva
k tvorb¢ udrzitelngjsiho a ¢istsiho prostedi. Conocarpus lancifolius je strom, ktery je dnes péstovan pro
ucely terénni Upravy a ekologizace. Mlze byt vyuzivan i pro 1ékatrské a textilni aplikace. Ze stromu
muze vznikat velké mnozstvi agroodpadu kvili nespravnému nakladani. Vlakna té€chto stromi obsahuji
velké mnozstvi lignocelul6zy, coz ho predurcuje jako zdroj pro vyrobu mikro i nanovlaknové celulozy.

Rozemleté vlakno je oSetfeno okyselenym 2% chloritanem sodnym pfi teploté 80 °C po dobu 2 hodin.
Tento proces vede k vybéleni vzorku. Nasledné se pro nabobtnani celulézovych a hemicelulézovych
vlaken pouziva 5 % roztok hydroxidu sodného po dobu 5 hodin pti 80 °C. Nasleduje neutralizace do
pH 7. Kysela hydrolyza probiha pii 80 °C po dobu 30 minut s 2,5M kyselinou chlorovodikovou.
Po neutralizaci je vzorek jesté susen v susarné (Fouad et al. 2020).

2.8.4 Kokosové vlakno a ananasové listy

V Malaysii se jedna o jedny znejcastéji se vyskytujicich odpadnich produkti agroprimyslu.
Kokosové vlakno se vyznacuje dobrou tepelnou vodivosti, nizkou mérnou hmotnosti a snadnym
zpracovanim.

Listy z ananast, jakoZto dalsi druh odpadu z agrokultury a hospodafstvi se vyznacuje vysokou pevnosti,
tuhosti a hygroskopicitou. Jedna se o polozku snadno dostupnou a levnou, ktera obsahuje hodné
celuldzy. Zpracovani obou surovin piedchazi odvoskovani a odparafinovani rozemletych vzorkt za
pouziti toluenu a ethanolu. Nasledovala filtrace a promyti vodou. Dale se vlakna béli a delignifikuji
pomoci chloritanu sodného do pozadované Cistoty. Opét se vzorky filtruji a promyvaji vodou do
neutralniho pH. Alkalickym zpracovanim dojde K extrakci celulézy pomoci hydroxidu sodného.
Vysledny ocistény produkt je nakonec susen v susarné (Athirah Abdullah et al. 2020).

2.8.5 Kavova sedlina

vvvvvv

globalni produkce dle International Cofee Organization cca 168,87 miliond pytlt kavovych zrn. Jeden
pytel pfitom vazi kolem 60 kg. TéméF polovina téchto zrn je uréena k produkci kavy rozpustné, coz ¢ini
zhruba 6 milionl tun kavovych zrn ro¢né. Je tedy zifejmé, Ze takhle vysoka produkce ptijde ruku v ruce
s vysokou produkci odpadu ze zpracovani. Tento odpad miize pfedstavovat nebezpeci piedev§im pro
zivotni prostfedi, pokud se nenalezne cesta, jak jej dale vyuzit. Vzhledem k tomu, Ze odpad pochdzi
z k&dvovych zrn, lze predpokladat, ze kavova sedlina bude mit velice podobné vlastnosti, jako samotna
zrna a mohla by se tedy aplikovat v riznych primyslech. Kavovou sedlinu lze vyuzit napiiklad jako
substrat pro kultivaci mikroorganismi, jako surovinu pro vyrobu bioethanolu, bionafty, biooleje nebo
ve smési s pilinami k vyrobé agropeletu pro vyrobu energie (Taleb et al. 2020). Diky vysoké vyhtevnosti
lze kdvové zbytky vyuzit i jako palivo v primyslovych kotlich. Také lze sedlinu vyuzit jako substrat
k vyrobé polyhydroxyalkanoatti (PHA), které jsou rozlozitelné a biokompatibilni a mohly by byt
vyuzivany jako biopolymery k nahradé plastt (Obruca et al. 2015).
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Tabulka 2: Chemické sloZeni (Obruca et al. 2015)

SloZeni kavové sedliny
Parametr Obsah [%]
Celuléza 8,6-13,3
Hemicelul6za 30,0-40,0
Proteiny 6,7-13,6
Oleje 10,0-20,0
Lignin 25,0-33,0
Polyfenoly 2,5
Kofein 0,02

Tabulka 2 zobrazuje chemické slozeni kavové sedliny, kde lze pozorovat, Ze hlavni slozku tvoii
hemicelul6za. Konkrétné se jedna hlavné o galaktany a manany. Celuldza se vyskytuje pouze ze zhruba
10 % hm. Vysoky podil ligninu zvySuje vyhievnostni hodnotu. Jako polyfenoly se nejvice vyskytuji
chlorogenové kyseliny, které jsou vysoce biologicky dostupné a bioaktivni. Nejvétsi nebezpedi
predstavuje obsah organickych materialt, kde je tfeba velkého mnozstvi kysliku k jejich degradaci. Dale
k nebezpecnosti piispiva toxicita kofeinu, polyfenold a tfislovin, které se v sedliné pfirozené vyskytuji
(Obruca et al. 2015).

2.8.6 Bananové slupky

Dalsi produkt odpadového hospodaistvi z potravinaiského primyslu, ktery je bohaty na celulézu a mohl
by tak byt vyuzit k izolaci MCC jsou bananové slupky. Slupky se odmasti v 5 % hydroxidu draselném
po dobu 14 hodin. Nasleduje delignifikace pomoci 1 % chloritanu sodného okyseleného kyselinou
sirovou do pH 5. Po dvojim bé&leni nasleduje opétovné oSetieni v hydroxidu draselném a nakonec
probéhne kysela hydrolyza v 1 % kyselin€ sirové pii 80 °C po dobu 1 hodiny pro odstranéni minerald
arozklad amorfnich ¢asti celulézy. Pro zisk co nejmenSich ¢astic je vysledny roztok podroben
homogenizaci (Pelissari et al. 2017).

