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ABSTRAKT

Abstrakt cCesky

Prace se zabyva nalezenim optimdlnich podminek pro testy v pidnim prostfedi, zejména
pud ,.fedénych* inertnim materidlem. Jako hodnotici podminky byly aktudlni koncentrace
kysliku, kumulativni produkce oxidu uhli¢itého a procento odstranéni substratu z hlediska
produkce oxidu uhli¢itého. Podminky byly testovdny zejména na modelovych latkach jako
karboxymethyl celul6za, xanthan, Avicel a PHB. Jako analytické koncovky poslouzily
plynova chromatografie ke stanoveni CO, a O, titraéni analyza ke stanoveni CO, a
automaticky pfistroj MicroOxymax s infratervenym detektorem ke stanoveni CO, a

paramagnetickym detektorem ke stanoveni O,.

Abstrakt ve svétovém jazyce

This work deal with assessment optimum conditions for tests in soil environment, namely
soils ,, diluted" with inert material. As assessing conditions were actual concentration
oxygen, cumulative production carbondioxyde and percentage remove substrate depending
of production carbondioxyde. Conditions were tested namely on model materials as
karboxymethyl cellulose, xanthan, Avicel and PHB. As a analytical termination helped gas
chromatography to assessment CO, and O,, titrating analysis to assesment CO, and
automatic unit MicroOxymax with infra-red detector to assessment CO, and paramagnetic

detector to assessment Os.
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UVOD

V soucastném svéteé je pii vyvoji novych materidlii a technologii potiebné zohlediovat
jejich vlivy na prostiedi po celou dobu jejich Zivotniho cyklu. Jeden z problému je i
aktudlni odpadové hospodéistvi polymernich materidl, protoZze vétSina polymernich
materidlli, zaloZend na neobnovitelnych surovinach, kon¢i na sklddce odpada a nezapoji se
do recykla¢niho programu. Tyto problémy se snazi feSit vyzkumni pracovnici fadu let.
Nejnovéjsi trend na celém svété se obraci ke sledovani a vyvoji polymernich materidlii na

bazi obnovitelnych surovin, které by byly v Zivotnim prosttedi rozloZitelné.

Ustav IOZP se vénuje problematice biologické rozloZitelnosti pramyslovych produktd a
odpadt nékolik let. V soucasné dobé je zdjem o otdzky biorozloZitelnosti polymernich
materidlti a jejich smési v Zivotnim prostfedi. Zejména se jednd o rozklad ve vodnim a
pudnim prostiedi polymernich folii na bazi polyvinylalkoholu (PVAL) modifikovaného
biopolymery (proteinovy hydrolyzat - HY COL, polysacharidy — Gellan, Xanthan, apod.).

Diplomova price navazuje na dosavadni Cinnosti dstavu a je zaméfena na sledovani
rozlozitelnosti biopolymerti v ptidnim prostfedi za aerobnich podminek. Pozornost je
zaméfena na moznosti sledovani pribéha biologického rozkladu analyzou plynné faze
v biologickych reaktorech pomoci titrani analyzy, plynové chromatografie a infraCervené

analyzy na automatickém analyzitoru MicroOxymax.
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1 LITERARNI CAST

1.1  Biodegradace polymeri v pidnim prostiedi za aerobnich

podminek

Biodegradace polymerii v piadnim prostfedi patii mezi zkouSky u kterych je pouzito
mikrobidlni kultury pro zjiSt€ni zda-li je polymer odolny nebo podléhd biologickému
rozkladu tzv. enzymovému ptisobeni. Vysledky takovéto zjisténi mohou urcit pouZitelnost

materialu v mnoha odvétvi.

Z hlediska odpadového hospodaistvi a ekologickych diivodu je zaddouci, aby pouzity a ddle
nevyuzitelny odpad byl co nejSetrnéji odstranén bez vzniku Skodlivych latek v daném
prostiedi. V soucastné dobé je dostupné uz zna¢né mnozstvi takovychto materidli pro
komeréni vyuziti, napiiklad v knize [1] jsou popsdny materidly pouZivané v obalech na
jidlo nebo v praci [2] je pfehlené rozdé¢leni biorozloZitelnych polymert od piirodnich
(polysacharidy — Skrob, celul6za; polypeptidy - Zelatina) pfes hydrolyzovatelné
(polyestery, polyamidy, polyuretany aj.) aZz po polymery s uhlikovym hlavnim fetézcem
(poly (vinyl alkohol), poly (vinyl acetat), polyakrylaty). V této prici je také obécné feceno

o biorozlozZitelnosti téchto materidla v pidé.

PrekdZzka pro Siroké uplatnéni takovychto polymeri je cena a tim 1 sniZend
konkurenceschopnost vic¢i béZnym plastiim jako jsou PE, PP, PVC a jiné. Zatim nachazi
uplatnéni jako vodorozpustné félie, kompostovatelné nddoby aj.. Tyto materidly se
vyznacuji podstatnymi divody pro¢ by se m¢ly vyuZivat ve v&tsim métitku. Prvni diivod je
ten, Ze pochdzi z obnovitelnych zdroja napt. Skroby, celuléza, proteiny, polysacharidy, aj.
a druhy divod je, Ze jsou z vétsi Casti nebo zcela biologicky rozlozitelné. To je zpiisobené
specifickymi enzymy, které pfizplisobovaly evoluci mikroorganismi. Od roku 1970
Watanabe a jeho pracovni skupina [3-5] uskutec¢nila jednu kliCovou studii zaméfenou na
objasnéni enzymatickych reakci v biodegradaci vysokomolekularntho PVAL. Zaméfili
svou Cinnost na extracelularni degradaci PVAL enzymy, které pouzili z Cisté kultury
Pseudomonas izolované zpudy. Nalezeny protein, ozna¢ovany jako sekundarni
alkoholoxiddza (SAO) redukoval viskozitu PVAL. Schopnost odbourdvat
nizkomolekuldrni sekundarni alkoholy spociva na spotfebé O, a produkce H,O, b&hem
reakce [5]. Dalsi reakce jsou enzymatické $tépeni PVAL pomoci SAO a B-diketon
hydrolazou (BDH), dédle biodegradaéni cesta PVAL zprostfedkovana specifickou PVAL-
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oxiddizou a -diketon hydroldzou [6] a biodegradace zprostiedkovand PVAL-
dehydrogendsou z bakterie Alcaligenes faecalis KK314 a typickou aldoldzou reakci [7].

Reakce jsou podrobnéji popsdny v préci [8].

1.2 Mechanismy degradace polymer [9]

Nemén¢ dulezitou tlohu maji i mechanismy degradace, protoze zdleZi na prostiedi (ptidni
nebo vodni) a v jaké formé se polymer dostane do blizkosti mikroorganismu, ktery jej

napadne svym enzymovym systémem.

Polymer

Degradace Rozpousténi Rozpad

M Rozpousténé Casti

Fragmentace
makromolekuly makromolekul

(N % @y @r C% N N

@ — .
aNpagiat W W g ~ e

> L4 ~ o~

mn
CO: + H,O + BIOMASA

Obr. 1. Stupné degradace polymeru od pocdtku pres mineralizaci aZ ke vzniku biomasy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Na obrazku 1 [10] jsou vyznacené riizné stupné degradace polymeru od pocate¢niho
neporuSeného stavu aZ po udplnou mineralizaci a vzniku biomasy. Tento proces prochdzi
ovliviiovdn chemickymi, fyzikdlnimi (termo- a fotodegradace) a biologickymi procesy
jako jsou napf.:

e expozice povrchu polymeru svételnému zédreni, teploté, chladu, chemickym

sloucenindm nebo mikroorganizmim
¢ naruSeni povrchu polymeru a diftize prostiedi dovnitt polymeru
e reakce prostiedi a polymeru
e diftize reak¢énich produktd na povrch polymeru

¢ uvolnovani reak¢nich produktl z povrchu polymeru do prostiedi

1.2.1 Chemodegradace

Chemodegradace je proces, ktery vyuziva prostfedi jako zdroj chemicky dcinnych latek
indukujicich degradaci plastu, vétSinou v kombinaci s né¢jakym dal$Sim vlivem (fyzikalnim,
biologickym). Chemodegradace je uc¢innd piedevSim u plastickych hmot, které maji ve
svém fetézci zavedeny funkéni skupiny. Zatimco polyetylén je diky svoji jednoduché
stavbé z etylénovych jednotek relativné odolny vici chemickym vliviim, je v piipadé
pfitomnosti hydroxylovych skupin odolnost plastické hmoty s témito skupinami sniZena.
Polyvinylalkohol, ktery obsahuje tyto funkéni skupiny reaguje dokonce s vodou a
rozpousti se v ni. Podobné jsou méné chemicky odolné plasty u kterych jsou vodiky
etylénové jednotky nahrazeny acetitovymi funkénimi skupinami jako napfiklad
polyvinylacetat nebo polyakrylové kyseliny. Obecné lze fici, Ze ¢im vice je na molekule
polymeru funk¢nich skupin tim snadnéji u nich mize probihat degradace. Vyjimkou je
napiiklad polytetrafluoretylen, ktery prestoze md nahrazeny vodiky reaktivnim fluorem

odoldva takika vS§em chemickym ¢inidlim.

1.2.2 Fotodegradace

Fotodegradace je skupinou fyzikdlnich procesii uplatiiujicich se pti degradaci plasti se
zkrdcenou Zivotnosti. Zdrojem svételného zdteni majicitho vliv na degradacni procesy je
slunecni svit. Svételné zareni dopadajici na ozafovany plast muze byt jeho povrchem

odraZeno, rozptyleno, propusténo nebo absorbovéano. Fotochemické zmény probihaji tehdy
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je-li absorbovano svételné zareni o urcité vinové délce. Napiiklad karbonylova skupina
C=0 absorbuje zédteni o vinové délce 187 nm a v rozmezi délek od 280 nm do 320 nm.
Vazba C-C pak absorbuje zdfeni o vlnové délce 195 nm a 230 nm az 250 nm. V
polymerech, které obsahuji vySe uvedené skupiny budou pifi ozafovani t€émito vlnovymi
délkami indukovéany fotochemické reakce. Absorpci svételného zafeni se zvétsi obsah
energie makromolekuly, kterd se dostiva do vySSiho energetického stavu. Nejveétsi cast
absorbované energie se spotiebuje na prevod elektronového systému do vyssiho
kvantového stavu. Zbytek této energie je vyuZit na tvorbu volnych radikdli v

makromolekuldch indukujicich rozklad nékterych plastt.

1.2.3 Termicka degradace

Teplota md na polymery vliv chemicky a fyzikélni. Tyto vlivy se podileji na rozruSovani
chemickych vazeb a na zméné konformace molekul. Obecné plati, Ze k roztrzeni molekuly
dojde v misté nejslabsi vazby. Se zvySujicim se stupném teploty se zvySuje stupen
desintegrace molekuly plastu se zkrdcenou Zivotnosti. SlouCeniny obsahujici aktivni

skupiny odStépuji pii zahtivani nizkomolekularni produkty.

1.24 Biodegradace

Biodegradace je specidlnim piipadem degradace, pfi niZ dochdzi k rozkladu polymert
pusobenim biologickych Cinitelli. Zndma je biodegradace mikroorganizmy, hlodavci a
hmyzem. Nejcasteji se na biodegradaci plasti podileji plisn€. Podminkou jejich rtistu je
vysokd vzdusna vlhkost. Krom¢ vySe uvedenych podminek hraji diilezitou roli i dalsi
faktory, jako jsou kombinace materidld, stupenl stdii plastli, mikroklima a podobné.
Metabolity produkované plisnémi a bakteriemi zptusobuji degradaci samotného polymeru.
Enzymy jako je naptiklad peptiddza mohou Stépit polyamidovou vazbu a dokonce 1 vazbu

esterovou. Pii mikrobidlni degradaci plastii dochédzi k témto chemickym pochodiim:

e dehydrogenace polymerti a adice vody, vznik alkoholl, které jsou oxidovany na

mastné kyseliny

e adice volného kysliku za vzniku hydroxyperoxidu, ktery se rozpadd a produkty
reaguji za vzniku alkoholid a dal§ich sloucenin, které jsou odbourdvdny az na

octovou nebo propionovou kyselinu,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

e celuldza a n€které termoplasty jsou pres pyruvit a acetylkoenzym-A pievadény do
trikarboxylového cyklu. Vznikaji tak kyselina citronovd, jantarovd, fumarova,

jable¢na atd.

e redukci dvojné vazby mohou vyvolat aktinomycety a nckteré bakterie Sté€peni

amidové i esterové vazby

1.3  Faktory ovliviigjici ¢innost mikroorganismii

Rychlost biodegradace v pudach je zavisla na nasledujicich faktorech, jako jsou:
e Vlastnosti polymeru
e Teplota pady
e Obsah Zivin
e pHpudy
e Dostatek kysliku
e Piitomnost vody

e Typ a pocet mikroorganismi schopnych biodegradace
Biodegradace je dile zavisla na téchto podminkach jako jsou:

e Adsorpce polymeru na pudnich ¢asticich

¢ Rozpustnost polymeru v piidich vodou

e Pohyb znecistujici latky v pade
1.3.1 Vlatnosti polymeru

Struktura polymeru

Ptirodni makromolekuly, naptiklad protein, celul6za, a Skrob jsou obecné degradovatelné
v biologickych systémech hydrolyzou a nédsledné oxidaci. Toto tvrzeni neni piekvapujici,
jestlize vétSina zvefejnénych syntetickych polymert podléhajicich rozkladu obsahuje
hydrolyzujici skupiny v hlavnim fetézci, napiiklad amidové, esterové, mocovinové,
hydroxilové, karboxylové a urethanové skupiny, které jsou nachylné k biodegradaci
mikroorganizmy a na hydrolytické enzymy [2]. Mnoho proteolytickych enzymu specificky
katalyzuje hydrolyzu peptidii obsazenych v proteinu, které jsou substituovany témito

skupinami: benzylové, hydroxylové, karboxylové, methylové a fenylové skupiny. Proto
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byly pfipravené polymery v nad¢ji, Zze vloZenim téchto skupin do polymeru se zvysi jeho

biologické rozloZitelnost [11].

Naopak ptitomnost nefysiologickych substituentli tzv. xenoforti mize negativn¢ ovlivnit
degradovatelnost jinak jednoduché latky. Za xenofory povazujeme napt. skupiny -Cl, -

NO,, -SO3H, -Br, -CN, -CF;, mohou téz -CHjs, -NH,, -OH, -OCHs5.

Morfologie polymeru

Jeden ze zdsadnich rozdilti mezi proteiny a synteticky polymery je ten, Ze proteiny nemaji
stejné opakovéani jednotek v polypeptidovém fetézci. Tato nepravidelnost ma za nésledek,
bilkoviny polymer méné prechdzi do krystalinické formy. Tato vlastnost pfispivd k
biodegradaci proteinii. Na druhé strané syntetické polymery maji obecn¢ kratké opakovani
jednotek, a tato pravidelnost zvySuje jeho krystalinitu, tvofenou hydrolyzujicimi skupinami
nepfistupnymii enzymiim. Toto tvrzeni bylo ovéfeno u syntetickych polymert, kdyz
polymer mél v fetézci dlouhé opakovani jednotek, tak aby dosahoval mensi krystalinitu a
mohl tak byt biologicky rozloZen. Ovéteni bylo provddéno na sérii kopolymeru amid-

uretan, kde se zjistilo, Ze je degradovan mikroorganismy [11].

Efekt morfologie na mikrobidlni a enzymatické degradaci PCL, byly studované v pracech
[12-15]. Skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM) ukézala, degradace CcCastecné
krystalinickych polycaprolactonovych film vldknitymi houbami, Ze byly pifednostné
degradované amorfni ¢asti polymeru pied degradaci krystalinické ¢asti. Tato selekce miiZe
byt pfisuzovana malo uspofddané amorfni ¢asti, kterd povoli snadngj$i pristup pro enzym
k polymernimu fetézci. Velikost, tvar a mnozstvi krystalinity dosahuje vyrazny tc¢inek na

pohyblivost fetézcl amorfni ¢asti a tak ovliviiuje pomér degradace. Toto demonstrovala

studie efektii zmény orientace fetézcli na degradaci [13-15].

