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ABSTRAKT 

Abstrakt �esky 

Práce se zabývá nalezením optimálních podmínek pro testy v p�dním prost�edí, zejména 

p�d „�ed�ných“ inertním materiálem. Jako hodnotící podmínky byly aktuální koncentrace 

kyslíku, kumulativní produkce oxidu uhli�itého a procento odstran�ní substrátu z hlediska 

produkce oxidu uhli�itého. Podmínky byly testovány zejména na modelových látkách jako 

karboxymethyl celulóza, xanthan, Avicel a PHB. Jako analytické koncovky posloužily 

plynová chromatografie ke stanovení CO2 a O2, titra�ní analýza ke stanovení CO2 a 

automatický p�ístroj MicroOxymax s infra�erveným detektorem ke stanovení CO2 a 

paramagnetickým detektorem ke stanovení O2. 

 

 

 

 

 

Abstrakt ve sv�tovém 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 CO2 and O2, titrating analysis to assesment CO2 and 

automatic unit MicroOxymax with infra-red detector to assessment CO2 and paramagnetic 

detector to assessment O2. 
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ÚVOD 

V sou�astném sv�t� je p�i vývoji nových materiál� a technologií pot�ebné zohled
ovat 

jejich vlivy na prost�edí po celou dobu jejich životního cyklu. Jeden z problém� je i 

aktuální odpadové hospodá�ství polymerních materiál�, protože v�tšina polymerních 

materiál�, založená na neobnovitelných surovinách, kon�í na skládce odpad� a nezapojí se 

do recykla�ního programu. Tyto problémy se snaží �ešit výzkumní pracovníci �adu let. 

Nejnov�jší trend na celém sv�t� se obrací ke sledování a vývoji polymerních materiál� na 

bázi obnovitelných surovin, které by byly v životním prost�edí rozložitelné. 

Ústav IOŽP se v�nuje problematice biologické rozložitelnosti pr�myslových produkt� a 

odpad� n�kolik let. V sou�asné dob� je zájem o otázky biorozložitelnosti polymerních 

materiál� a jejich sm�sí v životním prost�edí. Zejména se jedná o rozklad ve vodním a 

p�dním prost�edí polymerních folií na bázi polyvinylalkoholu (PVAL) modifikovaného 

biopolymery (proteinový hydrolyzát - HYCOL, polysacharidy – Gellan, Xanthan, apod.). 

Diplomová práce navazuje na dosavadní �innosti ústavu a je zam��ena na sledování 

rozložitelnosti biopolymer� v p�dním prost�edí za aerobních podmínek. Pozornost je 

zam��ena na možnosti sledování pr�b�h� biologického rozkladu analýzou plynné fáze 

v biologických reaktorech pomocí titra�ní analýzy, plynové chromatografie a infra�ervené 

analýzy na automatickém analyzátoru MicroOxymax. 
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1 LITERÁRNÍ �ÁST 

1.1 Biodegradace polymer� v p�dním prost�edí za aerobních 

podmínek 

Biodegradace polymer� v p�dním prost�edí pat�í mezi zkoušky u kterých je použito 

mikrobiální kultury pro zjišt�ní zda-li je polymer odolný nebo podléhá biologickému 

rozkladu tzv. enzymovému p�sobení. Výsledky takovéto zjišt�ní mohou ur�it použitelnost 

materiálu v mnoha odv�tví. 

Z hlediska odpadového hospodá�ství a ekologických d�vod� je žádoucí, aby použitý a dále 

nevyužitelný odpad byl co nejšetrn�ji odstran�n bez vzniku škodlivých látek v daném 

prost�edí. V sou�astné dob� je dostupné už zna�né množství takovýchto materiál� pro 

komer�ní využití, nap�íklad v knize [1] jsou popsány materiály používané v obalech na 

jídlo nebo v práci [2] je p�ehlené rozd�lení biorozložitelných polymer� od p�írodních 

(polysacharidy – škrob, celulóza; polypeptidy - želatina) p�es hydrolyzovatelné 

(polyestery, polyamidy, polyuretany aj.) až po polymery s uhlíkovým hlavním �et�zcem 

(poly (vinyl alkohol), poly (vinyl acetát), polyakryláty). V této práci je také ob�cn� �e�eno 

o biorozložitelnosti t�chto materiál� v p�d�. 

P�ekážka pro široké uplatn�ní takovýchto polymer� je cena a tím i snížená 

konkurenceschopnost v��i b�žným plast�m jako jsou PE, PP, PVC a jiné. Zatím nachází 

uplatn�ní jako vodorozpustné fólie, kompostovatelné nádoby aj.. Tyto materiály se 

vyzna�ují podstatnými d�vody pro� by se m�ly využívat ve v�tším m��ítku. První d�vod je 

ten, že pochází z obnovitelných zdroj� nap�. škroby, celulóza, proteiny, polysacharidy, aj. 

a druhý d�vod je, že jsou z v�tší �ásti nebo zcela biologicky rozložitelné. To je zp�sobené 

specifickými enzymy, které p�izp�sobovaly evolucí mikroorganism�. Od roku 1970 

Watanabe a jeho pracovní skupina [3-5] uskute�nila jednu klí�ovou studii zam��enou na 

objasn�ní enzymatických reakcí v biodegradaci vysokomolekulárního PVAL. Zam��ili 

svou �innost na extracelulární degradaci PVAL enzymy, které použili z �isté kultury 

Pseudomonas izolované z p�dy. Nalezený protein, ozna�ovaný jako sekundární 

alkoholoxidáza (SAO) redukoval viskozitu PVAL. Schopnost odbourávat 

nízkomolekulární sekundární alkoholy spo�ívá na spot�eb� O2 a produkce H2O2 b�hem 

reakce [5]. Další reakce jsou enzymatické št�pení PVAL pomocí SAO a β-diketon 

hydrolázou (BDH), dále biodegrada�ní cesta PVAL zprost�edkovaná specifickou PVAL-
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oxidázou a β-diketon hydrolázou [6] a biodegradace zprost�edkovaná PVAL-

dehydrogenásou z bakterie Alcaligenes faecalis KK314 a typickou aldolázou reakcí [7]. 

Reakce jsou podrobn�ji popsány v práci [8].  

1.2 Mechanismy degradace polymer� [9] 

Nemén� d�ležitou úlohu mají i mechanismy degradace, protože záleží na prost�edí (p�dní 

nebo vodní) a v jaké form� se polymer dostane do blízkosti mikroorganismu, který jej 

napadne svým enzymovým systémem. 

 

Obr. 1. Stupn� degradace polymeru od po�átku p�es mineralizaci až ke vzniku biomasy 

Polymer 

Degradace Rozpoušt�ní Rozpad 
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Na obrázku 1 [10] jsou vyzna�ené r�zné stupn� degradace polymeru od po�áte�ního 

neporušeného stavu až po úplnou mineralizaci a vzniku biomasy. Tento proces prochází 

ovliv
ován chemickými, fyzikálními (termo- a fotodegradace) a biologickými procesy 

jako jsou nap�.:  

• expozice povrchu polymeru sv�telnému zá�ení, teplot�, chladu, chemickým 

slou�eninám nebo mikroorganizm�m 

• narušení povrchu polymeru a difúze prost�edí dovnit� polymeru 

• reakce prost�edí a polymeru  

• difúze reak�ních produkt� na povrch polymeru 

• uvol
ování reak�ních produkt� z povrchu polymeru do prost�edí 

1.2.1 Chemodegradace 

Chemodegradace je proces, který využívá prost�edí jako zdroj chemicky ú�inných látek 

indukujících degradaci plastu, v�tšinou v kombinaci s n�jakým dalším vlivem (fyzikálním, 

biologickým). Chemodegradace je ú�inná p�edevším u plastických hmot, které mají ve 

svém �et�zci zavedeny funk�ní skupiny. Zatímco polyetylén je díky svojí jednoduché 

stavb� z etylénových jednotek relativn� odolný v��i chemickým vliv�m, je v p�ípad� 

p�ítomnosti hydroxylových skupin odolnost plastické hmoty s t�mito skupinami snížena. 

Polyvinylalkohol, který obsahuje tyto funk�ní skupiny reaguje dokonce s vodou a 

rozpouští se v ní. Podobn� jsou mén� chemicky odolné plasty u kterých jsou vodíky 

etylénové jednotky nahrazeny acetátovými funk�ními skupinami jako nap�íklad 

polyvinylacetát nebo polyakrylové kyseliny. Obecn� lze �íci, že �ím více je na molekule 

polymeru funk�ních skupin tím snadn�ji u nich m�že probíhat degradace. Vyjímkou je 

nap�íklad polytetrafluoretylen, který p�estože má nahrazeny vodíky reaktivním fluorem 

odolává tak�ka všem chemickým �inidl�m. 

1.2.2 Fotodegradace 

Fotodegradace je skupinou fyzikálních proces� uplat
ujících se p�i degradaci plast� se 

zkrácenou životností. Zdrojem sv�telného zá�ení majícího vliv na degrada�ní procesy je 

slune�ní svit. Sv�telné zá�ení dopadající na oza�ovaný plast m�že být jeho povrchem 

odraženo, rozptýleno, propušt�no nebo absorbováno. Fotochemické zm�ny probíhají tehdy 
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je-li absorbováno sv�telné zá�ení o ur�ité vlnové délce. Nap�íklad karbonylová skupina 

C=O absorbuje zá�ení o vlnové délce 187 nm a v rozmezí délek od 280 nm do 320 nm. 

Vazba C-C pak absorbuje zá�ení o vlnové délce 195 nm a 230 nm až 250 nm. V 

polymerech, které obsahují výše uvedené skupiny budou p�i oza�ování t�mito vlnovými 

délkami indukovány fotochemické reakce. Absorpcí sv�telného zá�ení se zv�tší obsah 

energie makromolekuly, která se dostává do vyššího energetického stavu. Nejv�tší �ást 

absorbované energie se spot�ebuje na p�evod elektronového systému do vyššího 

kvantového stavu. Zbytek této energie je využit na tvorbu volných radikál� v 

makromolekulách indukujících rozklad n�kterých plast�. 

1.2.3 Termická degradace 

Teplota má na polymery vliv chemický a fyzikální. Tyto vlivy se podílejí na rozrušování 

chemických vazeb a na zm�n� konformace molekul. Obecn� platí, že k roztržení molekuly 

dojde v míst� nejslabší vazby. Se zvyšujícím se stupn�m teploty se zvyšuje stupe
 

desintegrace molekuly plastu se zkrácenou životností. Slou�eniny obsahující aktivní 

skupiny odšt�pují p�i zah�ívání nízkomolekulární produkty. 

1.2.4 Biodegradace 

Biodegradace je speciálním p�ípadem degradace, p�i níž dochází k rozkladu polymer� 

p�sobením biologických �initel�. Známá je biodegradace mikroorganizmy, hlodavci a 

hmyzem. Nej�ast�ji se na biodegradaci plast� podílejí plísn�. Podmínkou jejich r�stu je 

vysoká vzdušná vlhkost. Krom� výše uvedených podmínek hrají d�ležitou roli i další 

faktory, jako jsou kombinace materiál�, stupe
 stá�í plast�, mikroklima a podobn�. 

Metabolity produkované plísn�mi a bakteriemi zp�sobují degradaci samotného polymeru. 

Enzymy jako je nap�íklad peptidáza mohou št�pit polyamidovou vazbu a dokonce i vazbu 

esterovou. P�i mikrobiální degradaci plast� dochází k t�mto chemickým pochod�m: 

• dehydrogenace polymer� a adice vody, vznik alkohol�, které jsou oxidovány na 

mastné kyseliny  

• adice volného kyslíku za vzniku hydroxyperoxidu, který se rozpadá a produkty 

reagují za vzniku alkohol� a dalších slou�enin, které jsou odbourávány až na 

octovou nebo propionovou kyselinu, 
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• celulóza a n�které termoplasty jsou p�es pyruvát a acetylkoenzym-A p�evád�ny do 

trikarboxylového cyklu. Vznikají tak kyselina citronová, jantarová, fumarová, 

jable�ná atd. 