2.8.7 Vylisky z jable¢nych slupek

Pro odstranéni cukrd, fenolickych slou¢enin a ve vodé rozpustnych polysacharidu, se vylisky vafti ve
vodni lazni a nasledné se zfiltruji. Vzorek se poté vlozi do 1M kyseliny chlorovodikové a zahiiva se na
85 °C po dobu 30 minut. Po vakuové filtraci je porces opakovan, ale tentokrat za pouziti 0,5M kyseliny.
Po zfiltrovani se ptfida 1M hydroxid sodny a smeés se micha pii teploté 85 °C po dobu 30 minut.
Alkalické oSetieni je 3x opakovano a nasleduje béleni pomoci chlornanu sodného, aby se odtranil lignin.
Precipitat je promyvan vodoou do neutralniho pH. Pro ziskani MCC musi nasledovat jesté kysela
hydrolyza (Wang a Zhao 2021).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a material
3.1.1 Pristroje

Analyticka vaha — Ohaus, USA

Centrifuga — Hermle Z 36 HK, Némecko

FT-IR spektrometr iS5 — ThermoFisher, USA

FT-IR spektrometr iS50 — ThermoFisher, USA
Homogenizator — IKA T Ultra Turrax, Némecko
Horkovzdusna susarna — Binder, Ceska republika
Hydraulicky lis — Trystom H-62, Olomouc

Kompaktni vaha do 60 g — Kern, Némecko

Kompaktni vaha do 300 g — Helago, Korea

Lyofilizator — Biotrade, Ceska republika

Magneticka michacka — Witeg, Korea

Plynovy chromatograf — Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, USA
Soxtherm — Gerhardt, Némecko

Staticky zkuSebni stroj (trhacka) — LaborTech, Opava
Ultrazvukova Cisticka — Elmasonic, Némecko

UV-VIS Spektrofotometr — Spekol 1300, Némecko
Vakuova odparka — IKA RV06-ML, Némecko
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3.1.2 Chemikalie

Aceton - Lach-ner, Ceska republika

Agar Agar — Roth, Némecko

Bromid draselny - Sigma - Aldrich, Ceska republika
Celuléza komeréni (velikost vlaken — stiedni) - Sigma - Aldrich, Ceska republika
Etanol 96 % - Penta s.r.o, Ceska republika
Ethylendiamin — P-lab, Ceska republika

Glycerol anhydryd - Lach-ner, Ceské republika
Hydroxid draselny - Lachema, Ceska republika
Hydroxid sodny - Lach-ner, Ceska republika
Chloritan sodny - Sigma - Aldrich, Ceska republika
Kyselina dusiéné - Penta s.r.0, Ceska republika
Kyselina chlorovodikové - Lach-ner, Ceska republika
Kyselina octova - Lach-ner, Ceska republika
Kyselina sirova - Penta s.r.o, Ceska republika
Mocovina - Sigma - Aldrich, Ceska republika

N — Hexan - Penta s.r.o, Ceska republika

Peroxid vodiku 30 % - Lach-ner, Ceska republika

3.1.3 Lignocelulézovy material

Hroznové vylisky Vavii¢ek 9/2017, smés odrid Veltlin zeleny a Sauvignon (Biezi u Mikulova)
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3.2 Metody pro charakterizaci lignocelulézového materialu

Pfed samotnym stanovenim byly vylisky odmastény pomoci Soxthermu. V Tabulka 3 jsou uvedeny
nastavené parametry.

Tabulka 3: Nastavené parametry pro Soxtherm

Nastaveni programu Soxtherm
T-klasifikace 300 °C
Extrakéni teplota 180 °C
Horka extrakce 2h 30min
Extrakéni ¢as 1h
Celkovy cas 4h 1min
Rozpoustédlo Hexan

3.2.1 Stanoveni ligninu

V kyseliné rozpustny lignin byl stanoven metodou TAPPI UM 250 a Klasson lignin metodou
TAPPIT 222 om-88.

Klasson lignin, neboli lignin nerozpusty v kyseliné se stanovil z ptedem odmasténych hroznovych
vyliskti. Stanoveni probihalo na dvou vzorcich soufasné. Navazka 0,5 g vyliski byla postupné
ptikapavano 7,5 ml 72 % kyseliny sirové a pomoci sklenéné ty¢inky byla kazdych 5 minut po dobu
2 hodin fadné promichana tak, aby se roztok homogenné rozptylil do v8ech ¢asti vzorki. Béhem tohoto
procesu byly kadinky se vzorkem uloZeny v ledové lazni. Poté byl vzorek pielit do 250 ml
Erlenmeyerovy baiiky a doplnén destilovanou vodou tak, aby vysledny roztok byl o koncentraci
3 % kyseliny sirové. Nasledné se vzorky 4 hodiny vafily a kazdych 10 minut promichavaly. Zarovern se
prubézné dopliiovala horka destilovand voda tak, aby byl zachovan konstantni objem. Vzorek se
nasledné nechal dekantovat a filtrat byl zfiltrovan ptes fritu S2 a filtrat byl uschovan pro stanoveni
Vv kyseliné rozpustného ligninu. Frita se nechala suSit v horkovzdu$né susarné na 105° C pies noc
a nasledné zvazen (Schwanninger a Hinterstoisser 2002); (Aldaeus a Sjoholm 2011).

Obsah v kyseling€ nerozpustného ligninu (AIR) se vypocital dle vzorce €. 1:
AIR = 21000 mg/g

M - hmotnost suchého podilu po vysuseni v g

M - hmotnost navazky vzorku v ¢
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Filtrat byl zméfen na UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 205 nm oproti 3 % kyseling sirové.
Obsah v kyseliné rozpustného ligninu (ASL) se dale vypocital dle vzorce: €. 2:

A-DV
a-b-M

ASL = 1000 mg/g

A - abosorbance pii 205 nm

D - fedici faktor

V - objem filtratu v |

a - extin¢ni koeficient (dle TAPPI 250 110 g/I)
b - délka kyvety vcm

M - hmotnost navazky vzorku v g

3.2.2 Stanoveni celulézy

Ze vzorku pomletych a odmasténych vyliska byl pouzit 1 g, ktery byl refluxovan 1,5 hodiny ve
100 ml smési etanolu a kyseliny dusiéné v poméru 4:1. Produkt byl zfiltrovan pies fritu S2 a promyt
vodou. Frita byla suSena v susarné 1 den pii 60 °C. Suchy podil byl opét refluxovan 100 ml destilované
vody po dobu 1 hodiny a poté bylo pfidano 70 ml 0,4N hydroxidu sodného a reflux pokrac¢oval dalsi
hodinu. Po filtraci a promyti byl produkt bélen 100 ml 3 % chloritananu sodného. Tento vzorek byl opét
refluxovan po dobu 20 minut. Ziskana celul6za byla opét zfiltrovana, promyta a suena pii 60 °C, dva
dny (Requejoa 2014); (Ghavidel et al. 2020).

3.2.3 Stanoveni hemicelulozy

3 g odmasténého prasku vyliskt byly vlozeny do Erlenmayerovy baiky a bylo pfidano 80 ml horké
destilované vody, 1 g chloritanu sodného a 0,5 ml 96 % kyseliny octové. Tento roztok byl zahtivan ve
vodni lazni na 70 °C, 1 hod. Po hodiné bylo opét ptidano stejné mnozstvi kyseliny octové i chloritanu
sodného. Tento proces byl opakovan 6x. Poté byl vzorek v lazni ponechan pfes noc a nasledné byl
zfiltrovan pies fritu S1, promyt 10 ml acetonu a destilovanou vodou, dokud nebylo odstranéno Zluté
zbarveni. Frita byla vysusena na 60 °C, 1 den a poté zvazena (Ghavidel et al. 2020).