Z praci také vyplyva, Ze enzymovy systém je pusobi selektivné na krystalinické ¢astim
které jsou degradované na koncich fetézcii pomoci enzymim uvliiovanych do prostfedi.
Velikost postranni krystalinity méa silny tc¢inek na degradaci, protoze okraj krystalu je ten,
na kterém dochdzi k degradaci, kvili krystalickému uspofdddni. MnoZstvi enzymd, které
se poutaji na aktivni mista je zdvisla na daném substratu. Proto mensi krystalinita ma za
nasledek vyssi degradace.

Déle bylo zjiSténo, Ze kopolymery s nizkou teplotou taveni jsou nejvice ndchylné na

cvv s
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Molekulovd vaha

-----

pozorovanych rozdilt mohou byt pfipsany detek¢nich zmén béhem degradace, nebo Casteji
rozdily mezi morfologii a hydrofébilitou polymernich vzorkii s proménou molekulovou
vahou. Mikroorganismy produkuji dva enzymy, které endoenzymy uvoliiujici do prostiedi,
tyto enzymy degraduji polymery vnitf fetézce a endoenzymy, degraducjici polymery
ndhodné podél fetézce. Mohlo by se predpokldadat, Ze fetézce o velké molekulové
hmotnosti se budou Iépe degradovat enzymy uvoliiovanych do prostfedi a relativné malé
molekulové hmotnosti v pfipadé¢ endoenzymii. Ale plasty zlstanou relativné odolni vici
mikrobidlnimu ttoku dokud jejich molekularni vdha zlstane vysokd. Proto mnoho plastt,
jako PE, PP a PS nepodporuji mikrobidlni rdst. Nicméné nizkd molekulovd véha
uhlovodiku muze byt degradovana mikroby, protoZe jsou pojmuty mikrobidlni buiikou a
pfevedeny na bunéfné metabolity uvnitf mikrobidlni bunky. Nicménég, tyto procesy
nenefunguji dobie v extracelularnim prostiedi, protze molekuly plastu jsou pftili§ veliké pro
vstup do buniky. Takovyto problém nenastane s pfirozenymi molekulami, jako Skrob a
celul6za, protoze rozklad polymeru na nizsi molekulouvou vdhu enzymy nastane uz vné

buniky [2].

Fotodegradace nebo chemicka degradace mtize sniZovat molekulovou vahu a potom muze
nastat mikrobidlni ttok. Horni hranice molekulové véihy, do které jeSt¢ poyjmou bunky
polymer a nastane vnitrobuné¢nd degradace, neni jeSt¢ ustanovena pro vSechny materidly
na bdzi alkanli. Velmi pomaléd degradace nastdvé u latek jako jsou parafin, PE glykoly, a
linedrni alkyl benzen sulfondty, kdy délka polymerniho fetézce pievySuje 24-30 atomy

uhliku [17-19].
Zaverem lze tici z vysledkl, Ze plasty zaloZené na alkanech s molekulovymi vdhami 400—
500 Dalton (to jest vétsi nez 30 atomy uhliku) musi byt degradovany na mensi molekuly

napt. fotodegradaci, chemickou nebo dal§imi biologickymi Ciniteli pfed samotnou
biodegradaci. LDPE s primérnou molekulovou vdahou Mw = 150 000 obsahuje asi 11 000
atomu uhliku. Molekuly této velikosti pro biologicky pfijatelné rozméry vyZzaduji rozsahly
rozklad PE matrice. Tento rozklad miize byt ¢astecné proveden piipravou smeési PE a

ptirodniho polymeru schopného rozkladu pomoci organismtl, napt. ¢lenovci, stonoZkama a

hlemyzdi.
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VloZeni skupiny C=0 do fetézce polymeru zpusobi rozstépeni fetézce tzv. typ Norrishovy
reakce ve fotochemickém procesu [20]. To bylo zjisté€né, Ze E/CO polymery s 2.5% C=0
spojenim ztratili asi 98% z jejich pivodni délky po 40 hodinovém ozatovanim slunéénimi
paprsky. Nicménég, po 650 h expozice, vzorky méli pivodné Mw = 618 700 a Mn = 45 000
a po fotlolyze m¢ly produkty Mw = 15 000 a Mn = 7300.

1.3.2 Teplota piady

Teplota ovliviiuje jednak fyzikdlni stav uhlovodiku a také stav mikroorganismu, které latku
rozkladaji. Pfi nizkych teplotich se viskozita zvySuje a tim se sniZi také vyparovani
kratkych toxickych alkant, ddle se zmensSi jejich rozpustnost ve vod¢, tento efekt zabrani
zahdjeni biodegradace [21]. Navic mikrobidlni rychlosti ristu jsou funkce teploty [22] a
schopnost degradace se snizuje s klesajici teplotou. Toto je ndsledek zejména sniZeni

vyskytu aktivnich enzymi, ¢asto popisovany jako "Q1 0" jev. Za teplotni maximum pfi

rozkladu uhlovodikli se oznacuje teplota v intervalu od 30 do 40 °C. Nad touto teplotou se
aktivita enzymil sniZuje a pfes bunéfnou membranu se dostdvaji dovnitf buiky toxické
uhlovodiky [21]. Jako optimdlni teplota pti biodegradaci se uvadi teplota mezi 21°C do 31
°C [23].

1.3.3 Obsah zZivin

Zatimco uhlovodiky jsou vynikajici zdroj uhliku a energie, pro MO jsou neuplné potrava,
protoZe neobsahuji vyznamné koncentrace dalSich Zivin jako jsou dusik a fosfor
pozadovany pro mikrobidlni rast [24]. Pokud je v pidé velké mnoZstvi organickych
uhlovodikovych zdroji, maji MO sklony k rychlému vycerpdani pfistupnych anorganickych
Zivin [25], ktery vede k omezeni stupeni biodegradace. Tak pokud podpoiime MO doddnim

potfebnych nutrientii mize nastat zvySend ucinnost biodegradace [26].

Pokud se vlozi uhlovodik do ekosystému, ktery obsahuje nizké koncentrace anorganickych
Zivin vznika tak Casto nadmérné vysoky pomér mezi uhlik-dusik nebo uhlik-fosfor, nebo
kombinace, které jsou nepfiznivé pro mikrobidlni rast. Pomér uhliku-dusik-fosfory-draslik
se miiZe upravit pfidanim napf. mocoviny, fosfore¢nanu, N-P-K hnojiva [21]. Nicmén¢

pfidanim Zivin ve vysokych koncentraci ma za nésledek toxickou vlastnost na MO.
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1.34 pH pidy

Nejlepsi pro pudni MO je interval pH = 6 az 8 [27], ve kterém prospivaji. Extrémny v pH,
pozorovany v n¢kterych pudiach, mohly zpomalit schopnost mikrobidlni populace
odbourdvat uhlovodiky. V jednom studiu, uprava pH z 4,5 na 7,4 mélo za nésledek témct
zdvojndsobeni biodegradace ropnych latek. Degradace se vyznamné snizila, kdyZ pH bylo

zvétseno az na pH = 8,5 [21].

1.3.5 Dostatek kysliku

Aerobni cesta je nejefektivnéjSi strategie pro biodegradaci [26]. Pocatecni reakce v
katabolismu alifatickych, cyklickych a aromaticky uhlovodiki bakteriemi a houbami
zahrnuji oxidace oxygendzami, pro které je potiebny kyslik. Aerobni podminky jsou proto
nutné pro mikrobidlni oxidaci uhlovodikii v prostfedi. Dostupnost kysliku v zemich je
zdvisld na mikrobidlni spotfebé kysliku, typu pady, vlhkosti pidy a pfitomnost

pouzitelnych substritii vedoucich k vyc€erpani kysliku [21].

1.3.6 Pritomnost vody

Biodegradace uhlovodikii v padnich ekosystémech miZe byt omezena dostupnoti vody,
kterd je dulezitd pro mikrobidlni rast a metabolismus [21]. Pldni mikroorganizmy
pottebuji vodu, kterd podporuje jejich metabolizaéni procesy. V dasledku toho se
ocekdvd, ze mikroorganizmy budou reagovat na zmény v pudni vlhkosti zavisejici na
pohybu Zivin v prostiedi, teploté pudy, velikostech ¢astic ovliviiujici pérovistost pudy a
pudni atmosférické zmeény [27]. Prace [28] uvedla vztah mezi ptidni mikrobidlni aktivitou
a obsahem vlhkostmi. SniZzenim obsahu vlhkosti md za néasledek sniZeni mikrobidlni
aktivity, a pokud se znovu pida zvlhéi, nastavd velké a rychlé zvySeni aktivity MO.

Predchozi vyzkum také navrhl linedrni vztah mezi mikrobidlni produkci CO2 a obsahem

vlhkosti, zavisly také na typu pidy [29]. Na druhou stranu extrémné vlhka ptda je také

neptizniva pro mikrobidlni rist a vyménu latek.

1.3.7 Typ a poc¢et mikroorganismi schopnych biodegradace

Mikrobi jsou primérni Cinitelé pro degradaci organickych zneciStujici litek v pudé.
Rostouci mikrobidlni hustota a aktivita muze urychlovat degradaci latek znecistujicich

[31]. Rychlost degradace se zvysi pokud je vétsi pocet mikroorganizmt v pidé schopnych
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rozkladu kontaminantu. Schopnost odbourdvat uhlovodiky neni omezeny na nékolik

mikrobidlnich rodl. Existuje riznorodd skupina bakterii, které maji tuto schopnost [31].

vvvvvv

Arthrobacter, bacillus, Flavobacterium, Nocardia, a Pseudomonas spp. Bakterie schopné
rozkladat uhlovodiky, Aspergillus a Penicillum spp. byly ¢asto izolovany z motskych a
pudnich prosttedi. Jednotlivé organismy mohou obvykle metabolizovat jen omezenou fadu
uhlovodikovych substrati. Proto je poZadované bohaté spoleCenstvi s Sirokymi

enzymatickymi kapacitami, aby se odbourdvaly komplexni smési z uhlovodika [21].

V Petrobas Research centrum v Rio de Janeiru, Brazilii, zkoumali biodegradaci
mikroorganizmy. Nejlepsi biodegradace byla ziskand pouZivanim 10° CFU/g ptdy, ndsada

obsahovala bakterie Norcardia nova (M29) a Rhodoorula glutinis (M36) [26].

14 Biologicky rozlozitelné polymery
Biologicky rozlozitelné polymery je mozno rozd¢lit do dvou zakladnich skupin:
¢ Syntetické polymery

e Pfirodni polymery tzv. biopolymery

141 Syntetické biorozlozitelné polymery

Mezi materidly vyrdbéné ze syntetickych surovin je mozno zafadit dle [32] prevaziné
estery. RozSifovani vyroby syntetickych a pfirodnich biologicky degradovatelnych
polymerti tizce souvisi i s vyvojem mezinarodni legislativy a s cenovymi relacemi na trhu
v porovnanim s cenami ropy a zemniho plynu [2]. V soucastné dobé vyrdbéné polymery

1ze rozd¢€lit na bazi:
e Kopolyesteru: Ecoflex (BASF), Estar Bio (Chemical)
e Polykaprolaktonu: CAPA (Solvay), Tone polymer (Union Carbide)
¢ Polybutylensukcinétu: Bionole (Showa Highpolymer)
e Polyesteramidu: BAK (Bayer)
¢ Polyesteruretanu: MHP 9029 (Bayer)

e Polyesterkopolymeru: Degranil (Bayer)
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¢ Syntetické kyseliny polymlécné: (Fortum)
e Polyesteru: Biomas (Dupoint)

e Polyanhydrida

¢ Polyvinylalkoholu

e Polyvinylacetétu

1.4.2 Piirodni biorozlozitelné polymery
Biopolymery jsou polymery uspotfddané v piirodé béhem vyvoje a riistu vSech organismd.
Proto jsou také oznaCované jako ptirodni polymery. Jejich syntéza obecné zahrnuje

katalyzovany systém enzymy, které aktivuji monomery. Tyto monomery mohou daile
fetézovou reakci rust do polymert, které jsou typicky uspotfddané uvniti bunék. Vzniklé

polymery miZeme déle d€lit podle vzniku na [2]:
® ZivocCiSné
e rostlinné
¢ mikrobidlni (bakterie, plisn¢)

A dale podle chemického slozeni:

e polysacharidy (celuléza a jeji derivaty, alginity, dextran, chitosan, Kkys.

hyaluronova)
e Dbakteridlni polyestery (polyhydroxi mdselnd kys, polyhydroxi alkoholat)

¢ bilkoviny (kolagen, fibrin)

1.5 Charakteristika pouZzitych polymeru

1.5.1 Polyvinylalkohol

Charakteristika PVAL

Polyvinylalkohol je sypkd hmota krystalického charakteru. Patii mezi ve vodé€ rozpustné a

biologicky dobfe rozlozitelné polymery. Za urCitych vyrobnich podminek ma
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termoplasticky charakter. Pouziva se jako zahuStovadlo a stabilizator suspenzi a na vyrobu

chirurgickych niti.

V préci [33] se zabyvali adsorpénimi a desorpnimi vlastnosti PVAL. A zejména adsorpci
na kfemenném pisku, huminovych kyselindch a puad¢. A jeho nédslednou desorpci vodou,
methanolem, NaOH, CH;COOH, HCI, H3;POs,HF. VSechny analyzy bylz sledovédny
pomoci NMR spektrélni analyzy.

Vyroba PVAL

Pramyslové se pfipravuje hydrolyzou alkoholického roztoku polyvinylacetatu v kyselém
nebo zdsaditém prostredi. Pfim4 syntéza neni moznd, protoZze monomer vinylalkoholu
prechdzi ve stabilnéjsi formu acetaldehyd. Na jeho rozpustnost mé vliv obsah acetatovych

skupin, kde béZny obsah skupin je asi 15 % a rozpousti se v teplé i studené vodé.

Biodegradace PVAL

Prvnim zjiSténym druhem schopnym asimilovat PVAL byl rod Pseudomonas izolovany
z pudnich vzorkt. [3, 4, 34]. Bakteridlni rod Pseudomonas vyuzivd k degradaci PVAL
sekundérni alkoholové peroxidazy [3, 5, 6]. Tyto zkousky byly uzavieny tim, Ze po¢ate¢ni
biodegradace probihd stupnovité a zahrnuje enzymatickou oxidaci sekunddrni alkoholové
skupiny v PVAL na skupinu ketonu. Nasleduje dale hydrolyza ketonové skupiny, kterd ma

za nasledek Stépeni fetézce.

DalSimi bakteridlnimi druhy s podobnymi vlastnostmi izolované z kontaminovaného
prostiedi jsou rody Flavobacterium [3] a Acinetiobacter [35], Alcaligenes, Bacillus [36] a

aktivita druhu Phanerochaete crysosporium [37].

Degradace PVA houbami a plisnémi byla popsdna v praci [Nord FF. Dehydrogenation
activity of Fusarium lini B. Naturwiss 1936;24:763.], kdy zjistili, Ze ptisobenim Fusarium
lini a Phytopathogenic fungus se produkuje CO, a voda nédsledkem extraceluldrniho utoku

dehydratazy.

Jako mikrobidlni zdroj poslouZila smés plidy, zejména smés zemedé€lské pudy a lesni pidy.
Upravu pudy obsahuje price [15]. Bylo zjisténo, ze se PVAL rozkldd4 padnimi MO, ale
pokud Slo o izolaci téchto baktérii v Cisté kultiife tak ztratila tuto schopnost rozkladat
PVAL. To se pfisuzuje pifisnym symbiotickym podminkdm. V prici se zmifuji, Ze se

v pudnim pohibivacim testu dosdhlo nizkych stupiitt biodegradace PVAL, které byly
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zpusobeny bud’to nedostatkem degradujicich MO nebo v pevny vzorek odoldval svymi

vodikovymi vazbami, které piekdzeji enzymatickému utoku v polymeru [36].