• redukci dvojné vazby mohou vyvolat aktinomycety a n�které bakterie št�pení 

amidové i esterové vazby 

1.3 Faktory ovliv�ující �innost mikroorganism� 

Rychlost biodegradace v p�dách je závislá na následujících faktorech, jako jsou: 

• Vlastnosti polymeru 

• Teplota p�dy 

• Obsah živin 

• pH p�dy 

• Dostatek kyslíku 

• P�ítomnost vody 

• Typ a po�et mikroorganism� schopných biodegradace 

Biodegradace je dále závislá na t�chto podmínkách jako jsou: 

• Adsorpce polymeru na p�dních �ásticích 

• Rozpustnost polymeru v p�dách vodou 

• Pohyb zne�iš�ující látky v p�d� 

1.3.1 Vlatnosti polymeru 

Struktura polymeru 

P�írodní makromolekuly, nap�íklad protein, celulóza, a škrob jsou obecn� degradovatelné 

v biologických systémech hydrolýzou a následn� oxidací. Toto tvrzení není p�ekvapující, 

jestliže v�tšina zve�ejn�ných syntetických polymer� podléhajících rozkladu obsahuje 

hydrolyzující skupiny v hlavním �et�zci, nap�íklad amidové, esterové, mo�ovinové, 

hydroxilové, karboxylové a urethanové skupiny, které jsou náchylné k biodegradaci 

mikroorganizmy a na hydrolytické enzymy [2]. Mnoho proteolytických enzym� specificky 

katalyzuje hydrolýzu peptid� obsažených v proteinu, které jsou substituovány t�mito 

skupinami: benzylové, hydroxylové, karboxylové, methylové a fenylové skupiny. Proto 
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byly p�ipravené polymery v nad�ji, že vložením t�chto skupin do polymeru se zvýší jeho 

biologická rozložitelnost [11]. 

Naopak p�ítomnost nefysiologických substituent� tzv. xenofor� m�že negativn� ovlivnit 

degradovatelnost jinak jednoduché látky. Za xenofory považujeme nap�. skupiny -Cl, -

NO2, -SO3H, -Br, -CN, -CF3, mohou též -CH3, -NH2, -OH, -OCH3. 

Morfologie polymeru 

Jeden ze zásadních rozdíl� mezi proteiny a syntetický polymery je ten, že proteiny nemají 

stejné opakování jednotek v polypeptidovém �et�zci. Tato nepravidelnost má za následek,  

bílkoviný polymer mén� p�echází do krystalinické formy. Tato vlastnost p�ispívá k 

biodegradaci protein�. Na druhé stran� syntetické polymery mají obecn� krátké opakování 

jednotek, a tato pravidelnost zvyšuje jeho krystalinitu, tvo�enou hydrolyzujícími skupinami 

nep�ístupnýmii enzym�m. Toto tvrzení bylo ov��eno u syntetických polymer�, když 

polymer m�l v �et�zci dlouhé opakování jednotek, tak aby dosahoval menší krystalinitu a 

mohl tak být biologicky rozložen. Ov��ení bylo provád�no na sérii kopolymeru amid-

uretan, kde se zjistilo, že je degradován mikroorganismy [11]. 

Efekt morfologie na mikrobiální a enzymatické degradaci PCL, byly studované v pracech 

[12-15]. Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) ukázala, degradace �áste�n� 

krystalinických polycaprolactonových film� vláknitými houbami, že byly p�ednostn� 

degradované amorfní �ásti polymeru p�ed degradací krystalinické �ásti. Tato selekce m�že 

být p�isuzovana málo uspo�ádané amorfní �ástí, která povolí snadn�jší p�ístup pro enzym 

k polymernímu �et�zci. Velikost, tvar a množství krystalinity dosahuje výrazný ú�inek na 

pohyblivost �et�zc� amorfní �ásti a tak ovliv
uje pom�r degradace. Toto demonstrovala 

studie efekt� zm�ny orientace �et�zc� na degradaci [13-15]. 

Z prací také vyplývá, že enzymový systém je  p�sobí selektivn� na krystalinické �ástim 

které jsou degradované na koncích �et�zc� pomocí enzym�m uvl
ovaných do prost�edí. 

Velikost postranní krystalinity má silný ú�inek na degradaci, protože okraj krystalu je ten, 

na kterém dochází k degradaci, kv�li krystalickému uspo�ádání. Množství enzym�, které 

se poutají na aktivní místa je závislá na daném substrátu. Proto menší krystalinita má za 

následek vyšší degradace. 

Dále bylo zjišt�no, že kopolymery s nízkou teplotou tavení jsou nejvíce náchylné na 

degradaci [16] a nejnižší zbalení �et�zc� koresponduje s nejrychlejší degradací polymeru. 
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Molekulová váha 

Existuje mnoho studií ú�ink� molekulové váhy na biodegrada�ní procesy. Nejvíce z 

pozorovaných rozdíl� mohou být p�ipsány detek�ních zm�n b�hem degradace, nebo �asteji 

rozdíly mezi morfologií a hydrofóbilitou polymerních vzork� s prom�nou molekulovou 

vahou. Mikroorganismy produkují dva enzymy, které endoenzymy uvol
ující do prost�edí, 

tyto enzymy degradují polymery vnit� �et�zce a endoenzymy, degraducjící polymery 

náhodn� podél �et�zce. Mohlo by se p�edpokládat, že �et�zce o velké molekulové 

hmotnosti se budou lépe degradovat enzymy uvol
ovaných do prost�edí a relativn� malé 

molekulové hmotnosti v p�ípad� endoenzym�. Ale plasty z�stanou relativn� odolní v��i 

mikrobiálnímu útoku dokud jejich molekulární váha z�stane vysoká. Proto mnoho plast�, 

jako PE, PP a PS nepodporují mikrobiální r�st. Nicmén� nízká molekulová váha 

uhlovodíku m�že být degradovana mikroby, protože jsou pojmuty mikrobiální bu
kou a 

p�evedeny na bun��né metabolity uvnit� mikrobiální bu
ky. Nicmén�, tyto procesy 

nenefungují dob�e v extracelulárním prost�edí, protže molekuly plastu jsou p�íliš veliké pro 

vstup do bu
ky. Takovýto problém nenastane s p�irozenými molekulami, jako škrob a 

celulóza, protože rozklad polymeru na nížší molekulouvou váhu enzymy nastane už vn� 

bu
ky [2]. 

Fotodegradace nebo chemická degradace m�že snižovat molekulovou váhu a potom m�že 

nastat mikrobiální útok. Horní hranice molekulové váhy, do které ješt� pojmou bu
ky 

polymer a nastane vnitrobun��ná degradace, není ješt� ustanovena pro všechny materiály 

na bázi alkan�. Velmi pomalá degradace nastává u látek jako jsou parafin, PE glykoly, a 

lineární alkyl benzen sulfonáty, kdy délka polymerního �et�zce p�evyšuje 24–30 atomy 

uhlíku [17-19]. 

Záv�rem lze �íci z výsledk�, že plasty založené na alkanech s molekulovými váhami 400– 

500 Dalton (to jest v�tší než 30 atomy uhlíku) musí být degradovany na menší molekuly  

nap�. fotodegradací, chemickou nebo dalšími biologickými �initeli p�ed samotnou 

biodegradací. LDPE s pr�m�rnou molekulovou váhou Mw = 150 000 obsahuje asi 11 000 

atom� uhlíku. Molekuly této velikosti pro biologicky p�ijatelné rozm�ry vyžadují rozsáhlý 

rozklad PE matrice. Tento rozklad m�že být �áste�n� proveden p�ípravou sm�sí PE a 

p�írodního polymeru schopného rozkladu pomocí organism�, nap�. �lenovci, stonožkama a 

hlemýždi. 
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Vložení skupiny C=O do �et�zce polymeru zp�sobí rozšt�pení �et�zce tzv. typ Norrishovy 

reakce ve fotochemickém procesu [20]. To bylo zjišt�né, že E/CO polymery s 2.5% C=O 

spojením ztratili asi 98% z jejich p�vodní délky po 40 hodinovém oza�ováním slun��ními 

paprsky. Nicmén�, po 650 h expozice, vzorky m�li p�vodn� Mw = 618 700 a Mn = 45 000 

a po fotlolýze m�ly produkty Mw = 15 000 a Mn = 7300. 

1.3.2 Teplota p�dy 

Teplota ovliv
uje jednak fyzikální stav uhlovodíku a také stav mikroorganismu, které látku 

rozkládají. P�i nízkých teplotách se viskozita zvyšuje a tím se sníží také vypa�ování 

krátkých toxických alkan�, dále se zmenší jejich rozpustnost ve vod�, tento efekt zabrání 

zahájení biodegradace [21]. Navíc mikrobiální rychlosti r�stu jsou funkce teploty [22] a 

schopnost degradace se snižuje s klesající teplotou. Toto je následek zejména snížení 

výskytu aktivních enzym�, �asto popisovaný jako "Q10" jev. Za teplotní maximum p�i 

rozkladu uhlovodík� se ozna�uje teplota v intervalu od 30 do 40 °C. Nad touto teplotou se 

aktivita enzym� snižuje a p�es bun��nou membránu se dostávají dovnit� bu
ky toxické 

uhlovodíky [21]. Jako optimální teplota p�i biodegradaci se uvádí teplota mezi 21°C do 31 

°C [23]. 

1.3.3 Obsah živin 

Zatímco uhlovodíky jsou vynikající zdroj uhlíku a energie, pro MO jsou neúplná potrava, 

protože neobsahují významné koncentrace dalších živin jako jsou dusík a fosfor 

požadovaný pro mikrobiální r�st [24]. Pokud je v p�d� velké množství organických 

uhlovodíkových zdroj�, mají MO sklony k rychlému vy�erpání p�ístupných anorganických 

živin [25], který vede k omezení stupe
 biodegradace. Tak pokud podpo�íme MO dodáním 

pot�ebných nutrient� m�že nastat zvýšená ú�innost biodegradace [26]. 

Pokud se vloží uhlovodík do ekosystému, který obsahuje nízké koncentrace anorganických 

živin vzniká tak �asto nadm�rn� vysoký pom�r mezi uhlík-dusík nebo uhlík-fosfor, nebo 

kombinace, které jsou nep�íznivé pro mikrobiální r�st. Pom�r uhlíku-dusík-fosfory-draslík 

se m�že upravit p�idáním nap�. mo�oviny, fosfore�nanu, N-P-K hnojiva [21]. Nicmén� 

p�idáním živin ve vysokých koncentrací má za následek toxickou vlastnost na MO. 
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1.3.4 pH p�dy  

Nejlepší pro p�dní MO je interval pH = 6 až 8 [27], ve kterém prospívají. Extrémny v pH, 

pozorovany v n�kterých p�dách, mohly zpomalit schopnost mikrobiální populace 

odbourávat uhlovodíky. V jednom studiu, úprava pH z 4,5 na 7,4 m�lo za následek tém�� 

zdvojnásobení biodegradace ropných látek. Degradace se významn� snížila, když pH bylo 

zv�tšeno až na pH = 8,5 [21]. 