3.2.4 Stanoveni obsahu lipidi

Obsah mastnych kyselin byl stanoven pomoci plynové chromatografie piistrojem Thermo Scientific
TRACETM 1300 Gas Chromatograph, USA. Jako vzorek byl pouzit tuk odmastény z hroznovych
vyliskti pomoci Soxthermu (z kapitoly 3.2). 200 mg tohoto vzorku bylo rozpusténo v 15 ml hexanu.
1,8 ml tohoto roztoku bylo odebrano do vialek, které byly podrobeny GC analyze. Nastaveni parametra
GC sestavy jsou uvedeny v Tabulka 4.
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Tabulka 4: Nastaveni GC sestavy

Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,20 ym
Déavkovani Autosampler Thermo Scientific Al 1310
Objem nastfiku vzorku 1 um
Pomeér nastfiku délice toku 10
Priitok nosného plynu H, 1 ml/min
Detektor Plamenov¢ ionizaéni
Teplota 250 °C
Pritok Vzduch 350 ml/min, make-up N, 30 ml/min, H, 35 mi/min

3.3 Ovéreni postupi hydrolyzy

Bylo provedeno celkem 5 postupl dostupnych z literatury pro hydrolyzu celulézy. Pro kazdy postup
bylo pouzito 5 g komeréni celulézy (ve formé vlaken) na 100 ml dané kyseliny. Celuldza byla po
hydrolyze centrifugovana a promyvana destilovanou vodou a nasledné dialyzovana v dialyzaéni
membrané s hrani¢ni molekulovou hmotnosti 6 — 8 kDa.

Podminky jednotlivych hydrolyz jsou uvedeny v Tabulka 5.

Tabulka 5: Souhrn postupii pro hydrolyzu (KS=kyselina sirova)

Cislo postupu Eg;??nn;r[aﬁ Teplota [°C] Cas [min] Reference
1 1KS 80 60 (Pelissari et al. 2017)
2 50 KS 50 40 (Johar et al. 2012)
3 64 KS 45 60 (Coelho et al. 2020)
4 85 KS 40 30 (Rasheed et al. 2021)
5 2,7 HCI 80 30 (Fouad et al. 2020)

3.4 Ovéreni postupu pripravy celul6zovych nanovlaken

Dle postupu Shankar a Rhim 2016 byla pfipravena celul6za, u které se pfedpoklada zmenseni velikosti
¢astic z mikro na nano. Bylo smichano 100 ml 7 % hydroxidu sodné¢ho a 100 ml 12 % mocoviny.
Do tohoto roztoku bylo vlozeno 5 g komer¢ni celuldzy. smés se michala 30 min a nasledné byla vlozena
do mrazaku pii —20° C na 16 h. Po rozmrazeni se smés rozmichala v 500 ml destilované vody. Jakmile
byl produkt rozpustén, byl homogenizovan ¢im? na 3 000 rpm, 10 min. Déle byl vzorek promyvan
destilovanou vodou do neutralniho pH a pak vloZen do ultrazvuku na 15 min. Tento produkt (ziskany po
mrazeni smé&si celulozy s hydroxidem a mocovinou) bude v ramci prace oznacovan jako C-HMMr.

3.5 Preduprava lignocelul6zového materiialu

Hroznové vylisky byly suSeny pifi 40 °C, zbaveny seminek a néasledné rozemlety na jemny praSek
pomoci sekackového mixéru. Pomleté vylisky byly nalozeny do destilované vody a byly michany pfti
pokojové teploté¢ alesponi 12 hodin. Poté byl roztok podroben homogenizaci za pouziti homogenizatoru
pti 8 000 rpm, 10 minut a vlozeny do ultrazvuku na 10 minut.
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3.6 lzolace celulézy z hroznovych vyliskia

3.6.1 Postup 1

Postup pro izolaci celulozy z hroznovych vyliskl vychazi z odborného ¢lanku Pelissari et al. 2017.

10 g vzorku pifedupraveného dle postupu uvedeného v kapitole 3.3, bylo smichino s250 ml
5 % hydroxidu draselného. Smés se michala pfi pokojové teploté 24 hodin. Poté byl roztok promyvan
destilovanou vodou do dosaZeni neutralniho pH. K tomuto kroku bylo vyuzito centrifugace, a to vzdy
pii 10 000 rpm, 10 minut, 20 °C. Nasledné byl odmastény pevny podil bélen pomoci 250 ml
1 % chloritanu sodného, ktery byl zahtivan na 70 °C po dobu 1 hodiny. Béleni bylo aplikovano celkem
Ctytikrat, pro ziskani zcela bilého produktu. Po vybéleni byl vzorek opét na 24 hodin nalozen do
5 % hydroxidu draselného a nasledné byl podroben kyselé hydrolyze. Hydrolyza byla provedena
v 250 ml 50 % kyseliny sirové, kterd byla zahfivana na 50 °C po dobu 40 minut (dle postupu
Johar et al. 2012). Po hydrolyze byl vzorek promyvan destilovanou vodou pomoci opakované
centrifugace do pH 5. Poté byl roztok pieveden do dialyzaéni membrany S hrani¢ni molekulovou
hmotnosti 6 — 8 kDa. Po dialyze byl vzorek opét zcentrifugovan 10 000 rpm, 15 min pii 10 °C.
Vzorek byl uchovan v lednici pii 4 °C. V ramci této prace bude celuléza oznacovana jako MCCl1
(mikrokrystalicka celul6za z postup 1). Na Obrazku 9 je zndzornéna zména barvy v prib&hu procesu
izolace celulozy.

Obrazek 9: Slitek po 5 % KOH, 1.béleéni, 2.béleni, 50 % KS

3.6.2 Postup 2
Postup izolace celulozy za pouziti 64 % kyseliny sirové byl pievzat z publikace Coelho et al. 2020.

10 g vzorku ptedupravenych dle kapitoly 3.3 bylo nejprve zahiivano pti 75 °C, 3 hodiny v 250 ml
50 % etanolu, pro odstranéni vosku, fenolickych latek, pigmentt a oleji. Poté byl vzorek zahtivan pfi
90 °C po dobu 5 hodin v 250 ml 2 % kyseliny sirové pro hydrolyzu polysacharidii a polyfenola
rozpustnych Vv kyselém prostiedi. Dal§im krokem bylo zahtivani v 250 ml 5 % hydroxidu sodného, opét
na 75 °C, 5 hodin. Tento krok byl dulézity pro odstranéni zbylych hemicelul6z, ligninu a ostatnich
polysacharidu. Nasledovalo béleni pomoci 250 ml 5 % peroxidu vodiku pii 50 °C, 8 hodin. Mezi v§emi
kroky byl vzorek promyvan destilovanou vodou do neutralniho pH. Nasledné byla provedena kysela
hydrolyza za pouziti 64% kyseliny sirové pii 45 °C, 1 hodinu. Po promyti vodou a dosazeni pH 4 byl
opét vzorek dialyzovan. Celuldza byla opét uchovana v lednici pti 4 °C do dalsiho pouziti.