Modifikace PVAL

Nemén¢ dulezité jsou i jeho smési, které nachdzi ¢im dal tim vice uplatnéni v praxi.
Naptiklad na Katedfe plasti a kaucuku na FCHPT, STU Bratislava v spoluprici s UTB
Zlin, fakultou technologickou vyvinuli a dspé$né aplikovali do praxe degradovatelny,
vodorozpustny polymer PVA/CH. Je to smés na Slovensku vyrabéného polyvinylalkoholu
(PVA) s hydrolyzatem kolagenu (CH), ktery se specidlni technologii ziskdvd z odpadu
kozatského primyslu [38]. DuleZitou vlastnosti PVA/CH je jeho vysokd pevnost za sucha
a vybornd rozpustnost ve vod¢. Tim naSel uplatnéni v obalovém hospodérstvi. Vysledky
testll biologické degradace PVA ukazuji na velmi slabou schopnost degradovat takovyto
materidl plidnimi mikroorganismy a mikroorganismy béZnych v komundlnich cistirndch

odpadnich vod. Proto se hledd vhodné mikrofléry schopné degradace na bazi PVA [39].

Dalsi zemi, kterd se zabyva vyvojem a testovani téchto smési je Mad’arsko. Vyzkumny
ustav potravindisky v Budapesti vyvinul plast na bazi Skrobu s piisadou PVA v riizném
obsahovém poméru od 20 do 47%. Zdroj Skrobu poslouzily zemédé€lské plodiny jako
kukufice, brambory a pSenice. Po probéhnuti testti na degradabilitu prosly nejlépe vzorky

vyrobené na bazi bramborového Skrobu [40].

Dalsi smési jsou podrobné popsané v praci [8], kde jsou napf. zminéné smési PVAL/-

celul6za, -Skrob, -chitin, -Zelatina, -PHB aj.
1.5.2 Xanthan

Charakteristika Xanthanu

Jedna se o pentasacharid, kde se v fetézci opakuji pentasacharidové jednotky sestavajici se
z B[1-4] fetézce D-glykosylu (celulézovy fetézec) a s a[1-3] trisachariddi umisténych na
postranim fetézci (D-manéza-B[1-2]-D-glukuronovad kys.-B[1-4]-monéza)). Xanthan je
vysoce molekuldrni latka (2.106-5.107) a obsahuje D-glukézu (2,8 mol), D-manézu (3,0
mol), D-glukuronovou kyselinu (2,0 mol), kys. octovou (piiblizné¢ 4,7%), Kkys.

pyrohroznovou (pfiblizné 3%).
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V pfirozeném prostiedi se jednd o rostlinny patogen, protoZe ucpava cévy rostlin
polymerem a znemoZiuje tim transport vody. V prumyslu se polymer ziskdvd pfi

submerzni kultivaci, kdy dochdzi k extracelularni produkci tohoto sacharidu.

Vlastnosti je diilezité zminit jeho vhodné rheologické vlastnosti, protoze fedény roztok je

vysoce viskdzni a jeho viskozita je nezdvisla na teploté a pH.

Vyuziva se v potravindiském primyslu jako stabilizator ovocného aroma, pivni pény, pfi
vyrob¢ sirupti, jako ptisada pekafskych ndplni, adhesivum, abrasivum, gelatiniza¢ni
¢inidlo, emulgdtor v saldtovych dresingdch a pii inhibici ristu ledovych krystali ve

zmrzlin€ [10].

Vyroba Xanthanu

Za producenta se povazuje Xanthomonas campestris. Pro jeho syntézu je tieba 12
specifickych enzymd.

Proces produkce polymeru probihd pii 28°C a pH = 7,0. Jako zdroj uhliku se pridava
Skrob, hydrolyzat Skrobu, 1% glukosa nebo 3% sacharosa. Pti vyss§i koncentraci glukosy se

efektivnost snizuje. Kultivace trvd 48-72h. Naslednd extrakce polymeru se provadi

ethanolem. Ro¢ni produkce ¢ini 10-20.000 tun [10].

Biodegradace Xanthanu

Cellulomonas sp. LX, ktery byl neddvno izolovany z pudnich vzorki miize odbourdvat
extracelularni polysacharidy jako je xanthan. Xanthan degraduje aktivni enzym zminéné
kultury, ktery byl ziskan z prostiedi supernatanu, kde byly pestované bakterie s pifidavkem
xanthanu jeko jediného zdroje uhliku. Optimalni pH a teplota pro degradaci xanthanu jsou
pH = 6.0 a teplota 40°C [41]. Dalsi bakterii pSstované v pfitomnosti xanthanu je
Paenibacillus alginolyticus XL- 1, izolovand z pudy, kterd odbourdva pfiblizn¢ 28%

xanthanu pti pH 6,0 a 55°C [42].
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1.5.3 Gellan

Charakteristika Gellanu

Jedna se o linedrni anion-heteropolysacharid sloZeny ze ¢tyt sacharidi B—D-glukézy, B—D-
kyseliny glukuronové, B—D-glukézy a B-L-rhamnosy. Opakovani jednotek v fetézci je

zpisobeno karboxylovou postranni skupinou.

Gellan je Siroce uZzivany v potravindiském primyslu diky jeho schopnostem tvofit
prihledné gely, které jsou odolné viici teploté a kyselindm v porovndni s dal$imi
polysacharidickymi gely. Gel se utvafi prostorovym uspotfdddnim tepeln¢ reversibilniho
pfechodu ze stavu jednotlivé ndhodnych makromolekul k vice uspofddanému stavu, tak Ze
se makromolekuly paruji mezi sebou a tvoii dvojSroubovice. Jednotlivé makromolekuly
mohou byt zapojeny i do vice neZ jedné spirdly. Takovymto zplsobem jsou tvofeny

pfechody mezi spirdlami a nasledné je ziskany gel [43, 44].

Vyroba Gellanu

Za zdroj se povazuje bakterie rodu Pseudomonas elodea [45] a Sphingomonas

pancimobilis NK2000 [46].

Modifikace Gellanu

Byly vytvofeny smési s PVAL (gellan/PVAL) s riznymi vdhovymi podily. Dané filmy
byly tvofené odlévanim pii pokojové teploté [47]. Nasledna stabilita filmt byla zvétSena
chemickou glutaraldehydickou vazbou mezi fetézci. Pro zjisténi termickych,
mechanickych a morfologickych vlastnosti bylo pouzito mnoho metod jako jsou diferen¢ni
scanning calorimetrie (DSC), dynamicko mechanickd termalni analyza (DMTA),
scannovaci electronovd mikroskopie (SEM), X-ray spectroskopie a thermogravimetrickd
analyza (TGA). Navic byly provedeny testy za ucelem zhodnotit smési gellan/PVAL na

biorozlozZitelnost [48].

Termdlni analyza smési gellan/PVAL filma ukdzala, Ze rozpoustéci teplota PVAL zustava
stala zatimco PVAL rozpoustéjici entalpie se sniZuje se zvySovdnimobsahu gellanu ve
filmu. Smési s obsahem gellanu vyssi nez 50% se rozpousténi PVAL neukézalo byt velké.
To naznacuje, Ze stupen krytalinity PVAL se sniZzuje v pfitomnosti gellanu, zatimco

krystalinickd struktura zlstalanezménénd. Hodnota Tg PVAL se linedrné zvySovala se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

stoupajici obsahem gellanu z hodnoty 67°C (¢isty PVA) na 83°C (gellan/PVAL v podilech
60/40). Za to analyza z termograml ukazdla sniZzeni Tm PVAL se stoupajicim obsahem
gellanu. Toto by mohlo byt zptisobeno vyssi pohyblivosti makromolekul v rozpusténém
stavu a vzdjemnym ovliviiovdnim obéma polymery [48]. Termogravimetrickd analyza
ukdzala, Ze tepelnd odolnost mezi Cistymi latkami a smési nezdvisi na sloZeni [49].
Vysledky z této analyzy ukazovaly vzdjemné ovliviiovani mezi latkami. Pokud byl gellan
obsazen v 50%, smés gellan/PVAL se rozdé€lila a vznikly dvé oddélené faze. Vysledky
DMTA analyzy ukazovaly u smési gellan/PV A filmt a Cistymi slozkami stejné piechody.

Pomoci povrchové analyze XPS bylo zjiSténo, Ze povrchové chemické sloZeni nebylo
rizné s ohledem na slozeni smési ve smyslu, Ze Zadny homopolymer nemd sklony
pfesunovat se smérem k povrchu filmu. SEM obrazy ukdzaly husté a stejnorodé uspotradani

bez zndmky prechodu fazi na slozeni filmua [48].

1.54 PHB

Charakteristika PHB

Mikrobidlni syntetizovany polyester polyhydroxybutyrat (PHB), termoplast, produkujici
mnohymi baktériemi jako intraceluldrni uhlik a jako zdroj energie, napf. Azotobacter

chroococcum 23 [50], Bacillus megaterium [S1].

Vyroba PHB

Ve vyrobnim primyslu miZe suSina bakterii obsahovat od 70 do 90 vahovych procent
PHB [50]. Primyslové se vyrdbi fermentaci glukézy napt. za piitomnosti baktérie
Azotobacteru chroococcum 23 [52-54]. Obsah PHB v biomase se obsaZen ze 75 vdhovych
procent. ObsaZeny polymer se dale extrahuje z biomasy pomoci chloroformu. Roztok se

déle filtruje a vysrazi isopropanolem.

Biodegradace PHB

V préci [55] uvetejnili, ze PHB je velmi dobfe biologicky odbouratelny, mikroorganismy

z kontaminované ptudy timto polymerem, béhem 20 dni.
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Modifikace PHB

U modifikace s PEG byly dosazeny nejlepsi vysledky tuplné biodegradace u vdhového
poméru PHB/PEG 10%, a u poméra PHB/PEG do 10-30%, byly zjisténé nerozloZitelné
zbytky PEG [56].

1.5.5 Skrob

Charakteristika Skrobu

Skroby jsou makromolekuly tvofené glukosou vézanou a-glykosidicky, pfi¢emZ tato
glukosova jednotka se opakuje tisickrit az desettisickrit. Kromé téchto polysacharidickych
litek obsahuji jednotlivé skroby i lipidy a proteiny a zhruba 10 aZ 20 % vody. Skroby jsou
tvofené pomoci dvou riiznych polysacharidi - amylosy a amylopektinu. Amylosa je
linedrnim fetézcem, obsahujicim jednotky D-glukosy, navzdjem vazané vazbou o(1,4),
pficemZ tento fetézec ma strukturu Sroubovice. Amylopektin obsahuje také D-glukosu
vazanou vazbou a(1,4), na rozdil od amylosy vsSak pfipadd na kazdych 20 az 25
glukosovych jednotek jedno rozvétveni, kdy se novy fetézec vaze zplsobem a(1,6).
Skroby obsahuji asi 15 aZ 25 % amylosy. Amylosa s vodou vytvaii koloidni roztok, ktery
na rozdil od roztoku amylopektinu nepiechdzi do gelového stavu. Amylopektin se ve
studené vod¢ nerozpousti, jen siln¢ bobtnd. Pti vyssi teploté se koloidné rozpousti. Kdyz se
takto pfipraveny roztok ochladi, pfeméni se na gel. Amylopektin i amylosa spolu vytvareji

micelarni strukturu skrobovych zrn.

Skrob je Siroce vyuZivand surovina pro vyrobu filmd kviili rostoucim cendm a klesajici
dostupnosti tradi¢nich filma z pryskytic [57]. Tyto filmy maji nizkou propustnost a jsou
tak atraktivni pro vyrobu obalovych materidlii a vyrobé plastii v zemé&dé€lstvi, které jsou

pomoci pidnim mikroorganismtim degradovatelné.
Vyroba skrobu

Biodegradace skrobu
Skrob byl po mnoho let pouZivan jako piisada v plastech pro réizné déely. Byl ptiddvan
jako plnivo [58] k riznym pryskyficim k tvorbé filmi, které branily pronikdni vody a

vodni péry. Déle byl zkouman jako biodegradovatelnd slozka v LDPE [59, 60].
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Byl pfipraven Skrobem plnény PE film [61], ktery se stal pdérovity po extrakci Skrobu.
Tento pérovity materidl mize byt napadeny mikroorganismy a rychle sycen kyslikem, tim
se zvysi degradace biologickymi a oxida¢nimi cestami. Ve studii [62] bylo objeveno, Ze
Skrob/PVAL by mohl byt pouzit jako vodé odolny, rozlozitelny mulCovani film

v zemeédélstvi.

Modifikace Skrobu

Pro pouziti v technickych oborech se Skroby ¢astecné chemicky upravuji - hydrolyzuji,
esterifikuji a podobné. Vytvofenim smési se zlepsi jeho vlastnosti [63]. PouZiva se bud'to
jako smés granuli nebo se rozpousti ve vodé a smisi se s vhodnym polymerem na
molekuldrni drovni. Ve struktufe polymeru je pak obsazen Skrob, ktery je piistupny

enzymum jako je amyldza nebo glykosidédza.

Skrob miize byt modifikovan s nepoldrnimi skupinami, estery tukd [64] uZ vyvinutou
metodou [65]. Nebo ve studii [66] pfidali Skrob k uretanovému systému pro zvySeni
tlumeni ndrazi pény. Tyto metody ukazuji, Ze Skrobové produkty zméni odolnost pén vici

plamenu a rychleji jsou napadené piidnimi mikroorganismy.

1.6  Metody testovani biodegradability polymeru

Biodegradabilita prvnich biodegradovatelnych plastii byla testovdna metodami vyvinutymi
pro studium schopnosti plastli odoldvat mikrobidlnimu napadeni [67]. Tyto testy byly
posléze nahrazeny metodami, které stanovuji koncové produkty mikrobidlniho
metabolismu. Aby bylo vyhovéno v§em pozadavkiim na testovani biorozloZitelnosti plasti,
byla vyvinuta fada metodik pokryvajicich témét celé spektrum prostiedi ve kterych plasty
po jejich upotitebeni konci.

MoV

podporuji ji i dalSi procesy, které uz byly popsdny v odstavci 1.3. Mikrobidlni aktivita
méni zdroven strukturu latek kultivatniho média. V anaerobnich podminkach dochdzi
vétSinou ke sniZzeni pH vlivem organickych kyselin produkovanych mikroorganismy.
Naproti tomu v aerobnim prostiedi mize pH i vzrust (pfi kompostovani dochdzi obvykle
ke zvySeni pH na 8-9) [68]. Vlivem ohromnych rozdild v piirodnich podminkéch

s

biodegradabilita polymert silné kolisd jak v globdlnich méfitcich, tak i v rdmci malého

v
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lokalité. Pii testovani by podminky prostiedi mély byt udrZzoviany co moZna
nejstandartnéjS$i a nejkonstantngjsi, aby byla zajiSténa spolehlivost a reprodukovatelnost

vysledki. Testy miZeme rozd¢lit na:
Testy s ptidnim inokulem:
e Zahn-Wellens/EMPA test (CSN EN 29888, OECD 302B)
Testy s navazkou pudy:
e Pudni pohibivaci (burial) test
Testy, kde je mozné pouzit jak vodni vyluh tak i navazku pidy:
e Sturmav test (ISO 17556, OECD 301B, ASTM D 5209)
e Head-space test: CO, v plynotésnych lahvich (ISO/DIS 14593)

Nebo se také pouZzivaji dodatecné analytické metody ke sledovani degradability a zmény

vlastnosti polymert a to zejména:
e Scannovaci elektronovd mikroskopie (SEM Analysis) [69]
e Mechanické zkousky (zkouska tahem) [69]
e Termogravimetrickd analyza (TGA) [70, 71]

¢ Fourierova infracervend spektroskopie (FTIR) [71, 72]

1.6.1 Zahn-Wellens test (CSN EN 29888, OECD 302B)

Jde o zkousku podle normy CSN EN 29888 z roku 1999, kterd umoZfiuje jen testy u
rozpusténych vzorki. Z toho vyplyva, Ze testovaci prostiedi je kapalné a tbytek substritu
je sledovan pomoci analyzdtoru uhliku. Odbéry vzorkl jsou piimo z kapalné faze ve
stanovenych Casovych intervalech a je zaznamendvan ubytek organického uhliku, véetné

korekce na blank, Case.