1.3.5 Dostatek kyslíku 

Aerobní cesta je nejefektivn�jší strategie pro biodegradaci [26]. Po�áte�ní reakce v 

katabolismu alifatických, cyklických a aromatický uhlovodík� bakteriemi a houbami 

zahrnují oxidace oxygenázami, pro které je pot�ebný kyslík. Aerobní podmínky jsou proto 

nutné pro mikrobiální oxidaci uhlovodík� v prost�edí. Dostupnost kyslíku v zemích je 

závislá na mikrobiální spot�eb� kyslíku, typu p�dy, vlhkosti p�dy a p�ítomnost 

použitelných substrát� vedoucích k vy�erpání kyslíku [21]. 

1.3.6 P�ítomnost vody  

Biodegradace uhlovodík� v p�dních ekosystémech m�že být omezena dostupnotí vody, 

která je d�ležitá pro mikrobiální r�st a metabolismus [21]. P�dní mikroorganizmy 

pot�ebují vodu, která  podporuje jejich metaboliza�ní procesy. V d�sledku toho se 

o�ekává, že mikroorganizmy budou reagovat na zm�ny v p�dní vlhkosti zavisející na 

pohybu živin v prost�edí, teplot� p�dy, velikostech �ástic ovliv
ující pórovistost p�dy a 

p�dní atmosférické zm�ny [27]. Práce [28] uvedla vztah mezi p�dní mikrobiální aktivitou 

a obsahem vlhkostmi. Snížením obsahu vlhkosti má za následek snížení mikrobiální 

aktivity, a pokud se znovu p�da zvlh�í, nastává velké a rychlé zvýšení aktivity MO. 

P�edchozí výzkum také navrhl lineární vztah mezi mikrobiální produkcí CO2 a obsahem 

vlhkosti, závislý také na typu p�dy [29]. Na druhou stranu extrémn� vlhká p�da je také 

nep�íznivá pro mikrobiální r�st a vým�nu látek. 

1.3.7 Typ a po�et mikroorganism� schopných biodegradace 

Mikrobi jsou primární �initelé pro degradaci organických zne�iš�ující látek v p�d�. 

Rostoucí mikrobiální hustota a aktivita m�že urychlovat degradaci látek zne�iš�ujících 

[31]. Rychlost degradace se zvýší pokud je v�tší po�et mikroorganizm� v p�d� schopných 
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rozkladu kontaminantu. Schopnost odbourávat uhlovodíky není omezený na n�kolik 

mikrobiálních rod�. Existuje r�znorodá skupina bakterií, které mají tuto schopnost [31]. 

Nejd�ležit�jší rody v p�dním prost�edí jsou Achromobacter, Actinobacter, Alcaligenes, 

Arthrobacter, bacillus, Flavobacterium, Nocardia, a Pseudomonas spp. Bakterie schopné 

rozkládat uhlovodíky, Aspergillus a Penicillum spp. byly  �asto izolovany z mo�ských a 

p�dních prost�edí. Jednotlivé organismy mohou obvykle metabolizovat jen omezenou �adu 

uhlovodíkových substrát�. Proto je požadované bohaté spole�enství s širokými 

enzymatickými kapacitami, aby se odbourávaly komplexní sm�si z uhlovodík� [21].  

V Petrobas Research centrum v Rio de Janeiru, Brazílii, zkoumali biodegradaci 

mikroorganizmy. Nejlepší biodegradace byla získaná používáním 108 CFU/g p�dy, násada 

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

1.4 Biologicky rozložitelné polymery 

Biologicky rozložitelné polymery je možno rozd�lit do dvou základních skupin: 

• Syntetické polymery 

• P�írodní polymery tzv. biopolymery 

1.4.1 Syntetické biorozložitelné polymery 

Mezi materiály vyráb�né ze syntetických surovin je možno za�adit dle [32] p�evážn� 

estery. Rozši�ování výroby syntetických a p�írodních biologicky degradovatelných 

polymer� úzce souvisí i s vývojem mezinárodní legislativy a s cenovými relacemi na trhu 

v porovnáním s cenami ropy a zemního plynu [2]. V sou�astné dob� vyráb�né polymery 

lze rozd�lit na bázi: 

• Kopolyesteru: Ecoflex (BASF), Estar Bio (Chemical) 

• Polykaprolaktonu: CAPA (Solvay), Tone polymer (Union Carbide) 

• Polybutylensukcinátu: Bionole (Showa Highpolymer) 

• Polyesteramidu: BAK (Bayer) 

• Polyesteruretanu: MHP 9029 (Bayer) 

• Polyesterkopolymeru: Degranil (Bayer) 
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• Syntetické kyseliny polymlé�né: (Fortum) 

• Polyesteru: Biomas (Dupoint) 

• Polyanhydrid� 

• Polyvinylalkoholu 

• Polyvinylacetátu 

1.4.2 P�írodní biorozložitelné polymery 

Biopolymery jsou polymery uspo�ádané v p�írod� b�hem vývoje a r�stu všech organism�. 

Proto jsou také ozna�ované jako p�írodní polymery. Jejich syntéza obecn� zahrnuje 

katalyzovaný systém enzymy, které aktivují monomery. Tyto monomery mohou dále 

�et�zovou reakcí r�st do polymer�, které jsou typicky uspo�ádané uvnit� bun�k. Vzniklé 

polymery m�žeme dále d�lit podle vzniku na [2]: 

• živo�išné 

• rostlinné 

• mikrobiální (bakterie, plísn�) 

A dále podle chemického složení: 

• polysacharidy (celulóza a její deriváty, algináty, dextran, chitosan, kys. 

hyaluronová) 

• bakteriální polyestery (polyhydroxi máselná kys, polyhydroxi alkoholát) 

• bílkoviny (kolagen, fibrin) 

1.5 Charakteristika použitých polymer� 

1.5.1 Polyvinylalkohol 

Charakteristika PVAL 

Polyvinylalkohol je sypká hmota krystalického charakteru. Pat�í mezi ve vod� rozpustné a 

biologicky dob�e rozložitelné polymery. Za ur�itých výrobních podmínek má 
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termoplastický charakter. Používá se jako zahuš�ovadlo a stabilizátor suspenzí a na výrobu 

chirurgických nití. 

V práci [33] se zabývali adsorp�ními a desorp�ními vlastnosti PVAL. A zejména adsorpcí 

na k�emenném písku, huminových kyselinách a   p�d�. A jeho následnou desorpcí vodou, 

methanolem, NaOH, CH3COOH, HCl, H3PO4,HF. Všechny analýzy bylz sledovány 

pomocí NMR spektrální analýzy. 

Výroba PVAL 

Pr�myslov� se  p�ipravuje hydrolýzou alkoholického roztoku polyvinylacetátu v kyselém 

nebo zásaditém prost�edí. P�ímá syntéza není možná, protože monomer vinylalkoholu 

p�echází ve stabiln�jší formu acetaldehyd. Na jeho rozpustnost má vliv obsah acetátových  

skupin, kde b�žný obsah skupin je asi 15 % a rozpouští se v teplé i studené vod�. 

Biodegradace PVAL 

Prvním zjišt�ným druhem schopným asimilovat PVAL byl rod Pseudomonas izolovaný 

z p�dních vzork�. [3, 4, 34]. Bakteriální rod Pseudomonas využívá k degradaci PVAL 

sekundární alkoholové peroxidázy [3, 5, 6]. Tyto zkoušky byly uzav�eny tím, že po�áte�ní 

biodegradace probíhá stup
ovit� a zahrnuje enzymatickou oxidaci sekundární alkoholové 

skupiny v PVAL na skupinu ketonu. Následuje dále hydrolýza ketonové skupiny, která má 

za následek št�pení �et�zce.  

Dalšími bakteriálními druhy s podobnými vlastnostmi izolované z kontaminovaného 

prost�edí jsou rody Flavobacterium [3] a Acinetiobacter [35], Alcaligenes, Bacillus [36] a 

aktivita druhu Phanerochaete crysosporium [37]. 

Degradace PVA houbami a plísn�mi byla popsána v práci [Nord FF. Dehydrogenation 

activity of Fusarium lini B. Naturwiss 1936;24:763.], kdy zjistili, že p�sobením Fusarium 

lini a Phytopathogenic fungus se produkuje CO2 a voda následkem extracelulárního útoku 

dehydratázy.  

Jako mikrobiální zdroj posloužila sm�s p�dy, zejména sm�s zem�d�lské p�dy a lesní p�dy. 

Úpravu p�dy  obsahuje práce [15]. Bylo zjišt�no, že se PVAL rozkládá p�dními MO, ale 

pokud šlo o izolaci t�chto baktérií v �isté kult��e tak ztratila tuto schopnost rozkladat 

PVAL. To se p�isuzuje p�ísným symbiotickým podmínkám. V práci se zmi
ují, že se 

v p�dním poh�bívacím testu dosáhlo nízkých stup
� biodegradace PVAL, které byly 
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zp�sobeny bu�to nedostatkem degradujících MO nebo v pevný vzorek odolával svými 

vodíkovými vazbami, které p�ekážejí enzymatickému útoku v polymeru [36]. 

Modifikace PVAL 

Nemén� d�ležité jsou i jeho sm�si, které nachází �ím dál tím více uplatn�ní v praxi. 

Nap�íklad na Kated�e plast� a kau�uku na FCHPT, STU Bratislava v spolupráci s UTB 

Zlín, fakultou technologickou vyvinuli a úsp�šn� aplikovali do praxe degradovatelný, 

vodorozpustný polymer PVA/CH. Je to sm�s na Slovensku vyráb�ného polyvinylalkoholu 

(PVA) s hydrolyzátem kolagenu (CH), který se speciální technologií získává z odpadu 

koža�ského pr�myslu [38]. D�ležitou vlastnosti PVA/CH je jeho vysoká pevnost za sucha 

a výborná rozpustnost ve vod�. Tím našel uplatn�ní v obalovém hospodá�ství. Výsledky 

test� biologické degradace PVA ukazují na velmi slabou schopnost degradovat takovýto 

materiál p�dními mikroorganismy a mikroorganismy b�žných v komunálních �istírnách 

odpadních vod. Proto se hledá vhodné mikroflóry schopné degradace na bázi PVA [39]. 

Další zemí, která se zabývá vývojem a testování t�chto sm�sí je Ma�arsko. Výzkumný 

ústav potraviná�ský v Budapešti vyvinul plast na bázi škrobu s p�ísadou PVA v r�zném 

obsahovém pom�ru od 20 do 47%. Zdroj škrobu posloužily zem�d�lské plodiny jako 

kuku�ice, brambory a pšenice. Po prob�hnutí test� na degradabilitu prošly nejlépe vzorky 

vyrobené na bázi bramborového škrobu [40]. 

Další sm�si jsou podrobn� popsané v práci [8], kde jsou nap�. zmín�né sm�si PVAL/-

celulóza, -škrob, -chitin, -želatina, -PHB aj. 

1.5.2 Xanthan 

Charakteristika Xanthanu 

Jedná se o pentasacharid, kde se v �et�zci opakují pentasacharidové jednotky sestávající se 

z β[1-4] �et�zce D-glykosylu (celulózový �et�zec) a s α[1-3] trisacharid� umíst�ných na 

postraním �et�zci (D-manóza-β[1-2]-D-glukuronová kys.-β[1-4]-monóza)). Xanthan je 

vysoce molekulární látka (2.106-5.107) a obsahuje D-glukózu (2,8 mol), D-manózu (3,0 

mol), D-glukuronovou kyselinu (2,0 mol), kys. octovou (p�ibližn� 4,7%), kys. 

pyrohroznovou (p�ibližn� 3%). 
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V p�irozeném prost�edí se jedná o rostlinný patogen, protože ucpává cévy rostlin 

polymerem a znemož
uje tím transport vody. V pr�myslu se polymer získává p�i 

submerzní kultivaci, kdy dochází k extracelulární produkci tohoto sacharidu. 

Vlastností je d�ležité zmínit jeho vhodné rheologické vlastnosti, protože �ed�ný roztok je 

vysoce viskózní a jeho viskozita je nezávislá na teplot� a pH. 