Vyizolovand celul6za bude v ramci této prace oznaCovana jako MCC2 (mikrokrystalicka celuloza
z postupu 2)

[lustracni postup izolace MCC je zobrazen na Obrazku 10.
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Obrdzek 10: Schéma izolace celulézy (Coelho et al. 2020)
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3.7 Modifikace celulozy

Celuléza (MCC i C-HMMr) byla modifikovana ethylendiaminem tak, Zze Se Vpoméru
1:25 celuléza/ethylendiamin zahtivala na 70 °C, 3 h, za stalého michani. Promyvanim destilovanou
vodou centrifugaci (3 500 rpm, 5 min) bylo upraveno pH na neutralni (Bezerra et al. 2017).

V tabulce 6 jsou vysvétleny jednotlivé zkratky pouzivané k oznaceni vzorkll ptipravené celulozy.

Tabulka 6: Vysvétleni pouZivanych zkratek celulozy

Zkratka Vysvétlivka
MCC1 Mikrokrystalicka celuldza ptipravena dle Postupu 1
MCC2 Mikrokrystalicka celuldza ptipravena dle Postupu 2
C-HMMr Celuléza upravena hydroxidem, mocovinou, mrazena
MCCmod Mikrokrystalicka celul6za modifikovana
C-HMMrmod Celuléza upravena mocovinou, hydroxidem, mrazend zmodofokovana

3.8 Priprava agarovych filmi s obsahem mikrokrystalické celulozy

Agarové filmy byly piipraveny dle postupu Shankar a Rhim 2016 ze tii druhi celuldzy a to vzdy ve
¢tytech riznych koncentracich. Zaroven byl pfipraven i referen¢ni film bez obsahu celulozy (AB).

Nejprve se po dobu 1 hodiny intenzivné michal roztok 150 ml vody a daného mnozZstvi
MCC/C- HMMr/MCCmod ve formé vodné suspenze, pro dosazeni dokonalé disperze. Celul6za byla
pridavana v mnozstvi odpovidajici 1; 3; 5 a 10 % hmotnosti pfidavaného agaru. Nasledné byly vzorky
homogenizovany (9 000 rpm, 10 min) a bylo pfidano 0,9 g glycerolu. Po 20 minutach intenzivniho
michani byl roztok zahtat na 95 °C, a byly ptidany 3 g agaru. Smés se zahiivala 30 min a pak byla vylita
na plastové Petriho misky 0 priméru 9 cm a to v tloust’ce 0,5 cm. Filmy schly pfi laboratorni teploté na
vzduchu 24 - 48 hodin.

3.9 Morfologie agarovych filmu pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM)

Pro zjisténi detailni struktury agarovych filma byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop. Tato
analyza byla provadéna na Akademii véd Ceské republiky v Praze a také na Univerzité Tomase Bati ve
Zling.

3.10 Charakterizace velikosti vlaken celul6zy pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu (TEM)

Pomoci transmisniho elektronového mikroskopu byl zjistén primér jednotlivych vlaken vyizolované
celulozy (délka vldken nebyla urCovédna). Tato analyza byla rovnéz provedena na Akademii véd
Ceské republiky v Praze.
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3.11 Stanoveni mechanickych vlastnosti agarovych filmi

Pro stanoveni Youngova modulu pruznosti (E), taznosti (deformace do pretrhu) (ep) a meze pevnosti
pii pietrzeni (sp) byl pouZit staticky zkusebni stroj, neboli trha¢ka. Pomoci hydraulického lisu byly
nejprve z kazdého pripraveného filmu, vyrazené lopatky o délce 5 cm a Sifce v nejuzsi ¢asti 4,1 mm.
Rozsah celisti byl 30 mm. Vzhled lopatky je pro ukazku uveden na Obrazku 11. Tyto lopatky byly
nasledné podrobovany napéti dle pfedem definovaného normy EN 1SO 527 — 1 : 1996 v programu
Test&Motion software.

V ramci programu byly nastaveny podminky uvedené v Tabulce 7.

Tabulka 7: Podminky programuTest&Motion

Predzatizeni 0,5N
Rychlost trhani 2 mm/min
Vyhodnocovani E 0,1-0,3%
1A 1B 1BA 5A 2 5 4
‘b,- i
- e | o -l
| 1BB 5B
' (i
— l

Obrazek 11: Rozméry lopatek na trhacku (Publi.cz)
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3.12 Stanoveni Cistoty celulézy

3.12.1 iS5 FT-IR

Pro méfeni vibraéné rotacniho spektra, a tedy pro zjisténi jednotlivych vazeb zastoupenych ve vzorcich
zlyofilizované celuldzy a hroznovych vyliskt byl pouzit piistroj iS5 FT-IR. Pfed samotnym stanovenim
byly vzorky suseny pii 80 °C alespon 2 hodiny tak, aby bylo zajisténé odstranéni veskeré vlhkosti, ktera
by mohla interferovat s vysledky. Nasledné byl na varné desce vysuSen KBr. Ve tieci misce byly
vSechny vzorky i KBr rozetfeny tlouckem na jemny homogenni prasek. Nasledné byla vytvorena smés,
ktera sestavala z cca 280 mg KBr a 4-5 mg vzorku. Pomoci hydraulického lisu bylo 200 mg této smési
vytlaeno do tablet, které byly nasledné analyzovany piistrojem FT-IR. Tablety jsou zachyceny
na Obrazku 12.

Obrazek 12: Vyrobené KBr tablety pro FT-IR analyzu

3.12.2 iS50 FT-IR ATR
Pro zjisténi detailni struktury agarovych filmu byl pouzit piistroj iS50 FT-IR ATR.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Charakterizace lignocelulézového materialu

Dle postupi uvedenych v Kkapitole 3.2 byl charakterizovan lignocelulézovy material a vysledky
jednotlivych stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 8.

Z Tabulky 8 vyplyva, ze v pouzitém lignocelulozovém materialu je obsah ligninu, hemicelulozy a
celuldzy v podstaté rovnocenny.

Obsah celulozy 1 dalSich komponent zavisi na nékolika riznych faktorech. Jeji mnozstvi v dané rostling
ovlivituje jeji staii, druh, zplsob zpracovani a nepochybné i klimatické a geografické podminky
pestovani. Dalsi pfic¢inou riznorodych vysledkti mohou byt i odlisné metody stanoveni jednotlivych
komponent.