1.6.2 Pudni pohibivaci (burial) test

Jedna se o jednu z normalizovanych metod na stanoveni biodegradace, kde se vysetiuje
vzorek materidlu zahrabany (pohibeny) v chrdnénych venkovnich lokalitich nebo
v laboratornim prostiedi, kde je lepsi kontrola nad teplotou a vlhkosti béhem procesu [73].

Nevyhodou venkovniho ptidniho burial testu je to, Ze dochdzi k nekontrolovatelnym
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faktorim jako jsou lidsky nebo zviteci faktor a zmény podnebi. Pomoci téchto faktort
dochdzi k nereprodukovatelnosti pokusu. Nicmén€, mnozi autofi 1 pfes tyto problémy

provadéji burial testy ve venkovnich podminkéch v riznych ro¢nich obdobi [74, 75].

Laboratorni ptidni burial testy trpi také nevyhodou a to nedostatek kontroly nad pidnimi
MO. Mnozi autofi chtéli obejit tento problém tim, Ze naockovali pidu zndmymi
zkusebnimi MO, nebo provedli sterilizaci pudy a poté ji naockovali [76]. Nicméné&, oba
ptiklady oSetieni pidy nevedlo k uspokojivym vysledkiim, protoze doslo k poruseni

symbiotickych vztahli mezi pivodnimi MO.

Piidni mikrobidlni spole¢nostvo se skladd z velkého mnoZstvi jednotlivych MO (bakterie,
aktinomycety, houby, kvasinky, fasy, a prvoci) obvykle v rozsahu od 500.10° do 500.10°
na gram pudy [77].

Naptiklad laboratorni ptidni pohibivaci test je provadén v praci [69] zahrabdnim 350 mg
suchého filmu 10g lesni pidy. Vyvinuty CO; rozkladem vzorku byl zachycen do roztoku
KOH (0,05N) a titrovdn nasledné roztokem HCI (1N), s ptidavkem BaCl,. Vysledek byl
dale korigovdn na slepy pokus a zaznamenan jako procento odstranéni substratu na

teoretickou produkci CO,.

Nebo lze pokud provést tak, ze se vzorek folie (500 mg) rozstithd na malé kousky o
rozméru (2x2 mm) a smichd se s 25g kompostovaci piidou v ldhvi a uzavie a pfipoji na
uzavieny cyklus respirdtoru Micro-Oximax (Columbus Instruments, Columbus OH).
Teplotni podminky pro degradaci byly 25°C a zdznam produkce CO; byl kazdych 6 hodin
po dobu 55 dnti [70].

Alternativu padnich pohibivacich testli provedli v pokusu [78], kde vytvorili alternativu
respirometrické ldhve s vyuZitim perlitu, ktery odd¢luje pidu se zahrabanym vzorkem

zobrazenym na obrazku 2.
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Obr. 2. Alternativa respirometrické ldhve s vyuZitim buridl testu

1.6.3 Sturmiiv test (ISO 17556, OECD 301B, ASTM D 5209)

Princip Siroce uzivaného CO?2 evoluc¢niho testu, také zndmého jako Sturmiv test, slouzi ke
stanoveni biodegradace organickych smési aerobnimi MO, za pouZiti vodnych testovacich
systémi a sledovani produkce CO?2. Testovaci ldhev obsahuje substrat jako jediny zdroj
uhliku, anorganické médium a obvykle aktivovany kal, ziskany z odpadni vody Cistirny
odpadnich vod nebo z jiného zdroje jako je extrakt z ptidy nebo je mozné pouZit navazku

pudy jako zdroj MO.

Vodni testy jsou kompromisem a feSi problémy, které jsou popsdny témét ve vSech
kapitoldch. Zejména pomalejsi a mdlo efektivni biodegradaci polymerid v samotném
pudnim prostfedi. Tyto testy jsou pfechodem mezi testy v pudnim a vodnim prostiedi.
Nekopiruji sice pfesné¢ podminky probihajici v pudé, ale informuji o biodegradacnim
mechanismu, rychlosti rozkladu, atd. Ve zkratce se o téchto testech da fici, Zze neddvaji
pfesny pohled na biodegradaci v ptud¢, ale jsou z mnoha ohled vyhodnéjsi (napt. rychlost

biodegradace).

Principem pokusu je, Ze testovaci 1dhve jsou provzduSnovany vzduchem zbaveného CO2 a
jsou uskladnény pii 20 + 2°C obvykle 28 dnii za neustilého michdni magnetickym
michadlem. CO2 vyprodukovany béhem mikrobidlni degradace je jimén ve dvou externich
nadobéch obsahujici vodny roztok NaOH. Vzorky jsou odebirdany v pravidelnych ¢asovych

intervalech a je z nich pocitan stupen biodegradace.
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Je mozné také pouzit alternativu jako automaticky CO?2 evolu¢ni test. Kdy do roztoku
NaOH je ponofena nakalibrovana elektroda a méii se vodivost roztoku. Tento roztok musi
byt neustidle michdn. Pfeména je zjiStovdna z vodivosti vztazend na koncentraci CO?2

(mg.1"") a po ode&teni blanku je vypo&itdn stupeii biodegradace [79].

ISO 17556 — Méveni tiplné aerobni biodegradace polymeru v piiddach

V prici [41] byla zkoumédna vhodnost zkuSebni metody ISO/DIS 17556 pro plasty:
stanoveni kone¢nych produkti aerobniho rozkladu v piidé - méfenim spotieby kysliku

nebo produkce oxidu uhli¢itého.

Z naméfenych vysledkli pfi pouzivdni komer¢ni raSeliny se zjistilo, Ze md vysokou
endogenni respiraci. Je to z toho ditvodu, Ze raSeliny jsou velmi bohaté na organicky uhlik
(23%). Pro ptekondni tohoto problému se davkovalo mens$i mnozstvi pidy (20g) i

zkouseného materidlu (100 mg) coz pdporuje ISO normé.

Pomoci takovych nizkych mnoZstvi dosdhla celul6za konecné biodegradace asi 80%. Ale
na druhé stran¢, materidly, které maji vysokou schopnost biodegradace dosdhly rozkladu
jen mezi 35 - 45 %. Problém by mohl byt ndsledkem né4c¢rtku reaktoru navrhovaného v ISO

normé¢. Podle ISO/DIS 17556 by mélo provzdusnéni atmosféry vypadat nasledovngé:

Cestvy - —» Vysoky Oy,
vzduch i i
v

N
al

N,

Vysoky CO,,
Puda ySORy g

Obr. 3. Reaktor dle ISO/DIS 17556

Problém je u provzdusnovani, protoZe pratokové rychlosti jsou nizké. Diky tomu dochazi

k nedokonalé vyméné plynu v Idhvi a tim i ke ztrdtdm vyprodukovaného plynu CO, a
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Spatnému okysliceni piidy. Aby se vyvarovali tohoto problému byla pouZzita aparatura na

nasledujicim obrazku.

Cestyy — 5 Vysoky COy,

vzduch /[ nizky O,

Puda

Expandovany jil, inert

nebo porézni material

Obr. 4. Upraveny mérici systém pro degradaci v piiddach

Vzduch je vhanén skrz ptidu, do inertni pérovité matrice (kousky cihel, perlit aj.). Pouzitim

W

nové¢ sestaveného reaktoru byly dosahnuty vyssi koncetrace CO, a tim padem vétsi droveén

degradace materidlu.

1.7 Metody stanoveni uhliku a respiracnich plyna (CO,, O,, CHy)

Pro stanoveni spotfeby substratu existuje mnoho metod, které jsou detailné¢ popsany ve
védeckych pracech. Ale pro naSe potteby poslouZi jen metoda zaloZend na stanoveni TOC

u vodnych testii. Podrobné;jsi popis metod je uveden v experimentalni casti.

Pro stanoveni respiracnich plynl vtestech pouZivime zndmé metody zminéné

v predchézejicich kapitolach, jako jsou pro stanoveni produkce oxidu uhli¢itého (CO,):
¢ Plynova chromatografie
e [R-spektroskopie
e Titracni analyza
Dile pro stanoveni tbytki kysliku (O,) v aerobnim prostiedi:
¢ Plynova chromatografie

® Analyzéitoru magnetické rezonance
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1.7.1 Plynové chromatograficka analyza (GC)

v, o2

Plynové chromatografickd analyza se pouzivd dle normy ISO 6974 a je zde uveden piiklad
z prace [80] méfeni hlavnich plynnych slozek (CHi, CO,, O,, N, a Ne), které byly
analyzované na mobilnim CP-2002P Chrompack-Micro GC (Chrompack International BV,
Nizozemi). Plynovy chromatograf byl vybaveny tepelné¢ vodivostnim detektorema (TCD) a
dvéma kolonama. O; a N, byl rozdélovan na kolon¢ dlouhé 4 metry (Molsieve SA) a CHy,
CO; na 10 metrové koloné (Poraplot Q). Jako nosny plyn se pouZzivalo hélium a teplota
termostatu (kolon) byla 40°C. Pro kalibraci byl pouzit standardni plyn od fy. MicroLab
(Aarhus, Dansko).

1.7.2 Pouziti pfistroje Micro-Oxymax

Pouziti respiracniho pfistroje Micro-Oximax (Columbus Instruments, Columbus Ohio) jiz
zminéného v pohibivacich testech kapitola 1.7.2 je velmi vyhodné [70]. Vyhody jsou, Ze
pristroj pracuje sdm dle nastavenych parametrii v programu a zdleZi jen na piidavnych
detektorech co se bude méfit. V naSem piipad¢ jde o méteni respiracnich plyni CO,, O,
CH4. Nevyhodou je jen cena méficiho systému a absence pfistroje, jako alternativu méient,

v norméch ISO & CSN.

Tento pfistroj verzi 6,0 a se softwarem verze 6,06d upgradovany na 6,09 pouZzivali v praci
[81]. Pfistroj méfil mnozstvi vyprodukovaného CO, pomoci IR-detektoru. Méfené vzorky
byly udrzované za aerobnich podminek. Vzorky v mnoZstvi 25 - 100 mg byly umisténé v
250 ml 1dhvich. Pfedchozi vyzkumy v Cal Poly ukdzal optimdlni teplotu piidy mezi 25 a 30
°C [82], v zavislosti na podnebi, kde se puda vyskytovala, byly ldhve umisténé ve vodni
lazni (Precision 180 Series) pfi teploté¢ 30°C. Piistroj byl nastaveny analyzovat CO, kazdé
tfi hodiny a refre§ (obnoveni plynné atmosféry) lahvi kazdych Sest hodin. Vysledky
vyjadfovali jako ml CO,.g” pudy za hodinu. PouZité nastaveni piistroje v programu je

uvedeno v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Nastavitelné promeénné v respiranim experimentu

Sample interval for experiment (HHH:MM:SS): 003:00:00
Duration of experiment in minutes: 4320-8640
Purge sensors between measurements: YES
Refresh threshold (% O2 or COz): 0

Refresh experiment after this many samples (2-99): 2

Refresh window (seconds): 45
Starting chamber to use auxiliary temperature probe: 0

Automatically measure chamber volumes in this experiment: | NO

Sensor Volume re-measurement interval (0=Do not use): 0
Gas Measurement units (1=ul, 2=ml, 3=mg, 4=um, 5=um): 1
Time units (1=minutes, 2=hours): 2

Normalize units (0=No normalize, 1=gm, 2=kg, 2=ml, 4=I): | 1

Measure O2 consumption as a positive number: NO
Calculate % of Theoretical Maximum Yield: NO
Starting Channel used for control, 0 = not used: 0
Number of channels to use for control (0-4): 0

1.8  Strediska informaci o biologické degradaci

Zde je uvedeno né¢kolik zahrani¢nich center a agentur, které se zabyvaji biologickou

rozlozitelnosti.

¢ Biodegradation Information Centre (The University of Aston, Anglie)

¢ Information Service of Toxicity and Biodegrability - INSTAB (Water Pollution

Research
e Laboratory Stevenage, Anglie
e US Environmental Protection Agency (databanka OCPDB)

e Institut fiir Wasserforschung - Dortmund (databanka DABAWAS)
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e Henkel - Diisseldorf (databanka SUSANA)
e [Institut fiir Wasserwirtschaft, Berlin

U nas jsou od Sedesatych let shromazd’ovany ddaje o biologické rozlozitelnosti na:

e Ustavu technologie vody a prostiedi VSCHT v Praze.

1.9  Navaznost a cile diplomové prace

Price navazuje na predchédzejici diplomové prace zabyvajici se sledovani biologické
rozloZitelnosti v plidnim prostiedi pomoci acidimetrickym a plynové chromatografickym

stanoveni produkovaného oxidu uhli¢itého.

Prace Sedléte J. [83] se zaméfovala na pudni prostfedi, kde byl sledovan rozklad PVAL.
Bylo potvrzeno, Ze rozklad PVAL v pudnim prostfedi je omezen z ndsledujicich pficin:

kyseld povaha ptdniho substratu, nizsi dostupnost polymeru mikroorganismtim, z divodu

davkovani ve form¢ prasku, a nevhodné zvolena vyssi teplota biodegradace.

Cilem priace Dvotdkové M. [84] bylo ovéfeni pouZitelnosti plynové-chromatografické
koncovky jako jediného kritéria biodegradace polymerd. Pro testovdni byly pouZity
smésnné plastové folie v pudnim prostredi a ve vodném prostiedi s pidnim vyluhem jako
inokulem. Pfi hodnoceni biologické rozloZitelnosti byly provadény testy sledujici produkci

oxidu uhlic¢itého a ubytek organického uhliku.

Posledni diplomovad prace Malanika P. [85] byla zaméfena na sledovéani biologické
rozloZitelnosti v pidnim prostfedi pomoci acidimetrického a plynové chromatografického
stanoveni produkovaného oxidu uhli¢itétho a porovnani téchto analytickych metod.
V testech byly aplikovany ve vodé nerozpustné polymery jako jsou polyhydroxybutyrat,
poly-e-kaprolakton (PCL) a jejich smési. V nékterych testech byly jako modelové
substraty pouzity také hydrolyzét kolagenu (HYKOL) a polyvinylalhohol.

Tato diplomové priace je zamétfend na sledovani rozloZitelnosti biopolymeri v pidnim
prostiedi za aerobnich podminek a nalezeni vhodnych podminek pro biologickou
rozlozitelnost v pudnich testech. Pro sledovani biologickych procesii byly pouZzity analyzy
plynné faze v biologickych reaktorech pomoci titracni analyzy, plynové chromatografie,
infraervené analyzy a paramagnetické rezonance na automatickém analyzatoru

MicroOxymax.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a roztoky

Pfi laboratornich pokusech byly pouzity chemikalie Cistoty p. a. od fy. Lachema a. s.,
Ceskd republika. Byla pouzita kys. chlorovodikovd, hydroxid sodny, chlorid barnaty,
chlorid sodny, 0,5% roztok fenolftaleinu, methyloranz, hydrogen uhli¢itan draselny, siran
amonny, hydrogen fosfore¢nan sodny, minerdlni médium, He jako nosny plyn pro GC
Cistoty 4.6, smésny synteticky plyn obsahujici CH4 (4,05 obj.%), CO, (0,798 obj.%), N,
(95,152 0bj.%).