Využívá se v potraviná�ském pr�myslu jako stabilizátor ovocného aroma, pivní p�ny, p�i 

výrob� sirup�, jako p�ísada peka�ských náplní, adhesivum, abrasivum, gelatiniza�ní 

�inidlo, emulgátor v salátových dresingách a p�i inhibici r�stu ledových krystal� ve 

zmrzlin� [10]. 

Výroba Xanthanu 

Za producenta se považuje Xanthomonas campestris. Pro jeho syntézu je t�eba 12 

specifických enzym�.  

Proces produkce polymeru probíhá p�i 28°C a pH = 7,0. Jako zdroj uhlíku se p�idává 

škrob, hydrolyzát škrobu, 1% glukosa nebo 3% sacharosa. P�i vyšší koncentraci glukosy se 

efektivnost snižuje. Kultivace trvá 48-72h. Následná extrakce polymeru se provádí 

ethanolem. Ro�ní produkce �iní 10-20.000 tun [10]. 

Biodegradace Xanthanu 

Cellulomonas sp. LX, který byl nedávno izolovaný z p�dních vzork� m�že odbourávat 

extracelulární polysacharidy jako je xanthan. Xanthan degraduje aktivní enzym zmín�né 

kultury, který byl získán z prost�edí supernatanu, kde byly pestované bakterie s p�ídavkem 

xanthanu jeko jediného zdroje uhlíku. Optimální pH a teplota pro degradaci xanthanu jsou 

pH = 6.0 a teplota 40°C [41]. Další bakterií pšstované v p�ítomnosti xanthanu je 

Paenibacillus alginolyticus XL- 1, izolovaná z p�dy, která odbourává p�ibližn� 28% 

xanthanu p�i pH 6,0 a 55°C [42]. 
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1.5.3 Gellan 

Charakteristika Gellanu 

Jedná se o lineární anion-heteropolysacharid složený ze �ty� sacharid� β−D-glukózy, 
 β−D-

kyseliny glukuronové, 
 β−D-glukózy a  β−L-rhamnosy. Opakování jednotek v �et�zci je 

zp�sobeno karboxylovou postranní skupinou. 

Gellan je široce užívaný v potraviná�ském pr�myslu díky jeho schopnostem tvo�it 

pr�hledné gely, které jsou odolné v��i teplot� a kyselinám v porovnání s dalšími 

polysacharidickými gely. Gel se utvá�í prostorovým uspo�ádáním tepeln� reversibilního 

p�echodu ze stavu jednotliv� náhodných makromolekul k více uspo�ádanému stavu, tak že 

se makromolekuly párují mezi sebou a tvo�í dvojšroubovice. Jednotlivé makromolekuly 

mohou být zapojeny i do více než jedné spirály. Takovýmto zp�sobem jsou tvo�eny 

p�echody mezi spirálami a následn� je získaný gel [43, 44]. 

Výroba Gellanu 

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

pancimobilis NK2000 [46]. 

Modifikace Gellanu 

Byly vytvo�eny sm�si s PVAL (gellan/PVAL) s r�znými váhovými podíly. Dané filmy 

byly tvo�ené odléváním p�i pokojové teplot� [47]. Následná stabilita film� byla zv�tšena 

chemickou glutaraldehydickou vazbou mezi �et�zci. Pro zjist�ní termických, 

mechanických a morfologických vlastností bylo použito mnoho metod jako jsou diferen�ní 

scanning calorimetrie (DSC), dynamicko mechanická termalní analýza (DMTA), 

scannovací electronová mikroskopie (SEM), X-ray spectroskopie a thermogravimetrická 

analýza (TGA). Navíc byly provedeny testy za ú�elem zhodnotit sm�si gellan/PVAL na 

biorozložitelnost [48]. 

Termální analýza sm�si gellan/PVAL film� ukázala, že rozpoušt�cí teplota PVAL z�stává 

stálá zatímco PVAL rozpoušt�jící entalpie se snižuje se zvyšovánímobsahu gellanu ve 

filmu. Sm�si s obsahem gellanu výšší než 50% se rozpoušt�ní PVAL neukázalo být velké. 

To nazna�uje, že stupe
 krytalinity PVAL se snižuje v p�ítomnosti gellanu, zatímco 

krystalinická struktura z�stalanezm�n�ná. Hodnota Tg  PVAL se lineárn� zvyšovala se 
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stoupající obsahem gellanu z hodnoty 67°C (�istý PVA) na 83°C (gellan/PVAL v podílech 

60/40). Za to analýza z termogram� ukazála snížení Tm PVAL se stoupajícím obsahem 

gellanu. Toto by mohlo být zp�sobeno vyšší pohyblivostí makromolekul v rozpušt�ném 

stavu a vzájemným ovliv
ováním ob�ma polymery [48]. Termogravimetrická analýza 

ukázala, že tepelná odolnost mezi �istými látkami a sm�sí nezávisí na složení [49]. 

Výsledky z této analýzy ukazovaly vzájemné ovliv
ování mezi látkami. Pokud byl gellan 

obsažen v 50%, sm�s gellan/PVAL se rozd�lila a vznikly dv� odd�lené fáze. Výsledky 

DMTA analýzy ukazovaly u sm�si gellan/PVA film� a �istými složkami stejné p�echody.  

Pomocí povrchové analýze XPS bylo zjišt�no, že povrchové chemické složení nebylo 

r�zné s ohledem na složení sm�si ve smyslu, že žádný homopolymer nemá sklony 

p�esunovat se sm�rem k povrchu filmu. SEM obrazy ukázaly husté a stejnorodé uspo�ádání 

bez známky p�echodu fází na složení film� [48]. 

1.5.4 PHB 

Charakteristika PHB 

Mikrobiální syntetizovaný polyester polyhydroxybutyrát (PHB), termoplast, produkující 

mnohými baktériemi jako intracelulární uhlík a jako zdroj energie, nap�. Azotobacter 

chroococcum 23 [50], Bacillus megaterium [51].  

Výroba PHB 

Ve výrobním pr�myslu m�že sušina bakterií obsahovat od 70 do 90 váhových procent 

PHB [50]. Pr�myslov� se vyrábí fermentací glukózy nap�. za p�ítomnosti baktérie 

Azotobacteru chroococcum 23 [52-54]. Obsah PHB v biomase se obsažen ze 75 váhových 

procent. Obsažený polymer se dále extrahuje z biomasy pomocí chloroformu. Roztok se 

dále filtruje a vysráží isopropanolem. 

Biodegradace PHB 

V práci [55] uve�ejnili, že PHB je velmi dob�e biologicky odbouratelný, mikroorganismy 

z kontaminované p�dy tímto polymerem, b�hem 20 dn�. 
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Modifikace PHB 

U modifikace s PEG byly dosaženy nejlepší výsledky úplné biodegradace u váhového 

pom�ru PHB/PEG 10%, a u pom�r� PHB/PEG do 10-30%, byly zjišt�né nerozložitelné 

zbytky PEG [56]. 

1.5.5 Škrob 

Charakteristika škrobu 

Škroby jsou makromolekuly tvo�ené glukosou vázanou �-glykosidicky, p�i�emž tato 

glukosová jednotka se opakuje tisíckrát až desettisíckrát. Krom� t�chto polysacharidických 

látek obsahují jednotlivé škroby i lipidy a proteiny a zhruba 10 až 20 % vody. Škroby jsou 

tvo�ené pomocí dvou r�zných polysacharid� - amylosy a amylopektinu. Amylosa je 

lineárním �et�zcem, obsahujícím jednotky D-glukosy, navzájem vázané vazbou �(1,4), 

p�i�emž tento �et�zec má strukturu šroubovice. Amylopektin obsahuje také D-glukosu 

vázanou vazbou �(1,4), na rozdíl od amylosy však p�ipadá na každých 20 až 25 

glukosových jednotek jedno rozv�tvení, kdy se nový �et�zec váže zp�sobem �(1,6). 

Škroby obsahují asi 15 až 25 % amylosy. Amylosa s vodou vytvá�í koloidní roztok, který 

na rozdíl od roztoku amylopektinu nep�echází do gelového stavu. Amylopektin se ve 

studené vod� nerozpouští, jen siln� bobtná. P�i vyšší teplot� se koloidn� rozpouští. Když se 

takto p�ipravený roztok ochladí, p�em�ní se na gel. Amylopektin i amylosa spolu vytvá�ejí 

micelární strukturu škrobových zrn. 

Škrob je široce využívaná surovina pro výrobu film� kv�li rostoucím cenám a klesající 

dostupnosti tradi�ních film� z prysky�ic [57]. Tyto filmy mají nízkou propustnost a jsou 

tak atraktivní pro výrobu obalových materiál� a výrob� plast� v zem�d�lství, které jsou 

pomocí p�dním mikroorganism�m degradovatelné.  

Výroba škrobu 

Biodegradace škrobu 

Škrob byl po mnoho let používán jako p�ísada v plastech pro r�zné ú�ely. Byl p�idáván 

jako plnivo [58] k r�zným prysky�icím k tvorb� film�, které bránily pronikání vody a 

vodní páry. Dále byl zkoumán jako biodegradovatelná složka v LDPE [59, 60]. 
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Byl p�ipraven škrobem pln�ný PE film [61], který se stal pórovitý po extrakci škrobu. 

Tento pórovitý materiál m�že být napadený mikroorganismy a rychle sycen kyslíkem, tím 

se zvýší degradace biologickými a oxida�ními cestami. Ve studii [62] bylo objeveno, že 

škrob/PVAL by mohl být použit jako vod� odolný, rozložitelný mul�ování film 

v zem�d�lství. 

Modifikace škrobu 

Pro použití v technických oborech se škroby �áste�n� chemicky upravují - hydrolyzují, 

esterifikují a podobn�. Vytvo�ením sm�sí se zlepší jeho vlastnosti [63]. Používá se bu�to 

jako sm�s granulí nebo se rozpouští ve vod� a smísí se s vhodným polymerem na 

molekulární úrovni. Ve struktu�e polymeru je pak obsažen škrob, který je p�ístupný 

enzym�m jako je amyláza nebo glykosidáza. 

Škrob m�že být modifikován s nepolárními skupinami, estery tuk� [64] už vyvinutou 

metodou [65]. Nebo ve studii [66] p�idali škrob k uretanovému systému pro zvýšení 

tlumení náraz� p�ny. Tyto metody ukazují, že škrobové produkty zm�ní odolnost p�n v��i 

plamenu a rychleji jsou napadené p�dními mikroorganismy. 

1.6 Metody testování biodegradability polymer� 

Biodegradabilita prvních biodegradovatelných plast� byla testována metodami vyvinutými 

pro studium schopnosti plast� odolávat mikrobiálnímu napadení [67]. Tyto testy byly 

posléze nahrazeny metodami, které stanovují koncové produkty mikrobiálního 

metabolismu. Aby bylo vyhov�no všem požadavk�m na testování biorozložitelnosti plast�, 

byla vyvinuta �ada metodik pokrývajících tém�� celé spektrum prost�edí ve kterých plasty 

po jejich upot�ebení kon�í. 

Biodegradace je v�tšinou zap�í�in�na enzymy produkovanými mikroorganismy, ale 

podporují ji i další procesy, které už byly popsány v odstavci 1.3. Mikrobiální aktivita 

m�ní zárove
 strukturu látek kultiva�ního média. V anaerobních podmínkách dochází 

v�tšinou ke snížení pH vlivem organických kyselin produkovaných mikroorganismy. 