Tabulka 8: Vysledné procentualni zastoupeni jednotlivych sloZek v hroznovych vyliscich (AIR -v
kyseliné nerozpustny lignin; ASL — v kyselin€ rozpustny lignin)

AIR [%0] ASL [%0] Hemiceluléza [%)] | Celuléza [%0] | Lipidy [%]

Vysledky | 32,4+ 3,67 0,5=+0,002 31,5+2,32 34,2 +2,09 7,0+£0,32

V Tabulce 9 jsou uvedené namétené hodnoty z odbornych praci. Okoro naptiklad ve své praci uvadi
obsah celuldzy v hroznovych vyliscich ¢erveného vina 17 %, hemicelulozy 6,8 % a ligninu 56,7 %.
Spinei uvadi obsah ligninu v hroznovych vyliscich 16 - 25 %, obsah celulozy dle odridy v rozmezi
8 — 25 % a zastoupeni lipidti okolo 8 %. Pobobné hodnoty naméfil i Coelho ve své praci. Celuldza je dle
bohatymi seminky. Ty byly v této praci pfed vlastnim stanovenim odstranény, tudiz zde vychazi
zastoupeni lipidii niZ$i. Madadian charakterizoval vylisky z ¢ervenych hroznti a stanovil obsah ligninu
na 38 %, hemicelulozy 26 % a celulézy 19 %. Ilyas uvadi obsah celulozy okolo 30 %, rozsah
zastoupeného ligninu 18 — 55 %. A obsah lipidd az 11 %. Mnou naméfené hodnoty se nijak zvlast
neodliSuji od téch uvedenych v Tabulce 8. VSechny prace uvadi pomérné §iroké rozpéti zastoupeni
jednotlivych slozek, coz opét dokazuje, ze zalezi na vyse uvedenych faktorech péstovani rostliny a jejim
druhu.

Tabulka 9: Zastoupeni jednotlivych sloZek dle dostupné literatury

Lignin [%] Hemiceluloza [%] Celuloza [%] Lipidy [%0] Reference
57,7 6,8 17 neuvedeno (Okoro et al. 2021)
16-25 10-40 8-25 8 (Spinei a Oroian 2021)
15 7 20 neuvedeno (Coelho et al. 2018)
38 26 19 neuvedeno (Madadian et al. 2022)
18-55 neuvedeno 28-31 4-11 (llyas et al. 2021)




Tabulka 10: Procentualni zastoupeni MK ve vzorku z GC

Zastoupeni MK [%]
SFA MUFA PUFA
57,80 15,70 32,50

Obecné jsou dle Tabulky 10 nejvice zastoupeny nasycené mastné kyseliny SFA (57,8 %), poté
polynenasycené PUFA (32,5 %) a nejméné mononenasycené kyseliny MUFA (15,7 %). Ve zminénych
¢lancich bylo nejvyssi zastoupeni PUFA, dale SFA a nejméné MUFA. Nejvice byla vzdy zastoupena
kyselina linolova, dale alfa linolenova, kyselina pamitova, olejova a behenova (Kollathova et al. 2020,
Yi et al. 2009, Ribeiro et al. 2015).

Nizsi zastoupeni PUFA lze pfisuzovat predev§im tomu, ze v mém vzorku byla odstranéna seminka
hroznti, ktera obecné obsahuji nejvyssi zastoupeni PUFA.

4.2 1lzolace celulozy

4.2.1 Ovéfeni postupu hydrolyzy

Bylo provedeno celkem 5 postupt dostupnych z literatury pro hydrolyzu celulézy. Pro kazdy postup
bylo pouzito 5 g komeréni celulézy (ve formé vlaken) na 100 ml dané kyseliny. Byl sledovan vliv
koncentrace kyseliny a podminek hydrolyzy na vytéznost celulozy.

Z Obrazku 13, kde je uveden vysledny procentualni vytézek u kazdého zpusobu hydrolyzy vyplyva,
ze S rostouci koncentraci kyseliny klesa vytéznost hydrolyzy. Lze ptedpokladat, Ze se silou kyseliny se
zvySuje 1 mnozstvi vlaken, které hydrolyze podlehnou. Pfi vysSich koncentracich kyselin mtiZze pak dojit
k rozpadu nejen amorfnich, ale i krystalickych fetézct, ¢imz se vytéZnost celulézy snizi. Hongzhang
uvadi, ze krystalicka forma celulozy miuze byt kompletné rozloZena az na glukdzu pii koncentraci
kyseliny sirové 72 %. Hydrolyzu dale ovliviiuji faktory jako je teplota, ¢as a pomér vzorek/kyselina
(Hongzhang, 2015). Ackoli byla nejvyssi vytéznost dosazena postupem Pelissariho s pouzitim
1 % kyseliny sirové, struktura vlaken se po hydrolyze pfili§ nezmeénila. Z tohoto divodu byl tento postup
vyfazen a hydrolyza hroznovych vyliskd byla provedena s pouzitim 50 % a 64 % kyseliny sirové, kde
byla vytéznost 53,94 % a 30,51 %. 2,7 % kyselina chlorovodikova méla vytéznost 22,67 %
a 85 % kyselina sirova pouhych 7,42 %. Z diivodu nizké vytéznosti celuldzy nebyly tyto dva postupy
pouzity pro izolaci.
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Obrazek 13: Zhodnoceni vytéznosti jednotlivych typii hydrolyz (KS - kyselina sirova)

4.2.2 Zhodnoceni vytéznosti mikrokrystalické celulézy

Celuléza byla vzdy izolovana z 10 g predupravenych vyliskt. V Obrazku 15 jsou uvedeny vytéznosti
jednotlivych postupti vztazenych jak k mnozstvi pfedem stanovené celuldzy v hroznovych vyliscich
(34,2 %), tak k vychozimu mnozstvi pouzitych vyliskt k izolaci (10 g). Vzorky uvedené na Obrazku 14
jsou charakterizovany v Tabulce 11.

Na Obrazku 14 l1ze pozorovat, Ze obecné vyssi vytéznost mél postup Johara a spol, kde byla pouzita
slabsi koncentrace kyseliny sirové (50 %). To odpovida vysledkiim z ovéteni postupl hydrolyz, kde 1ze
pozorovat stejny trend. DalSim kritickym bodem, ktery vyrazné ovliviioval mnozstvi vyizolované
celulozy je teplota. Jak uvadi Tabulka 11, u vzorkit MCC1la a MCC2b byla piekrocena teplota o nékolik
stupiii a u vzorku MCC2b dokonce i doba zahtevu v ramci béliciho procesu. Nepochybné tyto faktory
ovlivnily vytéznost a také proto, je u vzorku MCC2b zhruba ¢tvrtinovy zisk MCC (vztaZzeno na mnozstvi
celuldzy) nez u ostatnich vzorkti. Odborné ¢lanky (Coelho et al. 2020, Coelho et al. 2018, Lu a Hsieh
2012) stanovili vytéznost celulozy z lignocelul6zového materialu v rozmezi 10 — 20 %. Vytéznost byla
vztazena na mnozstvi vzorku. V ptipadé Coelho et al. 2018 by piepocitana vytéznost na mnozstvi
celulozy cinila 51,8 %. V moji praci byla nejvyssi vytéznost vztazena na hmotnost vzorku 5,09 %
a 14,89 % na mnozstvi celuldzy. Vzorky byly sice vZdy zpracovavany paralerné dvakrat dle stejného
postupu, ale kvili zménam uvedenych v Tabulce 11 byl kazdy postup hodnocen samostatné a nebyly
tedy stanoveny smérodatné odchylky.