Roztok minerdlniho média

SloZeni mineralniho média bylo v souladu s piislusnou normou CSN EN 29408 [86]
tykajici se hodnocenim biologické rozlozitelnosti latek ve vodném prostiedi. K piipravé
bylo pouzito zdsobnich roztokl pfipravenych rozpusténych nasledujicich soli v 1 litru
destil. vody. Fosfatovy pufr byl pfipraven neutralizaci cca 1M H3PO, roztoku cca 3M

NaOH na kone¢né pH = 7,05. Roztoky jsou nésledujici:

A. Fosféatovy pufr pH = 7,05

B. 10,0g (NH4),SOy - siran amonny

C. 27,5g CaCl; - chlorid vépenaty

D. 0,25g FeCls. 6 H,O - chlorid Zelezity hexahydrat
E. 22,5¢ MgS0O4.7 HyO - siran hotecnaty heptahydrat

F. Roztok stopovych prvki:
0,75g H3BOs - kyselina boritd;
0, 05g (NH4)6M070,4 .4 H,O - molybdenyn amonny tetrahydrét;
0,18g CoS04 .7 H,O - siran kobaltnaty heptahydrat;
0,5g MnSO; .4 H;O - siran manganaty tetrahydrat;
0,05g CuSOy .5 HyO - siran méd’naty pentahydrat;
0,1 g ZnSOy .7 H,0 - siran zine¢naty heptehydrat;

3g FeSOy .7 H,0 - siran Zeleznaty heptahydrat
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Na ptipravu 800 ml minerdlntho média v dest. vod¢, kterd byla pfedem provzdusSnéna po

dobu 24 hodin, bylo ddvkovadno po 1 ml zdsobnich roztokt C, D, E, F. Déle bylo pfiddno

100 ml roztoku A a 5 ml zdsobniho roztoku B. Po naddvkovani do 1 1 odmérné banky byl

doplnén objem doplnén po rysku.

2.2

Testované vzorky

V testech byly pouZity nasledujici materidly.

PVAL (obchodni znaceni SLOVIOL P88-08, viskozita 4 % vodného roztoku pfi
teploté 20°C = 8 mPa.s, stupeni hydrolyzy 88 mol %, obsah acetdtovych skupin 12

%, vyrobce Novacké chemické zdvody a. s. , SR)

88-08 (obchodniho oznaceni SLOVIOL, vyrobce Novacké chemické zavody, a. s.,
SR. byl dodén jako praskovéa forma)

neupraveny Skrob (obchodni ndzev Meritena 100, jednalo se o piirodni neupraveny

kukufi¢ny Skrob v praskové formée)

karboxymethyl celul6za (dodavatel Aldrich Chemical comp., molekulova hmotnost
250 000 g/mol, bod tani = 270°C, disocid¢ni stupenr = 0,9, stanovené TOC = 30,26
%)

mikrokrystalickd celul6za (obchodni ndzev AVICEL PH-101, vyrobce Biochemika

Fluka, forma bilého prasku o velikosti ¢astic ~50um)

Xanthan (vyrobce Biochemika Fluka, bily piirodni prasek rozpustny ve vodé,

stanovené TOC = 31,31 %)

PHB (vyrobce Biomer a.g., BRD, praskovd forma, molekulovd hmotnost

327 000g/mol, stanovené TOC = 54,95 %)

smésné polymerni folie na bazi PVAL: D97/234, D97/235, D97/236, které
obsahovaly latky jako jsou: PVAL 205, skrob Meritena 100, plastifik. Skrob GS
14/30, Hykol E, glycerin a Lignin 2, v danych procentuelnich hmotnostnich
pomérech zastoupeni uvedenych v Tabulce 2. podrobnéjsi popis a vyroba jsou

uvedené diplomové praci [84].
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Tabulka 2. SloZeni smésnych polymernich f6lif na bazi PVAL

Typttie | POVAL 205 Mersitkerr?fl 00 §k1rilloqf\}s HykolE | glycerin | Lignin?2
g o, * g O g s g 0% g % g G
D/97/234 |2073] 70 | 30 |10 | o | 0o | o | 0 |45 |15 | 15| 5
D97/235 |2073] 70 | o | o | 45 |15 | o | o [ 30|10 ]| 15] 5
D/97/236 |2073| 70 | 30 | 10 | o | o | 15 45 115 | o | 0
2.3  Biologicky material

Testy ve vodnim prostiedi

U testil biologické rozloZitelnosti ve vodném prostiedi bylo jako zdroj mikroorganismil

pouzit vodny vyluh mikroorganismi z pudy tzv. pidni vyluh, pfipraveny dle ndvodu

v kapitole 2.8.

Pudni testy

V piipad¢ pudnich testli byla pouzita smés 3 pud. Dvou komerénich ptid zahradniho

substrdtu a specidlniho hrobového substritu a jedné pfirodni pidy (odbér HoleSov)

vpomérech2:1: 1.

Pouzité pidy mély nasledujici vlastnosti uvedené, vyrobcem nebo zmétené, v Tabulce 3 a

4. Hodnoty oznacené *, byly naméfené, ostatni byly uvddény vyrobcem.

Tabulka 3. Parametry ptidnich substratt fy. Agro CS a.s. a pfirodni pady

Parametry Substrat zahradni [Substrat na hroby |Ptirodni puda
pH 5,0-7,0 5,0-6,5 ---
Ztrata Zthanim™* [%] 90,36 91,16 16,32

N [mg/1] 150 — 400 100 — 300 ---

P,0O5 [mg/1] 80 -250 100 - 300

K,O [mg/1] 250 - 600 100 — 300 -
Susina* [%] 42,009 52,837 88,017
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Tabulka 4. Parametry smési pud v daném poméru

Parametry Smés pud
pH* 6,557
Ztrata zihanim [%]* 79,52
N* [%] 0,5
P* [%] 0,11-0,22
TOC* [%] 32,9
Susina* 49,74

24 Material k ,,Fedéni‘‘ pid

U pudnich testti fedénych perlitem byl pouzivan Agroperlit fy. Semos cz. Jednalo se o
expandovanou vulkanickou horninu, kterd se v béZzné praxi pouZiva jako materidl, ktery
kypii, vylehcuje a provzdusiuje pudu, zadrzuje vodu a v ni rozpusténé Ziviny. V tabulce 5

jsou uvedeny chemické a fyzikalni vlastnosti perlitu.

Tabulka 5. Parametry Agroperlitu uddvané vyrobcem

Vlastnosti Hodnota
Vlhkost [%] max. 2.0
pH 6,0-7,5
obsah ¢astic pod 0,3 mm [%] max. 15,0
obsah ¢astic pod 1,0 mm [%] max. 25,0
obsah ¢astic pod 1,0-4,0 mm [%] |max. 75,0
sypnd hmotnost [kg/m3] max. 200

2.5  Pouzité pristroje a pomiucky
¢ Analyzétor celkového organického uhliku TOC-5000 A, Shimadzu Corp., Australie

¢ Plynovy chromatograf CHROM 35, Laboratorni piistroje Praha s TCD detektorem a
integratorem Hewlett Packard HP 3396A

® Mikrorespirometr MicroOxymax, Columbus Instruments International Corp., USA
¢ Plynotésné injekeni stiikacky Hamilton o objemech 250 pl a 1 ml
e Tedlariv vak o objemu 0,6 1

Ostatni pouzité piistroje a pomicky byly béZnou soucasti chemické laboratote.
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2.6  Mérici aparatury

2.6.1 Lahvova aparatura

Popis testovacich lahvi

Byly pouzity plynotésné uzaviené lahve o celkovém objemu 1140ml. Lahve byly opatfeny
uzavérem, ktery obsahoval 3 otvory. Prvni otvor opatifeny pryZovym septem byl pouZzivin
pro odbér plynné faze k GC analyzdm. Druhy tzv. jehlovy otvor byl pouZivan pro vstup
Cistictho vzduchu pii provzduSiovani testovacich lahvi vzduchem prostym CO,. Tieti
otvor slouzil jako vystup plynné faze do adsorbérti s NaOH. Schéma pouzitych 1dhvi je

obsaZen v préci [84, 87].

Popis lahvové aparatury

Aparatura byla sloZena z ¢istici a absorpéni vétve. Cistici vétev byla tvofena promyvacimi
bankami, z nichz dvé byly prazdné tedy pojistné a dvé byly Cistici, které obsahovaly 200ml
SM-NaOH. Absorp¢ni vétev (detekCni ¢ast) byla tvofena sadou tii absorbért. V prostiedni
fad¢ nastdval zachyt vyprodukovaného CO, z vlastnich bioreaktorti do 30 ml 1M-NaOH.
Lahve, ve kterych probihala biodegradace, byly pfipojeny pomoci silikonovych hadi¢ek na
Cistici a absorpéni vétev aparatury, obriazek 5. To umozZnovalo diskontinudlni

provzdusnovani ldhvi. Vzduch byl do aparatury nasdvan pomoci Cerpadla, jehoZ rychlost

nasdvani byla nastavena pomoci tlacek pro v§echny ldhve stejné.
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Obr. 5. Schéma aparatury slouzici k provzdusiovadni testovanych lahvi

2.6.2 Automaticky analyzator MicroOxymax

Jedna se o automatizované, diskontinudlni méteni produkce CO,, CHy4 a spotteby O,. Smés
inokula, vzorku a biomédia se nachdzi v reakcnich bankéch, které jsou umistény
v temperované vodni lazni. Piistrojové vybaveni poskytuje 30 méficich pozic. Do
reakénich ban€k je ve zvolenych Casovych intervalech, pomoci Cerpadel, vhanén vzduch
zbaveny atmosférického CO,, pticemz piivodni plyn v reakénich banikdch je analyzovan.
MicroOxymax obsahuje tfi detektory: CH, detektor, CO, detektor a O, detektor. Detektory
pro analyzu CH4 a CO, pracuji na principu infracervené spektroskopie (IR) a detektor pro
analyzu O, na principu paramagnetické rezonance (PMR). Méfici rozsah detektori je pro
IR-detektor 0 az 1 obj.% CO, a pro PRM-detektor 19,8 az 21 obj.% O,. Pokud se dostane

koncentrace mimo interval detekce tak pfistroj neni schopen zméfit spravnou koncentraci.

Naméfené tdaje jsou odesilany do pocitace, kde jsou zpracovéany a vyhodnoceny ve formé
dat, které jsou piimo piepocteny na hodnoty: rychlosti produkce CO, nebo ryhlosti

spotieby O,, kumulativni produkce CO, nebo kumulativni spotteby O,. Pfistroj dale udava
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c¢as meéfeni, tlak a teplotu méfictho systému. Pfistrojem lze také sledovat procesy

probihajici v anaerobnich podminkéch. Schéma aparatury je uvedena na Obrazku 6.
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Obr. 6. Schéma mikrorespirometru MicroOxymax (Columbus Ins. International Corp.,
USA)

2.7  Metody hodnoceni priibéhu biologického rozkladu dle sloZeni

plynné faze

Pro zjistovani a popisu vhodnych podminek v testech biodegradace se vychazelo z metod
sledovani produkce CO, mikroorganismy, které rozkladaly testované latky ve vodnim nebo
v pudnim prostfedi za aerobnich podminek. U vsech testd byl priibéh rozkladu hodnocen
na zdklad€ produkce CO, v dusledku probihajicich mikrobidlnich procesi. Jednalo se tedy
o tzv. respirometricky test stanoveni produkce CO,, ktery je v piipad¢ test ve vodnim
prostiedi upravovan normou ISO 14852 a v ptipad¢ ptidnich testli normou ISO 17556 [88].
Testovany materidl byl v prostfedi jako jediny zdroj uhliku a energie pro mikrobidlni
kulturu. Hodnoticim kritériem v pribéhu biologického rozkladu bylo sledovani poméru
skute€ného vyprodukovaného mnoZzstvi CO, mikroorganismy pfi rozkladu vzhledem
k jeho teoretickému mnoZzstvi CO, (ThCO;) uvolnéného piipadné tplnou oxidaci testovaci

litky (DCO,).
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Mnozstvi vyprodukovaného CO; bylo stanovovano témito riiznymi metodami:
¢ plynova chromatografie
e titracni analyza
¢ [R analyza

Pro zjiSténi vhodnych podminek za kterych testy probihaji bylo nutné sledovat v plynné
fazi také mnozstvi O,, abychom védéli zda-li jsou zajiSténé aerobni podminky. MnoZstvi

O, bylo stanovovano témito metodami:
® plynova chromatografie

® paramagnetickd rezonance

271 Analyza CO; plynovou chromatografii

K separaci a naslednému zjisténi koncentrace CO, byla pouZzitd plynovd chromatografie
(GC) s naplnovou kolonou o délce 3,6 m a vnitinitho priméru 3 mm. Kolona byla plnéna
Porapakem R. K detekci plynii byl pouZit tepelné¢ vodivostni detektor (TCD). K
vyhodnoceni signdlu z detektoru byl pouzit integrator HP 3396A. Jako nosny plyn bylo
pouzit Helium Cistoty 4.6. Pro stanoveni CO; byla pouzita metoda kalibra¢ni pfimky na
standardni plyn fy. LINDE. Kalibracni pfimka je uvedena na Obrazku 7. Parametry

nastavené na plynovém chromatografu CHROM 5 jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Nastaveni pfistroje CHROM 5 na méteni CO,

Kolona napliova s Porapakem R

Teploty Nastfik 100°C
Teplota termostatu 50°C
TCD 100°C

Nosny plyn He (Cistota 4.6)
Pritok kolonou a TCD 30 ml/min

Nastaveni detektoru |Zhavici proud 120 mA
Vystupni citlivost 4
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Obr. 7. Kalibracni primka standardniho plynu s CO;

Méteni obsahu CO, lahvich probihalo v danych Casovych intervalech nebo dle potieby
v z4vislosti na produkci CO,. Vzorkovéni plynu bylo provddéno plynotésnou stiikackou
fy. Hamilton, kdy byl z lahvi pfes septum odebrdan plynny vzorek. Objem odebraného
plynu byl odebirdn v takovém mnoZstvi, aby byl v rozsahu kalibra¢ni pfimky. Vypocet
mnoZzstvi vyprodukovaného CO, jsou uvedeny v kapitole vénované vypoctam. Vysledky
byly vyjadfovany jednak jako kumulativni produkce CO, pro vSechny lahve a pak jako
DCO,, graficky a tabelarné.

2.7.2 Analyza obsahu CO, titra¢ni metodou

Ve zvolenych Casech testu byly vSechny testovaci ldhve pfipojeny na soustavu, Obrédzek 5,
umoznujici provzduSnovat vzduchem prostym atmosférického CO,. Takto upraveny plyn
fedil plynnou fazi a z 1dhve vytésiioval vyprodukovany CO,, ktery byl jimén do 30 ml cca
IM-NaOH po dobu 2 hodin a nasledné stanovovén titraéni metodou pomoci cca 1M-HCl
na fenolftalein. Pro titra¢ni analyzu se pipetovalo 5 ml z adsorb¢niho roztoku NaOH, ke
kterému se ptidalo 5,5 ml 0,5M-BacCl za tcelem vysrdZeni uhlicitand, které by ovliviiovaly
titraci zbylého hydroxidu. Pfesné koncentrace HCI byla stanovena standardizaci na 1M-
KHCOj; na indikdtor methyloranz, a koncentrace NaOH byla nésledné stanovena HCI o

pfesné koncentraci na indikétor fenolftalein.
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2.7.3 Analyza CO; IR spektroskopii

Ke zjisténi koncentrace CO; v testech provedenych na ptistroji MicroOxymax byla pouZzita

IR spektroskopie, popsana v kapitole 2.6.2.