Naproti tomu v aerobním prost�edí m�že pH i vzr�st (p�i kompostování dochází obvykle 

ke zvýšení pH na 8-9) [68]. Vlivem ohromných rozdíl� v p�írodních podmínkách 

biodegradabilita polymer� siln� kolísá jak v globálních m��ítcích, tak i v rámci malého 

ekosystému. To je mimo jiné zap�í�in�no i druhy mikroorganism� vyskytujících se v dané 
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lokalit�. P�i testování by podmínky prost�edí m�ly být udržovány co možná 

nejstandartn�jší a nejkonstantn�jší, aby byla zajišt�na spolehlivost a reprodukovatelnost 

výsledk�. Testy m�žeme rozd�lit na: 

Testy s p�dním inokulem: 

• Zahn-Wellens/EMPA test (	SN EN 29888, OECD 302B) 

Testy s navážkou p�dy: 

• P�dní poh�bívací (burial) test 

Testy, kde je možné použít jak vodní výluh tak i navážku p�dy: 

• Sturm�v test (ISO 17556, OECD 301B, ASTM D 5209) 

• Head-space test: CO2 v plynot�sných lahvích (ISO/DIS 14593) 

Nebo se také používají dodate�né analytické metody ke sledování degradability a zm�ny 

vlastností polymer� a to zejména: 

• Scannovací elektronová mikroskopie (SEM Analysis) [69] 

• Mechanické zkoušky (zkouška tahem) [69] 

• Termogravimetrická analýza (TGA) [70, 71] 

• Fourierova infra�ervená spektroskopie (FTIR) [71, 72] 

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

Jde o zkoušku podle normy 	SN EN 29888 z roku 1999, která umož
uje jen testy u 

rozpušt�ných vzork�. Z toho vyplývá, že testovací prost�edí je kapalné a úbytek substrátu 

je sledován pomocí analyzátoru uhlíku. Odb�ry vzork� jsou p�ímo z kapalné fáze ve 

stanovených �asových intervalech a je zaznamenáván úbytek organického uhlíku, v�etn� 

korekce na blank, �ase. 

1.6.2 P�dní poh�bívací (burial) test 

Jedná se o jednu z normalizovaných metod na stanovení biodegradace, kde se vyšet�uje 

vzorek materiálu zahrabaný (poh�bený) v chrán�ných venkovních lokalitách nebo 

v laboratorním prost�edí, kde je lepší kontrola nad teplotou a vlhkostí b�hem procesu [73]. 

Nevýhodou venkovního p�dního burial testu je to, že dochází k nekontrolovatelným 
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faktor�m jako jsou lidský nebo zví�ecí faktor a zm�ny podnebí. Pomocí t�chto faktor� 

dochází k nereprodukovatelnosti pokusu. Nicmén�, mnozí auto�i i p�es tyto problémy 

provád�jí burial testy ve venkovních podmínkách v r�zných ro�ních období [74, 75]. 

Laboratorní p�dní burial testy trpí také nevýhodou a to nedostatek kontroly nad p�dními 

MO. Mnozí auto�i cht�li obejít tento problém tím, že nao�kovali p�du známými 

zkušebními MO, nebo provedli sterilizaci p�dy a poté ji nao�kovali [76]. Nicmén�, oba 

p�íklady ošet�ení p�dy nevedlo k uspokojivým výsledk�m, protože došlo k porušení 

symbiotických vztah� mezi p�vodními MO. 

P�dní mikrobiální spole�nostvo se skládá z velkého množství  jednotlivých MO (bakterie, 

aktinomycety, houby, kvasinky, �asy, a prvoci) obvykle v rozsahu od  500.103 do 500.106 

na gram p�dy [77].  

Nap�íklad laboratorní p�dní poh�bívací test je provád�n v práci [69] zahrabáním 350 mg 

suchého filmu 10g lesní p�dy. Vyvinutý CO2 rozkladem vzorku byl zachycen do roztoku 

KOH (0,05N) a titrován následn� roztokem HCl (1N), s p�ídavkem BaCl2. Výsledek byl 

dále korigován na slepý pokus a zaznamenán jako procento odstran�ní substrátu na 

teoretickou produkci CO2. 

Nebo lze pokud provést tak, že se vzorek fólie (500 mg) rozst�íhá na malé kousky o 

rozm�ru (2x2 mm) a smíchá se s 25g kompostovací p�dou v láhvi a uzav�e a p�ipojí na 

uzav�ený cyklus respirátoru Micro-Oximax (Columbus Instruments, Columbus OH). 

Teplotní podmínky pro degradaci byly 25°C a záznam produkce CO2 byl každých 6 hodin 

po dobu 55 dn� [70]. 

Alternativu p�dních poh�bívacích test� provedli v pokusu [78], kde vytvo�ili alternativu 

respirometrické láhve s využitím perlitu, který odd�luje p�du se zahrabaným vzorkem 

zobrazeným na obrázku 2.  
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Obr. 2. Alternativa respirometrické láhve s využitím buriál testu 

1.6.3 Sturm�v test (ISO 17556, OECD 301B, ASTM D 5209) 

Princip široce užívaného CO2 evolu�ního testu, také známého jako Sturm�v test, slouží ke 

stanovení biodegradace organických sm�si aerobními MO, za použítí vodných testovacích 

systém� a sledování produkce CO2. Testovací láhev obsahuje substrát jako jediný zdroj 

uhlíku, anorganické médium a obvykle aktivovaný kal, získaný z odpadní vody �istírny 

odpadních vod nebo z jiného zdroje jako je extrakt z p�dy nebo je možné použít navážku 

p�dy jako zdroj MO. 

Vodní testy jsou kompromisem a �eší problémy, které jsou popsány tém�� ve všech 

kapitolách. Zejména pomalejší a málo efektivní biodegradaci polymer� v samotném 

p�dním prost�edí. Tyto testy jsou p�echodem mezi testy v p�dním a vodním prost�edí. 

Nekopírují sice p�esn� podmínky probíhající v p�d�, ale informují o biodegrada�ním 

mechanismu, rychlosti rozkladu, atd. Ve zkratce se o t�chto testech dá �íci, že nedávají 

p�esný pohled na biodegradaci v p�d�, ale jsou z mnoha ohled� výhodn�jší (nap�. rychlost 

biodegradace). 

Principem pokusu je, že testovací láhve jsou provzduš
ovány vzduchem zbaveného CO2 a 

jsou uskladn�ny p�i 20 ± 2°C obvykle 28 dn� za neustálého míchání magnetickým 

míchadlem. CO2 vyprodukovaný b�hem mikrobiální degradace je jímán ve dvou externích 

nádobách obsahující vodný roztok NaOH. Vzorky jsou odebírány v pravidelných �asových 

intervalech a je z nich po�ítán stupe
 biodegradace. 

P�da 

Vzorek 

Roztok KOH 

Perlit 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 

Je možné také použít alternativu jako automatický CO2 evolu�ní test. Kdy do roztoku 

NaOH je pono�ena nakalibrována elektroda a m��í se vodivost roztoku. Tento roztok musí 

být neustále míchán. P�em�na je zjiš�ována z vodivosti vztažená na koncentraci  CO2 

(mg.l-1) a po ode�tení blanku je vypo�ítán stupe
 biodegradace [79]. 

ISO 17556 – M��ení úplné aerobní biodegradace polymeru v p�dách 

V práci [41] byla zkoumána vhodnost zkušební metody ISO/DIS 17556 pro plasty: 

stanovení kone�ných produkt� aerobního rozkladu v p�d� - m��ením spot�eby kyslíku 

nebo produkce oxidu uhli�itého. 

Z nam��ených výsledk� p�i používání komer�ní rašeliny se zjistilo, že má vysokou 

endogenní respiraci. Je to z toho d�vodu, že rašeliny jsou velmi bohaté na organický uhlík 

(23%). Pro p�ekonání tohoto problému se dávkovalo menší množství p�dy (20g) i 

zkoušeného materiálu (100 mg) což pdporuje ISO norm�. 

Pomocí takových nízkých množství dosáhla celulóza kone�né biodegradace asi 80%. Ale 

na druhé stran�, materiály, které mají vysokou schopnost biodegradace dosáhly rozkladu 

jen mezi 35 - 45 %. Problém by mohl být následkem ná�rtku reaktoru navrhovaného v ISO 

norm�. Podle ISO/DIS 17556 by m�lo provzdušn�ní atmosféry vypadat následovn�: 

 

Obr. 3. Reaktor dle ISO/DIS 17556 

Problém je u provzduš
ování, protože pr�tokové rychlosti jsou nízké. Díky tomu dochází 

k nedokonalé vým�n� plynu v láhvi a tím i ke ztrátám vyprodukovaného plynu CO2 a 
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špatnému okysli�ení p�dy. Aby se vyvarovali tohoto problému byla použita aparatura na 

následujícím obrázku. 

 

Obr. 4. Upravený m��ící systém pro degradaci v p�dách 

Vzduch je vhán�n skrz p�du, do inertní pórovité matrice (kousky cihel, perlit aj.). Použitím 

nov� sestaveného reaktoru byly dosahnuty vyšší koncetrace CO2 a tím pádem v�tší úrov�
 

degradace materiálu. 

1.7 Metody stanovení uhlíku a respira�ních plyn� (CO2, O2, CH4) 

Pro stanovení spot�eby substrátu existuje mnoho metod, které jsou detailn� popsány ve 

v�deckých pracech. Ale pro naše pot�eby poslouží jen metoda založená na stanovení TOC 

u vodných test�. Podrobn�jší popis metod je uveden v experimentální �ásti. 

Pro stanovení respira�ních plyn� v testech používáme známé metody zmín�né 

v p�edcházejících kapitolách, jako jsou pro stanovení produkce oxidu uhli�itého (CO2): 

• Plynová chromatografie 

• IR-spektroskopie 

• Titra�ní analýza 

Dále pro stanovení úbytk� kyslíku (O2) v aerobním prost�edí: 

• Plynová chromatografie 

• Analyzátoru magnetické rezonance 
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1.7.1 Plynov� chromatografická analýza (GC) 

Plynov� chromatografická analýza se používá dle normy ISO 6974 a je zde uveden p�íklad 

z práce [80] m��ení hlavních plynných složek (CH4, CO2, O2, N2 a Ne), které byly 

analyzované na mobilním CP-2002P Chrompack-Micro GC (Chrompack International BV, 

Nizozemí). Plynový chromatograf byl vybavený tepeln� vodivostním detektorema (TCD) a 

dv�ma kolonama. O2 a N2 byl rozd�lován na kolon� dlouhé 4 metry (Molsieve 5A) a CH4, 

CO2 na 10 metrové kolon� (Poraplot Q). Jako nosný plyn se používalo hélium a teplota 

termostatu (kolon) byla 40°C. Pro kalibraci byl použit standardní plyn od fy. MicroLab 

(Aarhus, Dánsko). 

1.7.2 Použití p�ístroje Micro-Oxymax 

Použití respira�ního p�ístroje Micro-Oximax (Columbus Instruments, Columbus Ohio) již 

zmín�ného v poh�bívacích testech kapitola 1.7.2 je velmi výhodné [70]. Výhody jsou, že 

p�ístroj pracuje sám dle nastavených parametr� v programu a záleží jen na p�ídavných 

detektorech co se bude m��it. V našem p�ípad� jde o m��ení respira�ních plyn� CO2, O2, 

CH4. Nevýhodou je jen cena m��ícího systému a absence p�ístroje, jako alternativu m��ení, 

v normách ISO �i 	SN. 