Tabulkall: Poznamky k jednotlivym postupim hydrolyzy

Vzorek | Pouzity postup Poznamka

MCCl1la 1 V pribéhu hydrolyzy doslo k ptekroceni teploty o 5-10 °C

MCC1b 1 Vsechny parametry byly dodrzeny

MCC2a 2 Vsechny parametry byly dodrzeny

MCC2b ) V prubehu béleni vzorku doslo k ptekroc¢eni doby zahfevu o0 2 dny a v
procesu hydrolyzy doslo k piekroceni teploty o 5 °C
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Obrazekl4d: Zhodnoceni vyteznosti jednotlivych postupii izolace MCC

4.3 Hodnoceni velikosti vlaken (TEM)

Ze snimkit TEM (Obrazek 15) byl stanoven primér jednotlivych vlaken ve vzorcich vyizolované
celulozy MCC/C- HMMr/MCCmod. V Tabulce 12 jsou uvedeny naméfené velikosti praméra
jednotlivych ¢astic vSech typi pfipravenych celuloz.

Obrazek15: Snimek z TEM vzorku MCC2a

37



Tabulka 12: Velikost ¢astic ze snimkia TEM

vzorek Prﬁnl[(;e]l;r:f]léken
MCCla 15-50
MCC1b 10-45
MCC2a 30-130
MCC2b 20-60
MCCmod 10-50
C-HMMr 0,1-0,2 [um]

Velky rozdil ve velikosti ¢astic mezi vzorky MCC2a a MCC2b i pfes stejny postup piipravy lze
prisuzovat odlisné dobé¢ a teploté zahifevu béhem beleni vzorku a hydrolyzy. Jak jiz bylo zminéno,
vzorek MCC2b byl zahi#ivan v procesu béleni o né€kolik hodin déle, nez bylo doporuceno v postupu
a teplota pii jeho zahtivani byla také piekrocena o nékolik stupnt. V tomto procesu byla sice dosazena
mensi velikost celulézovych vlaken, ale nicméné vytéznost vzorku MCC2b byla vyrazné nizsi, nez
u vzorku MCC2a. Jak se dalo predpokladat, u vzorku C-HMMr, ktery nebyl podroben hydrolyze byla
naméfena velikost Castic vétsi, neZ u ostatnich vzorku. Z vysledkt lze také usuzovat, ze modifikace
ethylendiaminem nijak neovlivnila velikost ¢astic celulozy.
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4.4 Morfologie agarovych filma (SEM)

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byla prozkoumana detailni struktura agarovych filmu.
Snimky ze SEM potvrdily homogenitu u filmt pfipravenych z MCC na obrazcich 16a a 18a. Naproti
tomu filmy pfipravené z C-HMMr byly nehomogenni (obrazek 17a a 19a). Tuto skuteCnost lze
pozorovat jiz pouhym okem (Obrazek 16b — 19b). Postup piipravy nano¢astic popsany v kapitole 3.4
tedy neni tak ti¢inny jako kysela hydrolyza.

SEM HV: 3.0 kV WD: 4.92 mm | MAIA3 TESCAN
View field: 10.4 pm Det: SE
SEM MAG: 20.0 kx | Date(m/dly): 04/27/22 UMCH
NH-A210
422-57-Bo_133

Obrdazek 16: a) SEM 10 % MCC; b) snimek z fotoapardatu 10 % MCC

SEM HV: 3.0 kV WD: 4.91 mm | | MAIA3 TESCAN

View field: 10.4 pym Det: SE 2 pm

SEM MAG: 20.0 kx |Date(m/dly): 04/27/22 UMCH
NH-A10N
422-57-Bo_131

Obrdzek 17: a) SEM 10 %CHMMR; b) snimek z fotoapardtu 10 % MCC
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5.00 kv

= 40 pm
5000x | 4.8 mm ) > Nova NanoSEM

Obrdzek 19: a) SEM 10 % C-HMMrmod; b) snimek z fotoaparatu 10 % C-HMMrmod
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4.5 Mechanické vlastnosti agarovych filma s obsahem MCC

Cilem pridavku MCC do agaru v koncentraci (0,76 — 7,14 %) bylo ziskat agarové filmy s vyssi tuhosti
a kompaktnosti. V ramci urceni a porovnani mechanickych vlastnosti agarovych filmu s riznymi
koncentracemi a zdroji celulozy byly méfeny celkem tfi parametry, a to Youngtv modul pruznosti (E),
modul taznosti pfi pretrZzeni (ep) a modul pevnosti pti pietrzeni (6p). Byly sledovany zmény vlastnosti
v souvislosti s koncentracemi piidané celuldzy s ucelem urcit co nejlepsi pomér agaru ku celuldze pro
pfipravu filma.

Obrazek 20 ukazuje porovnani a zhodnoceni Youngova modulu v zavislosti na koncentraci celulozy
a zpusoby jeji pripravy. Younglv modul méfi deformaci filmu v zavislosti na pouzitém napéti.
Nejvéetsiho zlepSeni v porovnani s agarovym filmem bez celulozy (AB), vykazuje MCC. Filmy
s celulozou vyizolovanou za pouziti kyselé hydrolyzy (64 % KS) vykazuji zvySeni modulu pruznosti
v tahu a tim také zlepSeni vlastnosti. Naopak se da fict, Ze zbytek vzorkli neptesahl 900 MPa nameétenou
u AB a v tomto sméru tedy zadné zlepSeni neprokazaly. V porovnani s agarovym filmem s 0 % celulozy
jsou tedy filmy MCCmod, C-HMMr a C-HMMrmod mékéi a poddajnéjsi.
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Obrazek 20: Youngitv modul pruznosti u vSech druhii agarovych filmaii
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Na Obrazku 21 lze pozorovat vliv pouzité koncentrace na kiehkost filmu. Z obrazku vyplyva,
Ze se zvySujicim mmnozstvim celulézy se mez taznosti pfi pretrzeni snizuje. Tento fakt mize byt
nasledkem vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami polysacharidu a hydroxylovymi a
karboxylovymi skupinami celulézy (Pan et al. 2020). I pfes snizujici se taznosti pii pretrzeni
S pribyvajicim mnozstvim celuldzy je patrné, Ze se vlastnost u vSech filml nepatrné zlepsila oproti AB,
ktery ma ep 10,6 %. Snizujici se trend modulu taZnosti pfi pietrzeni byl pozorovan i v ¢lanku Pan et al.
2020 a byl ptisuzovan snizeni soudrznosti matrice s naristem obsahu MCC. Oba typy modifikované
celuldzy v nizsich koncentracich v§ak pruznost zvysily.