2.7.4 Analyza O, plynovou chromatografii

Stanoveni O; slouZzilo jako dopliiujici analyza ke stanoveni CO,. Obsah O, byl analyzovin
plynovou chromatografii (GC) s ndpliiovou kolonou, obsahuji molekulové sito typu 13X,
o délce 3,6 m a vnitiniho priméru 3 mm. K vyhodnoceni signdlu z detektoru byl pouZit
integrator HP 3396A. Nosny plyn bylo pouzito Helium Cistoty 4.6. Pro stanoveni O, byla
pouzita metoda kalibracni pfimky na atmosféricky kyslik a v den méfeni se ovéfoval jeden
kalibracni bod, na ktery se pfepocitavala aktudlni konc. O, v testovanych lahvich.

Parametry nastavené na plynovém chromatografu CHROM 5 jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7. Nastaveni GC pfistroje na méteni O,

Kolona naplfiova s molekulovym sitem 13X

Teploty Nastrik 30°C
Teplota termostatu 21°C
TCD 100°C

Nosny plyn He (Cistota 4.6)
Pratok kolonou a TCD 30 ml/min

Nastaveni detektoru |Zhavici proud 100 mA
Vystupni citlivost 4

Me¢éieni koncentrace O, bylo provadéno soucasné s odbéry plynti na stanoveni CO,.

Vzorkovani bylo provadéno plynotésnou stiikackou fy. Hamilton.

2.7.5 Analyza O, paramagnetickou rezonanci

Ke zjisténi koncentrace O, v testech provedenych na piistroji MicroOxymax byla pouZzita

paramagnetickd rezonance, popsand v kapitole 2.6.2.

2.8  Ostatni laboratorni postupy a analyzy

Piiprava smési pud
Pid byly zbaveny hrubych necistot napt. kameny, kousky vétvi, listy aj. a byly zjiStény
aktudlni suSiny jednotlivych typl ptid. Pomoci suSin byly vypocitdny navdzky ptd pro

piipravu smési o hmotnosti 60g a 100%-ni susin¢ v danych pomérech. Déle bylo nutné
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pripocist ke kazdé navéazce cca 5% z hmotnosti pud navic, z diivodu ztrat a korekce na

obsah organickych necistot. Pudy pfed pouzitim byly uchovavany pfti 5°C v temnu.

Piiprava pudniho vyluhu

60 g pudy o vlhkosti 50 % bylo smichdno se 300 ml vytfepavaciho roztoku. Na 100 ml
vyttepavaciho roztoku bylo pouZzito 0,5 g NaCl a 0,4 g Na,HPO4 a 100 ml minerédlniho
média. Ke smési bylo pfidino malé mnoZstvi sklenénych kuli¢ek a tfepano na tiepacce asi

120 minut. Poté byla suspenze prefiltrovana pfes pfedem promyty filtra¢ni papir.

Takto pfipraveny pudni vyluh byl pfed pouzitim 24 hod. provzdusnovan ve vhodné

nadobé. A to z diivodu minimalizace organického a anorganiského podilu ve vyluhu.

Piiprava perlitu

Pfiblizn¢ 2 litry perlitu bylo promyvano 4 litry destilované vody. Tento postup byl

opakovavan do té doby az byl perlit zbaveny prachovych a hrubych ¢éstic (kaminky).

Stanoveni TOC na analyzdtoru uhliku

Princip stanoveni TOC byl zaloZen na oxidaci veSkerého organického uhliku ve vzorku ve
spalovaci trubici s platinovym katalyzatorem pii 670 °C v proudu kysliku. Vznikly CO,
byl veden do NDIR detektoru (Non-Disperse Infrared Detector), kde signdl vznikajici
absorpci pfislusné vlnové délky byl registrovan jako plocha piku pifimo uUmérnd

koncentraci TOC ve vzorku. MnoZstvi uhliku se vypocitalo pomoci kalibra¢ni piimky [89].

Stanovent susiny

Do predem vysuSenych a zvdZenych petriho misek s pfesnosti na 0,0001g byl ptiddn
vzorek pudy, smési pud nebo fedéné smési pud perlitem. Petriho misky byly suseny pfi
teploté 105°C po dobu 3 hodin do konstantni hmotnosti. Po ochlazeni v exikatoru byly
zvazeny s presnosti na 0,0001g. S rozdilti hmotnosti vzorku pied a po suSeni se vypocitala

suSina vzorku v procentech [90].

Stanoveni pH pudnich vzorki

Mgéfeni vychédzelo z normy CSN ISO 10390. Podstata zkousky byla pfipravit suspenzi

puda-destilovana voda v poméru (1:5 v/v). Objem kapaliny byla 5 nidsobkem meéfeného
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objemu pudy. Takto pfipravend suspenze v ldhvi byla dikladné ru¢né protiepana a ddna na

ttepaci stroj, kde byla po dobu 6 hodin mirné tfepana. Po té bylo zméfeno pH roztoku.

Stanoveni veskerého dusiku a fosforu

Stanoveni veSkerého dusiku dle Kjeldahla (stanovena bez redukce NO, a NOj3’) a

stanoveni veSkerého fosforu byla provadéna dle piisluSnych postupti [91].

2.9 Priprava pokusi

Ve spolupréaci byly provadény dvé analogické série Testl €. 1 a €. 2 v prostiedi pidnich
vyluht, liSicich se testovanymi modelovymi latkami. Vysledky Testu ¢€.1 jsou popsany

v diplomové préci Ivy Kotasové [87]. Vysledky Testu €. 2 jsou uvedeny v této praci.
V préci byly provedeny nasledujici testy:
e Testy s pudnimi extrakty
- Test¢.1 - Biologicka rozloZitelnost polymerti s pidnimi extrakty
- Test ¢.2 - Biologicka rozloZitelnost polymerti s pidnimi extrakty
e Testy v pudé
- Test ¢.3 - Respirace pud
- Test ¢.4 - Biologicka rozlozitelnost v nefedénych padach
- Test ¢.5 - Respirace fedénych ptid inertnim materidlem
- Test €.6 - Biologicka rozlozitelnost v pudach fedénych perlitem

- Test ¢.7 - Biologicka rozlozitelnost v pidach fedénych perlitem na piistroji

MicoOxymax
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V nasledujici Tabulce 8. jsou obecné popsany vsechny provedené Testy ¢.1-7.

Tabulka 8. Piehled provedenych testt

Mikrobidlni Redéni Provedené analyzy
Test ¢. inokulum Prostiedi | perlitem GC TA IR PRM

CO, 0, CO, CO, 0,

; pudni extrakt | kapalné X A X X X X

3 X

4

5 pada pevné A A A X x

6 A

7 X X X A A

Pozn. A - bylo provedeno, x — nebylo provedeno, GC — plynova chromatografie, TA —

titraCni analyza, IR — infraervena analyza, PRM — paramagnetickd rezonance.

29.1 Testy s pidnimi extrakty

Testy s ptidnimi extrakty navazovaly na praci P. Malanika a slouZily jako prakticka vyuka

provedeni testll a analyz.

V tomto testu byla sledovédna produkce oxidu uhli¢itého pomoci plynové chromatografie.
Biodegradace probihala v ldhvich o objemu 1000 ml a v kazdé z nich bylo 100 ml
kultivaéniho roztoku. Plynnd fize méla objem 1040 ml. V testu byly pouZity vzorky
smeésnych polymernich folii na bazi PVAL: D97/234, D97/235, D97/236 a Skrob.
Polymery a slepé pokusy byly nasazeny do lahvi dvakrét vedle sebe. Navazky testovanych
folii a Skrobu byly ddvkovéany pfimo do lahvi tak, aby vyslednad koncentrace byla cca 300
mg/l. Jako vodné prostfedi bylo biomédium, ve kterém byly testované latky rozpustény. K
inokulaci bylo pouZzito inokulum (pudni extrakt) pfipravené podle popisu uvedeného v

kapitole 2.8.

Utelem testu bylo provedéni biodegradace redlnych polymert ve vodném prostiedi a
pouziti chromatografické koncovky jako jediného kritéria biorozkladu. Inokolum bylo

davkovano v mnozstvi odpovidajici mnozstvi KTJ 10°bun&k v 1 ml roztoku [85].
Test ¢.2

Test byl provadén na 10 pozicich. Vzorky v testu byly davkovany ve formé navéazky folie
nebo prasku (Skrob), které byly rozpusténé v ptidaném biomédiu. Jako posledni bylo

pfiddno mikrobidlni inokulum. Vodné prostiedi tvofilo 100 ml kultivacniho roztoku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Plynnd atmosféra méla objem 1040 ml. Pocate¢ni pH vodni faze v testovanych ldhvich

bylo v rozmezi 7,17 - 7,19. Pomér objemu kapalna ku objemu plynné faze (Vi/Vy) = 0,10.

Tabulka 9. RozloZeni pozic v testu ¢.2

pozice vzorek substrat [biomédium| inokulum

[] [mg] [mi] [ml]
1 slepy pokus 90 10
2 slepy pokus 90 10
3 D 97/234 34,15 90 10
4 D 97/234 29,36 90 10
5 D 97/235 29,33 90 10
6 D 97/235 33,39 90 10
7 D 97/236 28,19 90 10
8 D 97/236 33,45 90 10
9 Skrob 29,19 90 10
10 Skrob 29,29 90 10

2.9.2 Testy v padé

Testy v ptidnim prostfedi navazovaly na praci P. Malanika. Cilem této prace bylo naléz a

vyhodnotit podminky biodegradace v piddch a provést praktické métent.

V testech s pidnim prostiedi byla sledovdna produkce CO, pomoci plynové
chromatografie, titra¢ni analyzy, IR analyzy a aktualni koncentrace O, sledovdna pomoci

plynovou chromatografii a paramagnetickou rezonanci.

Testech byly pouZity aparatury Obr. 5 a Obr. 6. Testované latky pouZzité v I1dhvovém testu
byly karboxymethyl celuléza a Xanthan. V testu na automatickém analyzatoru
MicroOxymax byly pouzity modelové latky Xanthan, Avicel a PHB. Pro testy byly
pouzity bioreaktory o objemu 500 a 1000 ml.

Pidni prosttedi bylo tvofeno definovanym mnozZstvim 2 typud komerénich pid a 1 typem
piirodni pidy, o celkové susSin€ cca 50 %. Pomér substrat a ptidy byl ndsledujici: zahradni
substrét : specidlni hrobovy substrét : pfirodni pida (odbér HoleSov) byl roven 2 : 1 : 1.
Smés pud (dale jen ptida) ve vSech bioreaktorech byla obohacena o biogenni prvky a to
tak, aby byl zachovan doporuc¢eny pomér [92] C : N : P =100 : 10 : 1. Jako zdroj dusiku
byl pouZit siran amonny a jako zdroj fosforu byl pouZit dodekahydrat
hydrogenfosforeCnanu sodného. Oba biogenni prvky byly ddavkovédny jako roztoky,
rozpu$tény v malém mnoZstvi destilované vody. Po dokonalém promichdni nutri¢nich
komponent s ptidnim prostfedim a vzorkem, byly pidy umistény do temperované mistnosti

pii teploté 25°C v temnu nebo popiipad€ ptistroje MicroOxymax v temperované lazni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Test ¢.3

Zamgr testu €.3 bylo sledovani respirace pidniho inokula. Soucasné¢ byla sledovdna zména

koncentrace O, podle které byla volena frekvence provzdusnovani.

Test byl provadén na 5 pozicich. V testu byla produkce CO, v testovanych lahvich sledovédna
pomoci GC a metodou TA doporucenou v norm¢ ISO 17556. Soucasn¢ byla sledovana
aktudlni koncentrace O, v lahvich béhem testu. Test byl nasazen v lahvich o objemu 1000 ml.
Pidni prostiedi bylo tvofeno 60 g ptidy o susin€ 50 % a pH uvedené v tabulce 4. V navdzce
pud byla ndsledné upravena hodnota dusiku a fosforu. Piidavky jsou uvedeny v Tabulce

10.

Tabulka 10. RozloZeni pozic s piidavkem N a P v testu ¢.3

pozice vzorek (NH,)SO, | Na,HPO,4.12H,0

L] [mg] [mg]
1 slepy pokus 30,3 26,0
2 slepy pokus 30,5 25,7
3 slepy pokus 31,4 26,1
4 slepy pokus 31,8 26,0
5 slepy pokus 29,2 25,2

Test ¢.4

Zameérem testu byl obdobny jako v testu ¢.3 je s tim rozdilem, Ze v testu ¢.4 byly pouzity

modelové latky.

Test byl provadén na 4 pozicich, které byly pouzity z testu ¢.3. V testu byla produkce CO,
a kontrola koncentrace O, v testovanych lahvich sledovdna stejné jako v testu ¢.3. Ke
sledovani byly pouzity vzorky KMC a Xanthanu. Vzorek KMC byl ddvkovéan ve formé
navazky prasku piimo do testovaci ldhve a Xanthan jako 1% roztok v dest. vodé. Plynna
atmosféra méla objem 1021 ml. V ptipadé ptidané KMC byl pomér V/P = 0,67% a piipadé
pfidaného Xanthanu do lahvi s KMC byl pomér V/P = 1,33 %. V pud¢ byla po davkovani

vzorku ndsledn€ upravena hodnota dusiku a fosforu vzhledem k substratu.

K piidé z testuc.3 byla ptiddna KMC s navazkami uvedenymi v tabulce 11., ale produkce
CO; byla srovnatelnd se slepymi pokusy. Z tohoto divodu byl pfidan roztok Xanthanu o

mnozstvi uvedené v tabulce 12.
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Tabulka 11. RozloZeni pozic s dopliujicimi udaji v testu ¢.4

Pozice Typ pudy hmotnost v roztoku | TOC vzorku
[-] [-] [mg] (%]
1 Smés pudy
2 Smés pudy
3 KMC 200
4 KMC 200 30,26

Tabulka 12. Rozlozeni pozic s dopliujicimi udaji v testu ¢.4

Pozice Typ pudy hmotnost v roztoku | TOC vzorku
[] [-] [mg] [%]
1 Smés pudy
2 Smés pudy
3 Xanthan 200
4 Xanthan 200 31,31

Test ¢.5

Zamer testu ¢.5 bylo sledovéani respirace pidniho inokula fedéného v daném poméru

s perlitem. Soucasné byl sledovdna zména koncentrace O,, podle které byla volena

frekvence provzdusiovani.

Test byl provadén na 4 pozicich. V testu byla produkce CO, a kontrola koncentrace O,
v testovanych lahvich sledovana stejné jako v testu €.3. Test byl nasazen v lahvich o objemu

1000 ml. Pouzitd puda o susiné 50 % byla “nafedéna“ perlitem a byl upraven pomér dusiku

a fosforu. Tabulce 13. je rozbrazeno rozdéleni pozic.

Tabulka 13. RozloZeni pozic v testu €.5

Pozice | Redéni | Navazka pady | Navazka perlitu [ (NH,)SO, [ Na,HPO,.12H,0
[ [ [0] [a] [mg] [mg]
(5-1) (1:1) 20 20
(5-2) (1:1) 20 20 . .

(5-3) | (1:2,25) 13,4 33,3 30 25
(5-4) (1:2,25) 13,4 33,3
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Test ¢.6

Zamérem testu byl obdobny jako v testu €.5 jen stim rozdilem, Ze v testu €.6 byly pouZity

modelové latky.

Test byl provddén na 4 pozicich, které byly pouzity z testu €.5. V testu byla produkce CO,
a kontrola koncentrace O, v testovanych lahvich sledovana stejné jako v testu ¢.3. Ke
sledovani byly pouzity vzorky KMC a Xanthanu. Davkovani vzorek bylo stejné jako
v testu ¢.4. V pripadé pfidané KMC byl pomeér V/P = 1% a ptipadé pfidaného Xanthanu do
lahvi s KMC byl pomér V/P = 3 %. V navazce pud byla nasledn¢ upravena hodnota dusiku

a fosforu vzhledem k substratu.

K ptd¢ z testuc€.5 byla pfidina KMC s navdzkami uvedenymi v tabulce 14., ale produkce
CO; nebyla o mnoho vétsi jako produkce CO, u slepych pokusi. Z tohoto diivodu byl

pfidédn roztok Xanthanu v mnoZstvi uvedené v tabulce 15.