Tento p�ístroj verzi 6,0 a se softwarem verze 6,06d upgradovaný na 6,09 používali v praci 

[81]. P�ístroj m��íl množství vyprodukovaného CO2 pomocí IR-detektoru. M��ené vzorky 

byly udržované za aerobních podmínek. Vzorky v množství 25 - 100 mg byly umíst�né v 

250 ml láhvích. P�edchozí výzkumy v Cal Poly ukázal optimální teplotu p�dy mezi 25 a 30 

°C [82], v závislosti na podnebí, kde se p�da vyskytovala, byly láhve umíst�né ve vodní 

lázni (Precision 180 Series) p�i teplot� 30°C. P�ístroj byl nastavený analyzovat CO2 každé 

t�i hodiny a refreš (obnovení plynné atmosféry) lahví každých šest hodin. Výsledky 

vyjad�ovali jako ml CO2.g-1 p�dy za hodinu. Použité nastavení p�ístroje v programu je 

uvedeno v Tabulce 1. 
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Tabulka 1. Nastavitelné prom�nné v respira�ním 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 (% O
2 
or CO

2
):  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=l):  1  

Measure O
2 
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 St�ediska informací o biologické degradaci 

Zde je uvedeno n�kolik zahrani�ních center a agentur, které se zabývají biologickou 

rozložitelností.   

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

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

Research 

• Laboratory Stevenage, Anglie 

• US Environmental Protection Agency (databanka OCPDB) 

• Institut für Wasserforschung - Dortmund (databanka DABAWAS) 
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• Henkel - Düsseldorf (databanka SUSANA) 

• Institut für Wasserwirtschaft, Berlin 

U nás jsou od šedesátých let shromaž�ovány údaje o biologické rozložitelnosti na: 

• Ústavu technologie vody a prost�edí VŠCHT v Praze. 

1.9 Návaznost a cíle diplomové prace 

Práce navazuje na p�edcházející diplomové práce zabývající se sledování biologické 

rozložitelnosti v p�dním prost�edí pomocí acidimetrickým a plynov� chromatografickým 

stanovení produkovaného oxidu uhli�itého. 

Práce Sedlá�e J. [83] se zam��ovala na p�dní prost�edí, kde byl sledován rozklad PVAL. 

Bylo potvrzeno, že rozklad PVAL v p�dním prost�edí je omezen z následujících p�í�in: 

kyselá povaha p�dního substrátu, nižší dostupnost polymeru mikroorganism�m, z d�vodu 

dávkování ve form� prášku, a nevhodn� zvolená vyšší teplota biodegradace.  

Cílem práce Dvo�ákové M. [84] bylo ov��ení použitelnosti plynov�-chromatografické 

koncovky jako jediného kritéria biodegradace polymer�. Pro testování byly použity 

sm�snné plastové fólie v p�dním prost�edí a ve vodném prost�edí s p�dním výluhem jako 

inokulem. P�i hodnocení biologické rozložitelnosti byly provád�ny testy sledující produkci 

oxidu uhli�itého a úbytek organického uhlíku.  

Poslední diplomová práce Malaníka P. [85] byla zam��ena na sledování biologické 

rozložitelnosti v p�dním prost�edí pomocí acidimetrického a plynov� chromatografického 

stanovení produkovaného oxidu uhli�itého a porovnání t�chto analytických metod. 

V testech byly aplikovány ve vod� nerozpustné polymery jako jsou polyhydroxybutyrát, 

poly-ε-kaprolakton (PCL) a jejich sm�si. V n�kterých testech byly jako modelové 

substráty použity také hydrolyzát kolagenu (HYKOL) a polyvinylalhohol. 

Tato diplomová práce je zam��ená na sledování rozložitelnosti biopolymer� v p�dním 

prost�edí za aerobních podmínek a nalezení vhodných podmínek pro biologickou 

rozložitelnost v p�dních testech. Pro sledování biologických proces� byly použity analýzy 

plynné fáze v biologických reaktorech pomocí titra�ní analýzy, plynové chromatografie, 

infra�ervené analýzy a paramagnetické rezonance na automatickém analyzátoru 

MicroOxymax. 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ �ÁST 

2.1 Chemikálie a roztoky 

P�i laboratorních pokusech byly použity chemikálie �istoty p. a. od fy. Lachema a. s., 

	eská republika. Byla použita kys. chlorovodíková, hydroxid sodný, chlorid barnatý, 

chlorid sodný, 0,5% roztok fenolftaleinu, methyloranž, hydrogen uhli�itan draselný, síran 

amonný, hydrogen fosfore�nan sodný, minerální médium, He jako nosný plyn pro GC 

�istoty 4.6, sm�sný syntetický plyn obsahující CH4 (4,05 obj.%), CO2 (0,798 obj.%), N2 

(95,152 obj.%). 

Roztok minerálního média 

Složení minerálního média bylo v souladu s p�íslušnou normou 	SN EN 29408 [86] 

týkající se hodnocením biologické rozložitelnosti látek ve vodném prost�edí. K p�íprav� 

bylo použito zásobních roztok� p�ipravených rozpušt�ných následujících solí v 1 litru 

destil. vody. Fosfátový pufr byl p�ipraven neutralizací cca 1M H3PO4 roztoku cca 3M 

NaOH na kone�né pH = 7,05. Roztoky jsou následující: 

A. Fosfátový pufr pH = 7,05 

B. l0,0g (NH4)2SO4 - síran amonný 

C. 27,5g CaCl2 - chlorid vápenatý 

D. 0,25g FeCl3 . 6 H2O - chlorid železitý hexahydrát 

E. 22,5g MgSO4 .7 H2O - síran ho�e�natý heptahydrát 

F.  Roztok stopových prvk�: 

0,75g H3BO3 - kyselina boritá; 

0, 05g (NH4)6Mo7O24 .4 H2O - molybdenyn amonný tetrahydrát; 

0,18g CoS04 .7 H2O - síran kobaltnatý heptahydrát; 

0,5g MnSO4 .4 H2O - síran manganatý tetrahydrát; 

0,05g CuSO4 .5 H2O - síran m��natý pentahydrát; 

0,1 g ZnSO4 .7 H2O - síran zine�natý heptehydrát; 

3g FeSO4 .7 H2O - síran železnatý heptahydrát 
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Na p�ípravu 800 ml minerálního média v dest. vod�, která byla p�edem provzdušn�ná po 

dobu 24 hodin, bylo dávkováno po 1 ml zásobních roztok� C, D, E, F. Dále bylo p�idáno 

100 ml roztoku A a 5 ml zásobního roztoku B. Po nadávkování do 1 l odm�rné ba
ky byl 

dopln�n objem dopln�n po rysku. 

2.2 Testované vzorky 

V testech byly použity následující materiály. 

• PVAL (obchodní zna�ení SLOVIOL P88-08, viskozita 4 % vodného roztoku p�i 

teplot� 20°C = 8 mPa.s, stupe
 hydrolýzy 88 mol %, obsah acetátových skupin 12 

%, výrobce Novácké chemické závody a. s. , SR)  

• 88-08 (obchodního ozna�ení SLOVIOL, výrobce Novácké chemické závody, a. s., 

SR. byl dodán jako prášková forma) 

• neupravený škrob (obchodní název Meritena 100, jednalo se o p�írodní  neupravený 

kuku�i�ný škrob v práškové form�) 

• karboxymethyl celulóza (dodavatel Aldrich Chemical comp., molekulová hmotnost 

250 000 g/mol, bod tání = 270°C, disociá�ní stupe
 = 0,9, stanovené TOC = 30,26 

%) 

• mikrokrystalická celulóza (obchodní název AVICEL PH-101, výrobce Biochemika 

Fluka, forma bílého prášku o velikosti �ástic ~50µm) 

• Xanthan (výrobce Biochemika Fluka, bílý p�írodní prášek rozpustný ve vod�, 

stanovené TOC = 31,31 %) 

• PHB (výrobce Biomer a.g., BRD, prášková forma, molekulová hmotnost 

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

• sm�sné polymerní fólie na bázi PVAL: D97/234, D97/235, D97/236, které 

obsahovaly látky jako jsou: PVAL 205, škrob Meritena 100, plastifik. škrob GS 

14/30, Hykol E, glycerín a Lignin 2, v daných procentuelních hmotnostních 

pom�rech zastoupení uvedených v Tabulce 2. podrobn�jší popis a výroba jsou 

uvedené diplomové práci [84]. 
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Tabulka 2. Složení sm�sných polymerních fólií na bázi PVAL 

g % * g %* g %* g %* g %* g %*

D/97/234 207,3 70 30 10 0 0 0 0 45 15 15 5

D/97/235 207,3 70 0 0 45 15 0 0 30 10 15 5
D/97/236 207,3 70 30 10 0 0 15 5 45 15 0 0

glycerín Lignin 2
Typ fólie

POVAL 205
Škrob 

Meritena 100

Plastifik. 
škrob GS 

14/30
Hykol E

 

2.3 Biologický materiál 

Testy ve vodním prost�edí 

U test� biologické rozložitelnosti ve vodném prost�edí bylo jako zdroj mikroorganism� 

použit vodný výluh mikroorganism� z p�dy tzv. p�dní výluh, p�ipravený dle návodu 

v kapitole 2.8. 

P�dní testy 

V p�ípad� p�dních test� byla použita sm�s 3 p�d. Dvou komer�ních p�d zahradního 

substrátu a speciálního hrobového substrátu a jedné p�írodní p�dy (odb�r Holešov) 

v pom�rech 2 : 1 : 1. 

Použité p�dy m�ly následující vlastnosti uvedené, výrobcem nebo zm��ené, v Tabulce 3 a 

4. Hodnoty ozna�ené *, byly nam��ené, ostatní byly uvád�ny výrobcem. 

Tabulka 3.  Parametry p�dních substrát� fy. Agro CS a.s. a p�írodní p�dy 

Parametry Substrát zahradní Substrát na hroby P�írodní p�da
pH 5,0 – 7,0 5,0 – 6,5 ---
Ztráta žíháním* [%] 90,36 91,16 16,32
N [mg/l] 150 – 400 100 – 300 ---
P2O5 [mg/l] 80 – 250 100 – 300 ---

K2O [mg/l] 250 – 600 100 – 300 ---
Sušina* [%] 42,009 52,837 88,017  
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Tabulka 4.  Parametry sm�si p�d v daném pom�ru 

Parametry Sm�s p�d
pH* 6,557
Ztráta žíháním [%]* 79,52
N* [%] 0,5
P* [%] 0,11-0,22

TOC* [%] 32,9
Sušina* 49,74  

2.4 Materiál k „�ed�ní“ p�d 

U p�dních test� �ed�ných perlitem byl používán Agroperlit fy. Semos cz. Jednalo se o 

expandovanou vulkanickou horninu, která se v b�žné praxi používá jako materiál, který 

kyp�í, vyleh�uje a provzduš
uje p�du, zadržuje vodu a v ní rozpušt�né živiny. V tabulce 5 

jsou uvedeny chemické a fyzikální vlastnosti perlitu. 

Tabulka 5.  Parametry Agroperlitu udávané výrobcem 

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

2.5 Použité p�ístroje a pom�cky 

• Analyzátor celkového organického uhlíku TOC-5000 A, Shimadzu Corp., Australie 

• Plynový chromatograf CHROM 5, Laboratorní p�ístroje Praha s TCD detektorem a 

integrátorem Hewlett Packard HP 3396A 

• Mikrorespirometr MicroOxymax, Columbus Instruments International Corp., USA 

• Plynot�sné injek�ní st�íka�ky Hamilton o objemech 250 µl a 1 ml 

• Tedlar�v vak o objemu 0,6 l 

Ostatní použité p�ístroje a pom�cky byly b�žnou sou�ástí chemické laborato�e.  
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2.6 M��ící aparatury 

2.6.1 Lahvová aparatura 

Popis testovacích lahví 

Byly použity plynot�sn� uzav�ené lahve o celkovém objemu 1140ml. Lahve byly opat�eny 

uzáv�rem, který obsahoval 3 otvory. První otvor opat�ený pryžovým septem byl používán 

pro odb�r plynné fáze k GC analýzám. Druhý tzv. jehlový otvor byl používán pro vstup 

�istícího vzduchu p�i provzduš
ování testovacích lahví vzduchem prostým CO2. T�etí 

otvor sloužil jako výstup plynné fáze do adsorbér� s NaOH. Schéma použitých láhví je 

obsažen v práci [84, 87]. 