25

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Koncentrace celulozy v pevném podilu [%]

—o— MCC MCCmod C-HMMr C-HMMrmod

Obrazek 21: Mez taznosti pri pretrzeni u viech druhii agarovych filmii
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Obrazek 22 ukazuje vysledky méfeni meze pevnosti pii pretrzeni v souvislosti s obsahem celuldzy
v agarovych filmech. Mez pevnosti pfi pretrzeni je maximalni tahové napéti, které film béhem zkousky
vydrzi. Je patrné, ze se modul postupné s mnozstvim MCC zvysuje. U C-HMMR je tomu naopak.
U modifikovanych filmi je trend proménlivy a lze fict, Ze vSechny modifikované filmy nezavisle na
obsahu celulozy vykazuji stejné, nebo horsi vlastnosti nez AB. Stejny vzestup ep S pribyvajici
koncentraci celuldzy, jako ma vzorek MCC byl pozorovan i v pracich Yadav et al. 2020; Coelho et al.
2020; Pan et al. 2020. Pan et al. ve své praci ale poznamenal, Ze tento trend neni nekoneény.
Pfi koncentraci celulozy 20 % doslo v disledku nadmérného mnozstvi celuldzy k aglomeraci s matrici
a tim ke zméng struktury a zhorSeni mechanickych vlastnosti (E, 6p). Stejnym argumentem lze obhajit
i $patné vlastnosti C-HMMr, jelikoz velikost ¢astic tohoto vzorku byla vyrazné vétsi (v um), nez velikost
MCC (nm). Da se tedy vyvodit, ze E, 6p jsou neptimo umérné velikosti vlaken celulédzy.
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Obrazek 22: Mez pevnosti pri pretrzeni u vSech typii agarovych filmii

Maulida et al. 2016; Yadav et al. 2020; Coelho et al. 2020; Pan et al. 2020 ve svych pracich dosli
k zavéru, Ze s pfibyvajicim mnozstvim mikrokrystalické celuldzy se zvySuje mez pevnosti a Younguv
modul pruznosti, zatimco se mez taznosti snizuje. Na zakladé dat uvedenych na obrazcich 20 — 22 lze
fict., ze se s pfibyvajicim mnozstvim MCC celuldzy posiluje pevnost a pruznost materialu. Zaroven ale
dochazi ke snizovani meze taznosti, tedy ke zvySeni kiehkost filmi. Kiehkost by se dala dale ovlivnit
zvySenim mnozstvi pfiddvaného zmekcovadla. Dale l1ze z obrazkti pozorovat zavislost mechanickych
vlastnosti na velikosti ¢astic. Cim v&tsi ¢astice jsou, tim horsi vykazuji E, 6p. Avsak na ep méla vétsi
velikost ¢astic spise pozitivni vliv. Yadav et al. pfedpoklada, ze snizovani ep S roustouci koncentraci je
zpusobeno mensi dostupnosti kontaktu plnidlo-polymer. Je tedy mozné, Zze u nehomogennich filmua byla
pristupnost na rozhrani plnidlo-agar vyssi a tim byla zvySena i hodnota &p.
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4.6 Stanoveni Cistoty celulézy a agarovych filmi

46.1 FT-IR

Obrazek 23 znazoriiuje FT-IR spektrum vyizolované hydrolyzované celulozy (MCC), modifikované
celulozy (MCCmod), komeréni celuldzy upravené dle kapitoly 3.4 (C.HMMTr) a pomletych hroznovych
vyliskl. Podrobné vysvétleni zkratek je uvedeno v Tabulce 13. Pomoci FT-IR spektra je mozné urcit
fyzikalné-chemické a konformacni vlastnosti materialu prostiednictvim identifikace funkénich skupin
materialu.

Tabulkal3: Vysvétlivky jednotlivych zkratek

Nazev vzorku Vysvétlivky
MCC1 Dle postupu 1 v kap. 3.6.1
MCC2 Dle postupu 2 v kap. 3.6.2
C- HMMr Dle postupu 3.4
MCCmod hydrz?)?:;g::g:i;i::;er;nem
Vylisky Pomleté a vysusené
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Vrchol v blizkosti 3311 — 3429 cm™1, ktery byl pozorovan ve viech vzorcich dle Obrazku 23, je
predstavitelem skupin CH a OH. Vyssi hodnoty u zpracovanych vzorkl oproti vyliskiim ve své praci
pozorovali i Leite et al. 2017 a prisuzovali tento fakt vyssi krystalinité hydrolyzované celulozy. Vrchol
kolem 1640 cm™'ve vsech spektrech odpovidd absorpci vody. Obé& sady piku jsou piipisovany
protahovani vodikovych vazeb a ohybani hydroxylovych (OH) skupin vazanych na celul6zovou
strukturu. Tyto vysledky naznacuji, ze v ramci kyselé hydrolyzy nedoslo k rozkladu celuldzy. Ve
spektru odpovidajicim neoSetfenym hroznovym slupkdm bylo pozorovano rameno kolem 1700 cm ™1,
Ptipisuje se acetylovym a esterovym skupinam v hemicelul6ze nebo skupinam karboxylové kyseliny ve
ferulové a p-kumerni slozce ligninu. Pik zmizi po chemickém osetieni slupek, coZ ukazuje na odstranéni
necelulozovych materialt (Johar et al. 2012). Ve své praci Trache et al. 2016 také ptipisuje piky okolo
1600 - 1640 cm™! absorpci vody celuldzou zplisobenou silnou vzijemnou interakci. Absorpéni pasy
piitomné Vrozpéti okolo 1400 cm™! jsou zplisobeny intermolekularni pfitazlivosti vodiku na
C6 aromatické kruhové skupiny, které je nejvyssi ve vzorcich s MCC. Piky v rozmezi 1040 - 1070 cm ™1
ukazuji C-H natahovaci vibraci C-O a tim potvrzuji strukturu celuldézy (Johar et al. 2012). | Trache ve
své praci pozoruje ojedin€ly pik pouze u nezpracovaného vzorku, ktery poukazuje na ptitomnost ligninu.
Alkalické oSetfeni narusi glykosidickou vazbu mezi ligninem a dal$imi sacharidovymi frakcemi, diky
¢emuz tento pik neni pozorovatelny u zpracovanych vzorki. Piky pohybujici se okolo 2800 - 2900 cm ™1
ptipisuje krystalické struktute celulozy (Trache et al. 2016).