Tabulka 14. RozloZeni pozic v testu €.6

Pozice Typ pudy hmotnost v roztoku | TOC vzorku
[-] [-] [mg] [%]
(5-1) fedéni (1:1)
(5-2) fedéni (1:1) - KMC 201 30,26
(5-3) fedéni (1:2)
(5-4) fedéni (1:2) - KMC 200,5 30,26

Tabulka 15. RozloZeni pozic v testu €.6

Pozice Typ pudy hmotnost v roztoku | TOC vzorku
[-] [-] [mg] [%]
(5-1) fedéni (1:1)
(5-2) fedéni (1:1) - Xanthan 200 31,31
(5-3) fedéni (1:2)
(5-4) fedéni (1:2) - Xanthan 200 31,31
Test ¢.7

Na zdklad¢ vysledkti =z pfedchozich testt 3-6 byly vytipoviny podminky pro
biorozlozitelnost latek v plidnim prostfedi za aerobnich podminek. Na jejich zdklad¢ byl

realizovén test na automatickém analyzatoru MicroOxymax.

Zamérem testu bylo sledovani a nasledné vyhodnoceni biologické degradace ptid fedénych

perlitem v poméru 1:1. A ovéfit zda-li ma vliv pouZiti promyvacich nddob v méfeni
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plynného CO,, ktery byl promyvan ze spod ldhve a ne s vrchni Casti jako je tomu v piipadé

infusnich lahvi.

Test byl provadén na 23 pozicich. V testu byla produkce CO; v testovanych lahvich sledovédna
pomoci IR analyzou. Soucasné€ byla sledovdna aktudlni koncentrace O, v lahvich béhem testu
pomoci PRM detektoru [93]. Test byl nasazen v lahvich o objemu 500ml (promyvaci nadoby)
a 1000 ml (infusni lahve). Padni prostfedi v promyvacich nadobach bylo tvofeno 15 g pudy o
susSin¢ 50 % smichané s perlitem 1:1 a pro infusni ldhve byla navazka pudy 30g a fedéna
s perlitem v poméru 1:1. V navédzce pud byla nasledn¢ upravena hodnota dusiku a fosforu a

suSiny pomoci dest. vody.

V testu byly pouZity ndsledujici modelové latky: Xanthan, mikrokrystalickd celul6za
(Avicel) a PHB. V Tabulce 16. jsou uvedeny pozice ptisluSnych lahvi s navdzkami

substratu a ptidavkem zdroje N a P, které byly rozpustény v malém mnoZstvim dest. vody.

Na prvnich dvou pozicich byly umistény prazné ldhve z divodu sledovani stability

kalibra¢nich plynu v prabéhu testu.
Po pfipojeni testovacich lahvi byl pfistroj pomoci obsluzného softwaru nastaveny dle
manudlu k pfistroji a to tak, Ze méfici interval byl kazdych 6 hodin a po kazdém méteni

nastala obnova plynné atmosféry tzv. refresh.
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Tabulka 16. Rozlozeni pozic s dopliujicimi udaji

No. Vighve latka substrat | ptda| perlit V/P NH,* | HPO,Z | pH gt | sudinag
[ma] | [g] | [9] [mg] | [mg] | [ [%]
1 1000 prazdna --
2 1000 prazdna --
3 5 slepy pokus 15 15 10 3
4183 E slepy pokus 15 15 10 3
5 ‘58 S |_Xanthan 71,0 15 15 | 0,47 10 3| 6,67 57,3
6 | €[ Xanthan 69,6 15 15 | 0,47 10 3
712 Xanthan 69,7 | 15 | 15 | 0,47 10 3
8 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
9 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
10 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
11 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
12 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
13 | 1000 | slepy pokus 30 30 29 7
14 | 1000 Xanthan 152,7 30 30 | 0,50 22 5
15| 1000 Xanthan 152,0 30 30 ] 0,50 22 5
16 | 1000 Xanthan 151,9 30 30 ] 0,50 22 5
17 | 1000 Xanthan 150,9 30 30 | 0,50 22 5
18 | 1000 Xanthan 156,4 30 30 ] 0,50 22 5
19 | 1000 Xanthan 155,3 30 30 | 0,50 22 5| 6,66 58,9
20 | 1000 Avicel 156,7 30 30 | 0,50 25 6
21 | 1000 Avicel 151,0 30 30 | 0,50 25 6
22 | 1000 Avicel 158,0 30 30 | 0,50 25 6
23 | 1000 Avicel 150,3 30 30 | 0,50 25 6
24 | 1000 Avicel 153,2 30 30 | 0,50 25 6
25| 1000 PHB 153,4 30 30 | 0,50 39 10
26 | 1000 PHB 153,6 30 30 | 0,50 39 10
27 | 1000 PHB 151,4 30 30 | 0,50 39 10
28 | 1000 PHB 149,1 30 30 | 0,50 39 10
29 | 1000 PHB 153,8 30 30 | 0,50 39 10
30 | 1000 PHB 152,5 30 30 | 0,50 39 10
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2.10 Zpracovani vysledku

¢ Teoreticka produkce CO;:

T0C

msubst. ’ W

Th,, =———= 1/
: Mr,

The, teoretické mnozstvi CO, [mmol]
mg,. navazka substratu obsahujici organicky uhlik [mg]
T0C veskery organicky uhlik ve vzorku substratu [%]
Mr, atomarni hmotnost uhliku [g.mol'l]

¢ Skutec¢né vyprodukované mnozstvi CO;:

Aktualni mnozstvi CO; stanovené GC analyzou pro testy ve vodnim prostiedi [94]:

Reo,er = lVg +V, K, '(1+107”K‘/ 107" )J'Ccozg 12/
Ve objem plynné faze

Vi objem kapalné faze

Kie rozdélovaci koeficient CO, v kyselém prostiedi, tj. pfi pH < 4, pti 25°C je

roven 0,83 (tabulkova hodnota)

pKi disociacni konstanta H,COs do prvniho stupné, je rovna 6,35 (tabulkova

hodnota)

Ccozg koncentrace CO; v plynné fazi zjisténa z GC analyzy
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AKktualni mnozstvi CO; stanovené GC analyzou u pudnich testii:

V,-V,-0,001
Nep, = ————0—— 13/
T
o, mnoZzstvi vyprodukovaného CO, [mmol]
V, plynny objem lahve [ml]
Vi vypocitany objem CO, z kalibra¢ni pfimky [ul]
V, objem odebraného plynného vzorku z lahve [ml]
VY standardni moldrni objem idealniho plynu [22,41.10° m®.mol™"]
Mnozstvi CO; stanovené titra¢ni metodou:
| Cua *Via
Neo, ==V | c - 4/
CO, 2 NaOH [ NaOH VA%QOH
o, latkové mnozstvi absorbovaného CO, [mol]
Ve on objem NaOH v absorbéru [ml]
Ve on objem NaOH odebirany k titraci [ml]
Viua spotieba odmérného roztoku HCI pfi titraci [ml]
C NaoH koncentrace NaOH v absorbéru [mol.I"']
Cher koncentrace odmérného roztoku HCI [mol.1"']
Mnozstvi CO, stanovené IR analyzou: /5/

Meéteni IR detektorem probihalo automaticky na piistroji MicroOxymax dle nastavenych

podminek v softwaru pfistroje.
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¢ Procento odtranéni substratu podle produkce CO;:

DCo, = —’;hb 1100 /61

co,
DCO, procento odtranéni substratu podle produkce CO; [%]

. Objemové procento O obsazeného v lahvi

V
V—’ -V, -0,001
%, =—"————-100 17/
' |4
P, objemové procento O, obsazeného v ldhvi [%]
v plynny objem lahve [ml]
Vi vypocitany objem O, z kalibra¢ni pfimky [p]

Vv objem odebraného plynného vzorku z 1dhve [ml]
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo na zdkladé poznatki navrhnout modifikaci testu biorozloZitelnosti,
plastovych smési a jejich komponent, s vyuzitim respirometru MicroOxymax a jeho
verifikaci. Ddle provést i alternativni testy biorozloZitelnosti s analytickou koncovkou GC,
zahrnujici také analyzu spotiebovaného O,, vedle produkovaného CO,. A vysledky

statisticky zpracovat pomoci vhodného softwaru.

Testy byly provadény na modelovych latkach, jejichZ biorozlozitelnost je zndma.
Vysledkovd ¢4st obsahuje pouze vybrané €asti tabulek a grafy. Kompletni data jsou k

dispozici v elektronické podobé v knihovné UZP.
V préci byly provedeny nasledujici testy:
e Testy s pudnimi extrakty
- Test¢.1 - Biologicka rozloZitelnost polymert s pidnimi extrakty
- Test ¢.2 - Biologicka rozloZitelnost polymerti s ptidnimi extrakty
e Testy v pudé
- Test ¢.3 - Respirace pud
- Test ¢.4 - Biologicka rozlozitelnost v nefedénych padach
- Test ¢.5 - Respirace fedénych ptid inertnim materidlem
- Test €.6 - Biologicka rozlozitelnost v pidach fedénych perlitem

- Test ¢.7 - Biologicka rozlozitelnost v pidach fedénych perlitem na piistroji

MicoOxymax
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V nasledujici Tabulce 8. jsou obecné popsany vsechny provedené Testy ¢.1-7.

Tabulka 8. Piehled provedenych testti v praci

Mikrobidlni Redéni Provedené analyzy
Test ¢. inokulum Prostiedi | perlitem GC TA IR PRM

CO, 0, CO, CO, 0,

; pudni extrakt | kapalné X A X X X X

3 X

4

5 pada pevné A A A X x

6 A

7 X X X A A

Pozn. A - bylo provedeno, x — nebylo provedeno, GC — plynova chromatografie, TA —

titraCni analyza, IR — infraervena analyza, PRM — paramagnetickd rezonance.

Test ¢.1

BliZsi informace k tomuto testu s pidnim vyluhem jsou uvedeny v praci [87].

Test ¢.2

Biodegradace ve vodnim prostfedi byla hodnocena na zdkladé¢ méteni produkce CO,. Pro
sledovidni biodegradace byla pouZita plynovd gromatografie (GC). Jako hodnotici
kritérium zde bylo mnozstvi vyprodukovaného CO, — rovnice /2/, procentualni vyjadieni

biodegradace (DCO,) — rovnice /6/.

Produkce CO, GC-analyzou byly testovany smésné polymerni félie a neupravovany skrob,
popsané v kapitole 2.2. Na Obrazku 8. je vyjadfeno procentudlni odstranéni substritu
z hlediska produkce CO, pomoci GC. Po 575 hodindch testu doslo k odstranéni substrati

uvedenych v Tabulce 17.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tabulka 17. Odstranéni substratu DCO; v 575 hodiné testu, dopliiujici tidaje

. vzorek | pHpoesreni | DCO2
pozice [ [ [%]
3 D 97/234 218 18,10
4 D 97/234 ’ 23,40
5 D 97/235 19 59,10
6 D 97/235 ’ 3,10
7 D 97/236 2147 33,60
8 D 97/236 ’ 25,40
9 Skrob 718 84,80
10 Skrob ’ 90,00

Vysledky soubéZnych testii byly srovnatelné s vyjimkou testli na pozici 5 a 6 s folif
D97/235. Rozdil mohl byt zpisoben vyskytem bekterii, které rozkladaly matrici f6lie, ale
jednd se jen o domneku. Divod poklesu DCO; u pozice 6 mohl byt zplsoben také

netésnosti lahve.

—o—D 97/234 (1) —e—D 97/234 (2) —8—D 97/235 (1)
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Obr. 8. Test ¢.2 — odstranéni substrdtu podle produkce CO, (GC-analyza)
Test ¢.3

Endogenni respirace ptidniho prostiedi byla hodnocena na zdkladé¢ méieni produkce CO,.
Pro sledovéni respirace byla pouzita plynova gromatografie (GC) a titracni analyza. Jako
hodnotici kritérium zde bylo mnoZzstvi vyprodukovaného CO, — rovnice /3/, aktudlni

zastoupeni O, — rovnice /7/ k sledovéni zda pokus probihd v aerobnich podminkéch.

Produkce CO, nebo aktudlni koncentrace O, GC-analyzou byla sledovand endogenni

respirace, z diivodu zjisSténi chovani piidy bez ptidavku substratu.
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Na Obréazku 9. je vyjadfena kumulativni produkce CO, pomoci GC-analyzy a titraéni
analyzy (TA). Po dobu 696 hodin. Z obrizku je patrné, Ze slepé pokusy (pidy bez
piidavku substratu) mély srovnatelné produkce CO,. To bylo vyhodné pro dalsi pokusy se

substraty, ale spotfeba O, produkce byla tak velkd, Ze se uvazovalo o fedéni pidy inertem.

—@— slepy pokus - GC slepy pokus - TA

25

20 r

15 +

mmol CO2

10 +

| /‘/ :
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Obr. 9. Test ¢.3 — Kumulativni produkce CO; v piiddach - GC a TA

Aby v pokusu byly kontrolovdny aerobni podminky, byl také vypocitavana aktudlni %O,

v lahvich — rovnice /7/.

—@— slepy pokus
20
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Obr. 10. Test ¢.3 — Aktudlni koncentrace O, v pudach — GC
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Pozn. nahly vzestup koncentrace O, byl zpiisoben obnovou plynné atmosféry uvniti lahvi

pomoci apartury, Obrazek 5, za Cerstvy vzduch zbaveny atmosférického CO..

Jak je vidét z Obrazku 10. koncentrace O, u ptd byla nejniZ u hodnoty 2,5%, norma ale
pfipousti hranici pro aerobni podminky pfiblizn€¢ 6% O,. Bylo nutné hlidat hranici O,
v lahvich, aby nedoSlo k poklesu dané normou. Ztoho vyplyvalo, Ze bylo nutné
provzdusiovat plynou atmosféru uvnitt lahvi maximalné do 6 dnt, aby koncentrace O,

nepiekrocila hranici aerobnich podminek 6% O,.

Test ¢.4

Test biologické degradace substratu v prostfedi ptd byl hodnocen stejné jako Test ¢.3. V
testu byla pouzita KMC jako modelova latka pro test aktivity ptidniho inokula. Ale pomoci
této latky nebyly docileny vétsi rozdily produkce CO; oproti slepym pokusiim. Z tohoto

divodu byl v ¢ase 552 hodin pfiddn Xanthan.

Na Obrazku 11. je vyjadfena kumulativni produkce CO; stanovend pomoci GC-analyzy a

titraéni analyzy (TA) po dobu 1248 hodin, a pfidavek xanthanu v 552 hodiné.

—@— slepy pokus - GC X KMC / Xanthan - GC
slepy pokus - TA X KMC / Xanthan - TA
50 X
45 - x xX
L X
40 88—
35 - X %
o | pfidavek xanthanu ?</
o 30 x /55&./
g 25 ;;/x
|y e
15 - =
X%
10 | %’j
5| ¥ e
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
t (hod.)

Obr. 11. Test ¢.4 — Kumulativni produkce CO; v puddch - GC a TA

Aby v pokusu byly kontrolovany aerobni podminky, byl také vypocitavana aktudlni %O,

v 1lahvich — rovnice /7/.
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Obr. 12. Test ¢.4 — Aktudlni koncentrace O, v pudach — GC

Jak je vidét z Obrazku 12. koncentrace O, u pidd vlivem dlouhych intervalt
provzdusnovani klesala az na hodnotu 3,23%. Tento fakt byl divodem pro¢ bylo

uvazovano s testy v prostiedi pid ,,fedénych® perlitem.

Jako hodnotici kritérium pro biodegradaci bylo procentualni vyjadieni biodegradace

(DCOy,) — rovnice /6/. Na Obrazku 13. je vyjadieno odstranéni substratii dle kritéria DCO,.

x— KMC / Xanthan - GC KMC / Xanthan - TA
100
pfidavek xanthanu
80
g 60 -
o
° X
8 40 X%
20
¥ % x X —x ¥ x X
N x X x%
0 s Rxy VT oxw ¥y o
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
t (hod.)