Popis lahvové aparatury 

Aparatura byla složena z �istící a absorp�ní v�tve. 	istící v�tev byla tvo�ena promývacími 

ba
kami, z nichž dv� byly prázdné tedy pojistné a dv� byly �istící, které obsahovaly 200ml 

5M-NaOH. Absorp�ní v�tev (detek�ní �ást) byla tvo�ena sadou t�í absorbér�. V prost�ední 

�ad� nastával záchyt vyprodukovaného CO2 z vlastních bioreaktor� do 30 ml 1M-NaOH. 

Lahve, ve kterých probíhala biodegradace, byly p�ipojeny pomocí silikonových hadi�ek na 

�istící a absorp�ní v�tev aparatury, obrázek 5. To umož
ovalo diskontinuální 

provzduš
ování láhví. Vzduch byl do aparatury nasáván pomocí �erpadla, jehož rychlost 

nasávání byla nastavena pomocí tla�ek pro všechny láhve stejn�. 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 

 

Obr. 5. Schéma aparatury sloužící k provzduš�ování testovaných lahví 

2.6.2 Automatický analyzátor MicroOxymax 

Jedná se o automatizované, diskontinuální m��ení produkce CO2, CH4 a spot�eby O2. Sm�s 

inokula, vzorku a biomédia se nachází v reak�ních ba
kách, které jsou umíst�ny 

v temperované vodní lázni. P�ístrojové vybavení poskytuje 30 m��ících pozic. Do 

reak�ních ban�k je ve zvolených �asových intervalech, pomocí �erpadel, vhán�n vzduch 

zbavený atmosférického CO2, p�i�emž p�vodní plyn v reak�ních ba
kách je analyzován. 

MicroOxymax obsahuje t�i detektory: CH4 detektor, CO2 detektor a O2 detektor. Detektory 

pro analýzu CH4 a CO2 pracují na principu infra�ervené spektroskopie (IR) a detektor pro 

analýzu O2 na principu paramagnetické rezonance (PMR). M��ící rozsah detektor� je pro 

IR-detektor 0 až 1 obj.% CO2 a pro PRM-detektor 19,8 až 21 obj.% O2. Pokud se dostane 

koncentrace mimo interval detekce tak p�ístroj není schopen zm��it správnou koncentraci. 

Nam��ené údaje jsou odesílány do po�íta�e, kde jsou zpracovány a vyhodnoceny ve form� 

dat, které jsou p�ímo p�epo�teny na hodnoty: rychlosti produkce CO2 nebo ryhlosti 

spot�eby O2, kumulativní produkce CO2 nebo kumulativní spot�eby O2. P�ístroj dále udává 
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�as m��ení, tlak a teplotu m��ícího systému. P�ístrojem lze také sledovat procesy 

probíhající v anaerobních podmínkách. Schéma aparatury je uvedena na Obrazku 6. 

 

Obr. 6. Schéma mikrorespirometru MicroOxymax (Columbus Ins. International Corp., 

USA) 

2.7 Metody hodnocení pr�b�hu biologického rozkladu dle složení 

plynné fáze 

Pro zjiš�ování a popisu vhodných podmínek v testech biodegradace se vycházelo z metod  

sledování produkce CO2 mikroorganismy, které rozkládaly testované látky ve vodním nebo 

v p�dním prost�edí za aerobních podmínek. U všech test� byl pr�b�h rozkladu hodnocen 

na základ� produkce CO2 v d�sledku probíhajících mikrobiálních proces�. Jednalo se tedy 

o tzv. respirometrický test stanovení produkce CO2, který je v p�ípad� test� ve vodním 

prost�edí upravován normou ISO 14852 a v p�ípad� p�dních test� normou ISO 17556 [88]. 

Testovaný materiál byl v prost�edí jako jediný zdroj uhlíku a energie pro mikrobiální 

kulturu. Hodnotícím kritériem v pr�b�hu biologického rozkladu bylo sledování pom�ru 

skute�ného vyprodukovaného množství CO2 mikroorganismy p�i rozkladu vzhledem 

k jeho teoretickému množství CO2 (ThCO2) uvoln�ného p�ípadn� úplnou oxidací testovací 

látky (DCO2). 
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Množství vyprodukovaného CO2 bylo stanovováno t�mito r�znými metodami: 

• plynová chromatografie 

• titra�ní analýza 

• IR analýza 

Pro zjišt�ní vhodných podmínek za kterých testy probíhají bylo nutné sledovat v plynné 

fázi také množství O2, abychom v�d�li zda-li jsou zajišt�né aerobní podmínky. Množství 

O2 bylo stanovováno t�mito metodami: 

• plynová chromatografie 

• paramagnetická rezonance 

2.7.1 Analýza CO2 plynovou chromatografií 

K separaci a následnému zjišt�ní koncentrace CO2 byla použitá plynová chromatografie 

(GC)  s nápl
ovou kolonou o délce 3,6 m a vnit�ního pr�m�ru 3 mm. Kolona byla pln�na 

Porapakem R. K detekci plyn� byl použit tepeln� vodivostní detektor (TCD). K 

vyhodnocení signálu z detektoru byl použit integrátor HP 3396A. Jako nosný plyn bylo 

použit Helium �istoty 4.6. Pro stanovení CO2 byla použita metoda kalibra�ní p�ímky na 

standardní plyn fy. LINDE. Kalibra�ní p�ímka je uvedena na Obrázku 7. Parametry 

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

Tabulka 6. Nastavení p�ístroje CHROM 5 na m��ení CO2 

Kolona
Teploty Nást�ik 100°C

Teplota termostatu 50°C
TCD 100°C

Nosný plyn

Nastavení detektoru Žhavící proud 120 mA
Výstupní citlivost 4

nápl�ová s Porapakem R

Pr�tok kolonou a TCD 30 ml/min
He (�istota 4.6)
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Obr. 7. Kalibra�ní p�ímka standardního plynu s CO2 

M��ení obsahu CO2 lahvích probíhalo v daných �asových intervalech nebo dle pot�eby 

v závislosti na produkci CO2. Vzorkování plynu bylo provád�no plynot�snou st�íka�kou 

fy. Hamilton, kdy byl z lahví p�es septum odebrán plynný vzorek. Objem odebraného 

plynu byl odebírán v takovém množství, aby byl v rozsahu kalibra�ní p�ímky. Výpo�et 

množství vyprodukovaného CO2 jsou uvedeny v kapitole v�nované výpo�t�m. Výsledky 

byly vyjad�ovány jednak jako kumulativní produkce CO2 pro všechny láhve a pak jako 

DCO2, graficky a tabelárn�. 

2.7.2 Analýza obsahu CO2 titra�ní metodou 

Ve zvolených �asech testu byly všechny testovací láhve p�ipojeny na soustavu, Obrázek 5, 

umož
ující provzduš
ovat vzduchem prostým atmosférického CO2. Takto upravený plyn 

�edil plynnou fázi a z láhve vyt�s
oval vyprodukovaný CO2, který byl jímán do 30 ml cca 

1M-NaOH po dobu 2 hodin a následn� stanovován titra�ní metodou pomocí cca 1M-HCl 

na fenolftalein. Pro titra�ní analýzu se pipetovalo 5 ml z adsorb�ního roztoku NaOH, ke 

kterému se p�idalo 5,5 ml 0,5M-BaCl za ú�elem vysrážení uhli�itan�, které by ovliv
ovaly 

titraci zbylého hydroxidu. P�esné koncentrace HCl byla stanovena standardizací na 1M-

KHCO3 na indikátor methyloranž, a koncentrace NaOH byla následn� stanovena HCl o 

p�esné koncentraci na indikátor fenolftalein. 
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2.7.3 Analýza CO2 IR spektroskopií 

Ke zjišt�ní koncentrace CO2 v testech provedených na p�ístroji MicroOxymax byla použita 

IR spektroskopie, popsaná v kapitole 2.6.2. 

2.7.4 Analýza O2 plynovou chromatografií 

Stanovení O2 sloužilo jako dopl
ující analýza ke stanovení CO2. Obsah O2 byl analyzován 

plynovou chromatografií (GC)  s nápl
ovou kolonou, obsahují molekulové síto typu 13X, 

o délce 3,6 m a vnit�ního pr�m�ru 3 mm. K vyhodnocení signálu z detektoru byl použit 

integrátor HP 3396A. Nosný plyn bylo použito Helium �istoty 4.6. Pro stanovení O2 byla 

použita metoda kalibra�ní p�ímky na atmosférický kyslík a v den m��ení se ov��oval jeden 

kalibra�ní bod, na který se p�epo�ítavala aktuální konc. O2 v testovaných lahvích. 

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

Tabulka 7. Nastavení GC p�ístroje na m��ení O2 

Kolona
Teploty Nást�ik 30°C

Teplota termostatu 21°C
TCD 100°C

Nosný plyn

Nastavení detektoru Žhavící proud 100 mA
Výstupní citlivost 4

nápl�ová s molekulovým sítem 13X

He (�istota 4.6)
Pr�tok kolonou a TCD 30 ml/min

 
M��ení koncentrace O2 bylo provád�no sou�asn� s odb�ry plyn� na stanovení CO2. 

Vzorkování bylo provád�no plynot�snou st�íka�kou fy. Hamilton. 

2.7.5 Analýza O2 paramagnetickou rezonancí 

Ke zjišt�ní koncentrace O2 v testech provedených na p�ístroji MicroOxymax byla použita 

paramagnetická rezonance, popsaná v kapitole 2.6.2. 

2.8 Ostatní laboratorní postupy a analýzy 

P�íprava sm�si p�d 

P�d byly zbaveny hrubých ne�istot nap�. kameny, kousky v�tví, listy aj. a  byly zjišt�ny 

aktuální sušiny jednotlivých typ� p�d.  Pomocí sušin byly vypo�ítány navážky p�d pro 

p�ípravu sm�si o hmotnosti 60g a 100%-ní sušin� v daných pom�rech. Dále bylo nutné 
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p�ipo�íst ke každé navážce cca 5% z hmotnosti p�d navíc, z d�vodu ztrát a korekce na 

obsah organických ne�istot. P�dy p�ed použitím byly uchovávany p�i 5°C v temnu. 

P�íprava p�dního výluhu 

60 g p�dy o vlhkosti 50 % bylo smícháno se 300 ml vyt�epávacího roztoku. Na 100 ml 

vyt�epávacího roztoku bylo použito 0,5 g NaCl a 0,4 g Na2HPO4 a 100 ml minerálního 

média. Ke sm�si bylo p�idáno malé množství sklen�ných kuli�ek a t�epáno na t�epa�ce asi 

120 minut. Poté byla suspenze p�efiltrována p�es p�edem promytý filtra�ní papír. 

Takto p�ipravený p�dní výluh byl p�ed použitím 24 hod. provzduš
ován ve vhodné 

nádob�. A to z d�vodu minimalizace organického a anorganiského podílu ve výluhu. 

P�íprava perlitu 

P�ibližn� 2 litry perlitu bylo promýváno 4 litry destilované vody. Tento postup byl 

opakovaván do té doby až byl perlit zbavený prachových a hrubých �ástic (kamínky).  

Stanovení TOC na analyzátoru uhlíku 

Princip stanovení TOC byl založen na oxidaci veškerého organického uhlíku ve vzorku ve 

spalovací trubici s platinovým katalyzátorem p�i 670 oC v proudu kyslíku. Vzniklý CO2 

byl veden do NDIR detektoru (Non-Disperse Infrared Detector), kde signál vznikající 

absorpcí p�íslušné vlnové délky byl registrován jako plocha píku p�ímo úm�rná 

koncentraci TOC ve vzorku. Množství uhlíku se vypo�ítalo pomocí kalibra�ní p�imky [89]. 