1043-1068
3311-3429 604-1628

Absorbance [a.u]

1700

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Vinocet [cm™]

= Vylisky MCC1 MCC2 MCCmod =——C-HMMr

Obrazek 23: FT-IR spektrum Jednotlivych druhii celuloz v porovndni s hroznovymi vylisky
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46.2 FT-IRATR

Na Obrazku 24 je znazornéno FT-IR spektrum agarovych filmi ptipravenych s riznymi koncentracemi
vyizolované hydrolyzované celulézy (MCC). Pomoci FT-IR spektra je mozné urcit fyzikalné-chemické
a konformacni vlastnosti materidlu prostfednictvim identifikace funk¢énich skupin. Na zakladé téchto
rozmezi vinovych délek byla kazdé skupiné pikd pfifazena dand funkcni skupina. V nejvyssich
jako O-H skupina kyselin. Zde lze také pozorovat, Ze se zvySujici se koncentraci celulézy dochazelo ke
sniZzovani vinoétu. Stejny jev pozoroval ve svém ¢lanku také Abdul Khalil et al. 2018, kde tento jev
prisuzoval zvySovani krystalinity celulozy. V mém piipadé lze tedy predpokladat, ze pfi zvySujicich se
koncentracich celuldzy ve filmu také mirné stoupa krystalinita celulézy a ma tedy vliv na vinovou délku.
Piky vrozmezi vlnovych délek 2942 - 2850 ¢cm™!, byly piifazeny funkéni skuping C-H. Dalsi
signifikantni pik se pohyboval v rozmezich 1642 - 1649 cm ™! odpovidé absorbci vody. Jak uvadi Abdul
Khalil et al. 2018 ve své praci, mohl by tento vrchol souviset s natahovanim vodikovych vazeb a ohybem
molekuly vody v ramci interakce mezi vodou a celulozou. Nekteré studie uvadi, ze by tento pik mohl
byt indikovan pfitomnosti malého mnozstvi hemicelulézy v disledku oxidace C- OH skupiny. Pik
s vlnoétem 1376 - 1391 cm™?! byl piifazen skupinam CH a CH,. Pik 1103 - 1169 cm™! odpovida
C- O- C vazbg v B-1,4-gykosydické vazbé celuldzy. Nejnizsi vinova delka 1035 - 1001 cm ™1 by mohla
odpovidat valen¢nim vibracim C-O polysacharidu.

3214-3333 | | 2850-2042 1642-1640 | 11031160 | | 1001-1035
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———— et e | ! ’
; : : M3
) : : : ok
=, : : : A
v : R : ]
o ' v 1 [
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o ] : ! .
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Koncentrace celulézy ——AB —0,76 22 8 7.14

Obrazek 24: Vysledky FT-IR agarovych filmii s koncentraci MCC %
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Obrazek 25 zobrazuje FT-IR spektrum naméfené pro filmy z agaru za pouziti riznych koncentraci
komercni celulozy (C-HMMR). Dle vinovych délek, které se prilis nelisi od téch naméfenych pro MCC
byla vzdy kazdé skupiné€ piku pfifazena stejna funkcni skupina, jako u MCC filmu. Jiz podle obrazku
Ize fict, Ze zde nejsou patrné zadné zasadni zmény v porovnani s obrazkem pro MCC. Dalo by se ale
tfict, z2 C-HMMR nevykazuje tak spolehlivé a jednotvarné chovani v ramci zmény koncentrace
zastoupeni C-HMMR ve filmech, kdezto naptiklad u prvniho piky pro MCC lze tento trend velmi krasné
pozorovat. C-HMMR se v zisad¢ chova velmi neuspoifadané a tento fakt bych pfisuzovala
nehomogennimu rozptylu vlaken C-HMMR ve filmech, které bylo mozné pozorovat jiz na snimcich
SEM.
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Obrazek 25: Vysledky FT-IR agarovych filmii s koncentraci C-HMMR 1-10 %
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5 ZAVER

PtedloZena diplomova prace se zabyva izolaci mikrokrystalické celul6zy z hroznovych vyliski, jakozto
odpadu potravinaiského primyslu. Ze ziskané MCC byly pfipraveny agarové filmy, které by mohly
slouzit jako biologicky rozlozitelny obalovy materidl. Byl sledovan vliv pridavku celuléozy na
mechanické a strukturni vlastnosti filmd.

Pted zpracovanim lignocelul6zového materialu bylo provéieno 5 postupt kyselé hydrolyzy (na vzorku
komer¢ni celuldzy). Jako nejvhodnéjsi byly vybrany postupy za pouziti 50% kyseliny sirové
s vytéznosti MCC 53,9 % a za pouziti 64% kyseliny sirové s vytéznosti MCC 30,5 %.

Dale byl na vzorku komeréni celulézy ovéfen postup pripravy celuldozovych nanovladken za pouziti
mocoviny a hydroxidu a nasledného zmrazeni smési pii -20 °C. Z tohoto vzorku byly také ptipraveny
agarové filmy a byly sledovany vlivy na obohaceni mechanickych vlastnosti.

Hroznové vylisky Vavii¢ek 9/2017 (smés odrid Veltlin zeleny a Sauvignon) obsahovaly 34,2 %
celulozy, dale pak 32,9 % ligninu 31,51 % hemicelulézy a 7,03 % lipidu. Celuléza byla z hroznovych
vylisktl izolovana dvéma postupy. V prvnim byly vylisky odmastény v hydroxidu draselném a béleny
chloritanem sodnym. Ve druhém odmastény etanolem a béleny peroxidem vodiku.

Izolace MCC byla nasledn¢ provedena dvéma postupy vzdy dvakrat. Vytéznost MCC se pohybovala
v rozmezi 3-14 % (vztaZeno k obsahu celulozy ve vzorku).

U vyizolované celulézy byla stanovena jeji ¢istota pomoci FT-IR, kde byly vzorky porovnany
se vzorkem hroznovych vyliskt. Bylo prokdzano, ze vzorky izolované celuldzy byly kompletné zbaveny
vSech fenolickych latek a u zpracovanych vzorkt byla zdliraznéna krystalinita celulézy. Pomoci TEM
byla posouzena morfologie celuldézy. Primér vyizolovanych vlaken se pohyboval 15-130 nm. Timto
byla potvrzena izolace nanokrystalické celulozy.

Vyizolovana celul6za byla dale pouzita pro pfipravu agarovych filmu. Filmy byly pfipraveny metodou
liti. U filmi byly méfeny mechanické vlastnosti (Youngliv modul pruznosti, modul pevnosti pifi
pretrzeni a modul taznosti pii pietrzeni). Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze s rostouci koncentraci
celuldzy se zvysuje Youngtv modul i pevnost pii pietrzeni a zaroven klesala taznost pii pietrzeni — flmy
byly kieh¢i. Tyto vysledky jsou stejné jako literatura.
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