Obr. 13. Test ¢.4 — Procento odstraneni vzorku dle produkce CO2 - DCO?2 v puddch

Nepravidelnost pribéhli na obrdzku 13. jsou zplsobeny piidavkem dvou substrati. Na

pocatku testu byla pfiddna KMC, kterd méla urcitou lagovou fazi a poté byla rozklddana
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mikroorganismy. Vypocet DCO, byl vztahovan pouze na ThCO, KMC. Ale v 552 hodin¢
byl ddvkovén roztok Xanthanu a DCO, bylo pocitano na souc¢et ThCO, KMC a Xanthanu.

Xanthan mél také svou lagovou fazi a proto nastal nahly pokles DCO,.

Hodnoty odstranéni substratu v prostfedi nefedénych plid podle kritéria DCO, (GC-
analyzou a TA) jsou uvedeny v Tabulce 18. Naméfené rozdily mezi DCO, stanovené GC a
TA mohly byt zptisobeny tim, Ze po pfidavku roztoku xanthanu se ptida zhutnila a vznikla

kompaktni hmota, kterd neposkytovala pozadované vlastnosti ptidy.

Tabulka 18. Odstranéni substratu podle DCO; v 1248 hodin¢ testu pro nefedéné ptudy

. GC-analyza| TA-analyza
, vzorek Cas
pozice DCO2 DCO2
[] [hod.] [%] [%]
3 KMC/Xanthan 1248 41,9 43,0
4 KMC/Xanthan 1248 39,4 73,1

Test ¢.5

Endogenni respirace pudniho prostfedi fedéného perlitem byla hodnocena na stejném

zéklade jako Test €.3.

Produkce CO; nebo tibytek O, GC-analyzou byla sledovand endogenni respirace, z diivodu

zjisténi chovani pidy fedéné perlitem bez piidavku substrétu.

Na Obrazku 14. je vyjadfena kumulativni produkce CO, pomoci GC-analyzy a titracni
analyzy (TA). Po dobu 432 hodin. Z obrdzku je patrné, Ze pudy fedéné perlitem (bez
pridavku substratu) mély podobné priibéhy bez vyraznych vykyvt produkce CO; a také to,

ze se endogenni produkce CO, sniZila 2x az 3x v zavislosti na fedéni.
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Obr. 14. Test ¢.5 — Kumulativni produkce CO- v puddch redenych perlitem - GC a TA

Aby v pokusu byly kontrolovdny aerobni podminky, byl také vypocitavana aktudlni %O,

v lahvich — rovnice /7/.
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Obr. 15. Test ¢.5 — Aktudlni koncentrace O, u pud redenych perlitem — GC

Jak je vidét z Obrazku 15. koncentrace O, u pid fedénych perlitem neklesla pod 11% O,

coz splnilo pozadavek normy pro udrZeni aerobnich podminek v testu.
Z pokusu vyplyva zavér, Ze je vyhodné pouzivat fedéni pid inertnim materidlem, protoze
neni nutné Casto obnovovat plynnou atmosféru uvnitt testovanych lahvi. Atmosféru bylo

moZzné neprovzdusiovat vice jako 16 dnii, do té doby neZ dosahne hranici 6%0,.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Test ¢.6

Test biologické degradace substratu v prostfedi fedénych pid byl hodnocen stejné jako

Test €.3.

V testu byla pouzita KMC jako modelova latka pro test aktivity ptidniho inokula. Ale
pomoci této latky nebyly docileny vétsi rozdily produkce CO; oproti slepym pokusim.
Z tohoto divodu byl v ¢ase 288 hodin pfiddn Xanthan.

Na Obréazku 16. lze sledovat kumulativni produkci CO, pomoci GC-analyzy a titracni
analyzy (TA) po dobu 984 hodin. Z obrizku je patrné, Ze se produkce CO; sniZila vlivem

fedéni oproti nefedénym pudam.

— & —slepy pokus fedéni-1:1 - GC — & —KMC / Xanthan fedéni - 1:1 - GC
— X —slepy pokus fedéni - 1:2-GC — X —KMC / Xanthan fedéni - 1:2 - GC
—<—— slepy pokus fedéni 1:1 - TA —<&——KMC / Xanthan fedéni 1:1 - TA
——<——slepy pokus fedéni 1:2 - TA —X—KMC / Xanthan fedéni 1:2 - TA

mmol CO2

0 200 400 600 800 1000 1200
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Obr. 16. Test ¢.6 — Kumulativni produkce CO, v Fedénych piiddch perlitem - GC a TA

Aby v pokusu byly kontrolovdny aerobni podminky, byl také vypocitavana aktudlni %O,

v lahvich — rovnice /7/.
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Obr. 17. Test ¢.6 — Aktudlni koncentrace O, u pid redenych perlitem — GC

Jak je vidét z Obrazku 17. koncentrace O, u pud byla udrzovana nejniz na hodnotu 10%

pfi provzdusnovacich intervalech atmosféry 10 dnd.

Jako hodnotici kritérium pro biodegradaci bylo procentualni vyjadieni biodegradace

(DCO,) — rovnice /6/. Na Obrazku 18. je vyjadieno odstranéni substratii dle kritéria DCO,.

—&— KMC / Xanthan fedéni 1:1 - GC —X— KMC / Xanthan fedéni 1:2 - GC
—&— KMC / Xanthan fedéni 1:1 - TA —X— KMC / Xanthan fedéni 1:2 - TA
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Obr. 18. Test ¢.6 — Procento odstranéni vzorku dle produkce CO; - DCO; u piid redeénych

perlitem
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Hodnoty odstranéni substratu v prostiedi fedénych piid podle kritéria DCO, (GC-analyzou
a TA) jsou uvedeny v Tabulce 19. U tohoto pokusy je stejné vysvétleni chovani kiivek a

vypocet kone¢ného DCO, pro modelové latky jako v testu 4.

Tabulka 19. Odstranéni substratu podle DCO, v 984 hoding testu pro fedéné pidy

. GC-analyza| TA-analyza
. vzorek Cas
pozice DCO2 DCO2
[] [hod.] [%] [%]
2 KMC/Xanthan 984 50,2 46,6
4 KMC/Xanthan 984 21,5 46,7

V zavislosti na hodnotach a podminkach, které byly ziskany v prubéhu vsech testli, byl

ZaloZen test na pristroji Micro-Oxymax.

Hodnoty DCO; u fedénych pid perlitem nelze pouZit pro srovndni s DCO, na pfistoji
Micro-Oxymax, protoZe hodnoty byly ¢aste¢né ovlivnény i rozkladem Spatné rozloZitelnou

KMC, kterd ztstala v 1dhvi. Hodnoty DCO, byly nadhodnocené rozkladem KMC.

Test ¢.7

Z ptedchdzejicich testl byly vytipovdny experimentdlni podminky praktické realizace pro

pudni testy, které byly pouZity na automatizovaném piistroji MicroOxymax.

Test biologické degradace modelovych substrat v prosttedi pid fedénych perlitem
v poméru 1:1 byl hodnocen na zdkladé¢ méfeni produkce CO, a dbytku O,. Pro sledovani

byl pouzit automaticky ptistroj Micro-Oxymax popsaném v kapitole 2.6.2.

Jako hodnotici kritérium zde bylo mnoZstvi vyprodukovaného CO,;, mnoZstvi
spotfebovaného O, a aktudlni koncentrace O, k zjiSténi zda pokus probiha v aerobnich

podminkich. Namétené hodnoty byly zpracovany softwarem k ptistroji.

Pro test byly pouzity Avicel, Xanthan a PHB jako modelové latky pro test aktivity ptidniho
inokula v fedénych ptadach. Pii dokonceni této diplomové prace test stidle probihdl a

z tohoto ditvodu byly odebrany pribézné vysledky biodegradace, a to ve 415 hodiné testu.

V testu byly soucasn¢ pouzity infusni ldhve a promyvaci nddoby. Promyvaci nddoby byly
pouzity z diivodu ovéfeni vlivu konstrukce lahvi mezi promyvacimi a infusnimi 1dhvemi v
pokusech biodegradace. Vysledky lze pozorovat na Obrdzku 19., kde jsou srovnavany

DCO; pro Xanthan v obou typech nddob. Nizké hodnoty DCO; u jedné promyvaci nddoby
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byly zptusobeny netésnosti. Z obrazku vyplyva, Ze hodnota DCO, se razantné¢ neméni

pokud byly pouZzity promyvaci nebo infusni nidoby.

Ve vSech ostatnich obrazcich v Testu ¢.7 jsou uvedeny priimérné hodnoty ze vSech méteni

pro jednotlivé vzorky a slepé pokusy.

——A—— Xanthan (infusni lahve) — A — Xanthan (promyvaci lahve)

100

DCO, (%)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Obr. 19. Test ¢.7 — Procento odstranéni vzorku dle produkce CO; - DCO; v promyvacich

nddobdch a infusnich lahvich - IR-analyza

V probihajicim pokusu byly udrzovany aerobni podminky po celou dobu testu, coz
dokazuje Obrazek 20., kde je uvedena koncentrace O, a CO, v pribéhu testu pro slepé
pokusy. Obrizek 20. je uveden jako piiklad, ve vSech ostatnich ldhvich byly podobné
prabéhy. V testovaci lahvich se udrZovala koncentrace O, nad 20% z divodu rozmezi

detekce PMR-detektoru, kterd byla 19,8-210bj.%O0..
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Obr. 20. Test ¢.7 — Aktudlni koncentrace O, a CO; v infusnich lahvich

Jako hodnotici kritérium pro biodegradaci bylo procentualni vyjiddieni biodegradace DCO,
Obréazeky 21.-23. a DO, Obrazek 24. Na Obrazcich 21-23. je také zobrazeny 95%-ni

interval spolehlivosti pro dané modelové latky.
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Obr. 21. Test ¢.7 — Procento odstranéni vzorku dle produkce CO; - DCO; s 95%

intervalem spolehlivosti pro xanthan
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Obr. 22. Test ¢.7 — Procento odstranéni vzorku dle produkce CO; - DCO; s 95%

intervalem spolehlivosti pro Avicel
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Obr. 23. Test ¢.7 — Procento odstranéni vzorku dle produkce CO; - DCO; s 95%

intervalem spolehlivosti pro PHB
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Obr. 24. Test ¢.7 — Procento odstranéni vzorku dle uibytku O, - DO; v infusnich lahvich
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Hodnoty odstranéni substratu v prostfedi fedénych pad perlitem v poméru 1:1 podle
kritéria DCO, (IR-analyzou) a DO, (PMR) jsou uvedeny v Tabulce 20 v ¢ase 415 hodin

trvani pokusu.

Tabulka 20. Odstranéni substratu podle DCO, a DO, v 415 hodin¢ testu pro fedéné pudy

No.] lahev vzorek cas DCO2 | DO2
[hod.] [%] [%]

5 ; s QE\ Xanthan 40,6 23,8

6 | £ 3 g|_Xanthan 72,5 | 62,0

7 | & = 2| Xanthan 56,8 49 4

141 1000 Xanthan 66,9 44,2
15] 1000 Xanthan 72,1 48,2
161 1000 Xanthan 83,7 57,5
171 1000 Xanthan 80,8 54,9
18] 1000 Xanthan 77,0 52,5
191 1000 Xanthan 57,2 36,7
20| 1000 Avicel 415 68,8 46,7
211 1000 Avicel 66,8 45,8
221 1000 Avicel 50,8 32,0
23| 1000 Avicel 61,3 39,2
241 1000 Avicel 47,5 28,2
251 1000 PHB 62,1 54,4
26 | 1000 PHB 60,8 53,0
271 1000 PHB 58,5 51,8
28 | 1000 PHB 63,5 55,8
291 1000 PHB 52,4 46,4
30 1000 PHB 71,2 63,6

Vysledky u Testu ¢.9 nejsou kone¢né. Ale podle prubéhu kiivek u Obrazku 18-21 lze fici,

Ze fedéni a podminky v dobg testu jsou vyhovujici a Ize s nimi do budoucna pocitat.
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4 ZAVER
Diplomova price navazuje na dosavadni Cinnosti dstavu a je zaméfena na sledovani

biorozloZzitelnosti polymert v pidnim prosttedi za aerobnich podminek.

Cilem prace bylo na zdkladé poznatkll z ldhvovych piidnich test navrhnout modifikaci
testu biorozlozitelnosti, plastovych smési a jejich komponent, s vyuZitim respirometru
Micro Oximax a jeho verifikaci. Ke sledovani biorozloZitelnosti v 1dhvovych testech bylo
pouzito titrani analyzy a analytické koncovky GC, zahrnujici také analyzu aktudlni

koncentrace O, vedle produkovaného CO,.

Pidni l1dhvové testy byly realizovany ve dvou alternativach, se stejnymi pocatecnimi
podminkami testd (vlhkost, pH, ddvkovani vzorkil), ale liSicich se pouzitym substratem.

v 266

Pouzité substraty byly ptidy a pudy ,,fedéné‘ perlitem.

Ze zjisténych vysledkll popsanych v kapitole 3 vyplyvd, Ze sledovani biorozloZitelnosti
polymerti v pidnim prostiedi je nevyhovujici pro vysokou spotiebu O, pladnimi
mikroorganismy béhem testu. Z diivodu vysoké spotieby O, bylo v testech pouZito
nredéni inertnimi materidly (perlitu), ke snizeni této spotieby. V ldhvovych piidnich
testech se osvédcilo fedéni perlitem v poméru 1:1 (suSina pidy:inertnimu materidlu),
protoze tato smeés byla sypkd, vzdusnd a meéla dostatecné kratkou lagovou féazi. Dalsi
vyhodou byl dostate¢ny rozdil v produkci CO, mezi testovanou ldtkou a slepym pokusem a

dostate¢né aerobni podminky oproti nefenym pidam.

Pomoci pldnich ldhvovych testd byly nalezeny vhodné podminky pro sledovéani

biodegradace v prostiedi pud fedénych inertem. Podminky jsou nésledujici:

e fedéni pudy inertnim materidlem (perlitem) 1:1 (vZdy suSina pudy k inertnimu

materialu)
e aktudlni susSina 50%
®  pHprostrear = 6,5-7,00
® teplotaposiedi = 25°C
¢ ulozeni lahvi v temném prostiedi

e provzduSiovani plynné faze v lahvich lze u slepych pokust provadét v intervalu az
16 dnil a u pokust se vzorky az 10 dnt. Po tuto dobu neklesne koncentrace O, pod

hranici 10%0,
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Za uvedenych podminek byl realizovdan test €9 na automatickém analyzétoru
MicroOxymax. Vyjimka v pouZzitych podminkach testu byla v intervalu provzduSnovani,
ktery byl na piistroji MicroOxymax nastaven po 6 hodinach, z diivodii omezeni rozmezi
detektoru pro stanoveni CO; a O,. Pokus pokracoval i po dokonceni této prace. Ale podle
prabéznych vysledkt 1ze fici, Ze fedéni a podminky v dob¢ testu jsou vyhovujici a lze

s nimi do budoucna pocitat.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

PVAL Polyvinylalkohol

PHB Polyhydroxybutyrat

KMC Karboxymethyl celul6za

ISO International standard organization
CSN Ceska stdtnf norma

GC Plynova chromatografie

TA Titra¢ni analyza

IR InfraCervend analyza

PRM Paramagnetickd rezonance

TOC Uplny organicky uhlik

MicroOxymax Mikrorespirometr MicroOxymax (Columbus Ins. Internat. Corp., USA)

TCD Tepeln¢ vodivostni detektor
The, teoretické mnoZzstvi CO, [mmol]
T0C veSkery organicky uhlik ve vzorku substritu [%]

DCO, procento odtranéni substratu podle produkce CO, [%]
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