Stanovení sušiny 

Do p�edem vysušených a zvážených petriho misek s p�esností na 0,0001g byl p�idán 

vzorek p�dy, sm�si p�d nebo �ed�né sm�si p�d perlitem. Petriho misky byly sušeny p�i 

teplot� 105°C po dobu 3 hodin do konstantní hmotnosti. Po ochlazení v exikátoru byly 

zváženy s p�esností na 0,0001g. S rozdíl� hmotnosti vzorku p�ed a po sušení se vypo�ítala 

sušina vzorku v procentech [90]. 

Stanovení pH p�dních vzork� 

M��ení vycházelo z normy 	SN ISO 10390. Podstata zkoušky byla p�ipravit suspenzi 

p�da-destilovaná voda v pom�ru (1:5 v/v). Objem kapaliny byla 5 násobkem m��eného 
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objemu p�dy. Takto p�ipravená suspenze v láhvi byla d�kladn� ru�n� prot�epána a dána na 

t�epací stroj, kde byla po dobu 6 hodin mírn� t�epána. Po té bylo zm��eno pH roztoku. 

 Stanovení veškerého dusíku a fosforu 

Stanovení veškerého dusíku dle Kjeldahla (stanovena bez redukce NO2
- a NO3

-) a 

stanovení veškerého fosforu byla provád�na dle p�íslušných postup� [91]. 

2.9 P�iprava pokus� 

Ve spolupráci byly provád�ny dv� analogické série Test� �. 1 a �. 2 v prost�edí p�dních 

výluh�, lišících se testovanými modelovými látkami. Výsledky Testu �.1 jsou popsány 

v diplomové práci Ivy Kotasové [87]. Výsledky Testu �. 2 jsou uvedeny v této práci. 

V práci byly provedeny následující testy: 

• Testy s p�dními extrakty 

- Test �.1 - Biologická rozložitelnost polymer� s p�dními extrakty 

- Test �.2 - Biologická rozložitelnost polymer� s p�dními extrakty 

• Testy v p�d� 

- Test �.3 - Respirace p�d 

- Test �.4 - Biologická rozložitelnost v ne�ed�ných p�dách 

- Test �.5 - Respirace �ed�ných p�d inertním materiálem 

- Test �.6 - Biologická rozložitelnost v p�dách �ed�ných perlitem 

- Test �.7 - Biologická rozložitelnost v p�dách �ed�ných perlitem na p�ístroji 

MicoOxymax 
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V následující Tabulce 8. jsou obecn� popsány všechny provedené Testy �.1-7. 

Tabulka 8. P�ehled provedených test� 

Mikrobiální �ed�ní
inokulum perlitem TA IR PRM

CO2 O2 CO2 CO2 O2

1
2
3
4
5
6
7 x x x A A

Test �. Prost�edí
Provedené analýzy

GC

A

p�da pevné
A

A

x

xp�dní extrakt kapalné x x

A A x x

x x

Pozn. A – bylo provedeno, x – nebylo provedeno, GC – plynová chromatografie, TA – 

titra�ní analýza, IR – infra�ervená analýza, PRM – paramagnetická rezonance. 

2.9.1 Testy s p�dními extrakty 

Testy s p�dními extrakty navazovaly na práci P. Malaníka a sloužily jako praktická výuka 

provedení test� a analýz.  

V tomto testu byla sledována produkce oxidu uhli�itého  pomocí plynové chromatografie. 

Biodegradace probíhala v láhvích o objemu 1000 ml a v každé z nich bylo 100 ml 

kultiva�ního roztoku. Plynná fáze m�la objem 1040 ml. V testu byly použity vzorky 

sm�sných polymerních fólií na bázi PVAL: D97/234, D97/235, D97/236 a škrob. 

Polymery a slepé pokusy byly nasazeny do lahví dvakrát vedle sebe. Navážky testovaných 

fólií a škrobu byly dávkovány p�ímo do lahví tak, aby výsledná koncentrace byla cca 300 

mg/l. Jako vodné prost�edí bylo biomédium, ve kterém byly testované látky rozpušt�ny. K 

inokulaci bylo použito inokulum (p�dní extrakt) p�ipravené podle popisu uvedeného v 

kapitole 2.8. 

Ú�elem testu bylo provedéní biodegradace reálných polymer� ve vodném prost�edí a 

použití chromatografické koncovky jako jediného kritéria biorozkladu. Inokolum bylo 

dávkováno v množství odpovídající množství KTJ 105bun�k v 1 ml roztoku [85]. 

Test �.2 

Test byl provád�n na 10 pozicích. Vzorky v testu byly dávkovány ve form� navážky fólie 

nebo prášku (škrob), které byly rozpust�né v p�idaném biomédiu. Jako poslední bylo 

p�idáno mikrobiální inokulum. Vodné prost�edí tvo�ilo 100 ml kultiva�ního roztoku. 
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Plynná atmosféra m�la objem 1040 ml. Po�áte�ní pH vodní fáze v testovaných láhvích 

bylo v rozmezí 7,17 - 7,19. Pom�r objemu kapalná ku objemu plynné fáze (Vl/Vg) = 0,10. 

Tabulka 9.  Rozložení pozic v testu �.2 

vzorek substrát biomédium inokulum
[-] [mg] [ml] [ml]

1 slepý pokus --- 90 10
2 slepý 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 Škrob 29,19 90 10
10 Škrob 29,29 90 10

pozice

 

2.9.2 Testy v p�d� 

Testy v p�dním prost�edí navazovaly na práci P. Malaníka. Cílem této práce bylo naléz a 

vyhodnotit podmínky biodegradace v p�dách a provést praktické m��ení. 

V testech s p�dním prost�edí byla sledována produkce CO2 pomocí plynové 

chromatografie, titra�ní analýzy, IR analýzy a aktuální koncentrace O2 sledována pomocí 

plynovou chromatografií a paramagnetickou rezonancí. 

Testech byly použity aparatury Obr. 5 a Obr. 6. Testované látky použité v láhvovém testu 

byly karboxymethyl celulóza a Xanthan. V testu na automatickém analyzátoru 

MicroOxymax byly použity modelové látky Xanthan, Avicel a PHB. Pro testy byly 

použity bioreaktory o objemu 500 a 1000 ml. 

P�dní prost�edí bylo tvo�eno definovaným množstvím 2 typ� komer�ních p�d a 1 typem 

p�írodní p�dy, o celkové sušin� cca 50 %. Pom�r substrát� a p�dy byl následující: zahradní 

substrát : speciální hrobový substrát : p�irodní p�da (odb�r Holešov) byl roven 2 : 1 : 1. 

Sm�s p�d (dále jen p�da) ve všech bioreaktorech byla obohacena o biogenní prvky a to 

tak, aby byl zachován doporu�ený pom�r [92] C : N : P = 100 : 10 : 1. Jako zdroj dusíku 

byl použit síran amonný a jako zdroj fosforu byl použit dodekahydrát 

hydrogenfosfore�nanu sodného. Oba biogenní prvky byly dávkovány jako roztoky, 

rozpušt�ny v malém množství destilované vody. Po dokonalém promíchání nutri�ních 

komponent s p�dním prost�edím a vzorkem, byly p�dy umíst�ny do temperované místnosti 

p�i teplot� 25°C v temnu nebo pop�ípad� p�ístroje MicroOxymax v temperované lázni. 
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Test �.3 

Zám�r testu �.3 bylo sledování respirace p�dního inokula. Sou�asn� byla sledována zm�na 

koncentrace O2, podle které byla volena frekvence provzduš
ování. 

Test byl provád�n na 5 pozicích. V testu byla produkce CO2 v testovaných lahvích sledována 

pomocí GC a metodou TA doporu�enou v norm� ISO 17556. Sou�asn� byla sledována 

aktuální koncentrace O2 v lahvích b�hem testu. Test byl nasazen v lahvích o objemu 1000 ml. 

P�dní prost�edí bylo tvo�eno 60 g p�dy o sušin� 50 % a pH uvedené v tabulce 4. V navážce 

p�d byla následn� upravena hodnota dusíku a fosforu. P�ídavky jsou uvedeny v Tabulce 

10. 

Tabulka 10.  Rozložení pozic s p�ídavkem N a P v testu �.3 

vzorek (NH4)SO4 Na2HPO4.12H2O
[-] [mg] [mg]

1 slepý pokus 30,3 26,0
2 slepý pokus 30,5 25,7
3 slepý pokus 31,4 26,1
4 slepý pokus 31,8 26,0
5 slepý pokus 29,2 25,2

pozice

 

 

Test �.4 

Zám�rem testu byl obdobný jako v testu �.3 je s tím rozdílem, že v testu �.4 byly použity 

modelové látky. 

Test byl provád�n na 4 pozicích, které byly použity z testu �.3. V testu byla produkce CO2 

a kontrola koncentrace O2 v testovaných lahvích sledována stejn� jako v testu �.3. Ke 

sledování byly použity vzorky KMC a Xanthanu. Vzorek KMC byl dávkován ve form� 

navážky prášku p�ímo do testovací láhve a Xanthan jako 1% roztok v dest. vod�. Plynná 

atmosféra m�la objem 1021 ml. V p�ípad� p�idané KMC byl pom�r V/P = 0,67% a p�ípad� 

p�idaného Xanthanu do lahví s KMC byl pom�r V/P = 1,33 %. V p�d� byla po dávkování 

vzorku následn� upravena hodnota dusíku a fosforu vzhledem k substrátu. 

K p�d� z testu�.3 byla p�idána KMC s navážkami uvedenými v tabulce 11., ale produkce 

CO2 byla srovnatelná se slepými pokusy. Z tohoto d�vodu byl p�idán roztok Xanthanu o 

množství uvedené v tabulce 12. 
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Tabulka 11. Rozložení pozic s dopl
ujícími údaji v testu �.4 

Pozice Typ p�dy hmotnost v roztoku TOC vzorku
[-] [-] [mg]  [%]
1 Sm�s p�dy --- ---
2 Sm�s p�dy --- ---
3 KMC 200
4 KMC 200

30,26
 

Tabulka 12. Rozložení pozic s dopl
ujícími údaji v testu �.4 

Pozice Typ p�dy hmotnost v roztoku TOC vzorku
[-] [-] [mg]  [%]
1 Sm�s p�dy --- ---
2 Sm�s p�dy --- ---
3 Xanthan 200
4 Xanthan 200

31,31
 

 

Test �.5 

Zám�r testu �.5 bylo sledování respirace p�dního inokula �ed�ného v daném pom�ru 

s perlitem. Sou�asn� byl sledována zm�na koncentrace O2, podle které byla volena 

frekvence provzduš
ování. 

Test byl provád�n na 4 pozicích. V testu byla produkce CO2 a kontrola koncentrace O2 

v testovaných lahvích sledována stejn� jako v testu �.3. Test byl nasazen v lahvích o objemu 

1000 ml. Použitá p�da o sušin� 50 % byla “na�ed�na“ perlitem a byl upraven pom�r dusíku 

a fosforu. Tabulce 13. je rozbrazeno rozd�lení pozic. 

Tabulka 13.  Rozložení pozic v testu �.5 

[-] [-] [g] [g] [mg] [mg]
(5-1) (1:1) 20 20
(5-2) (1:1) 20 20
(5-3) (1:2,25) 13,4 33,3
(5-4) (1:2,25) 13,4 33,3

~30 ~25

(NH4)SO4 Na2HPO4.12H2OPozice �ed�ní Navážka p�dy Navážka perlitu
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Test �.6 

Zám�rem testu byl obdobný jako v testu �.5 jen stím rozdílem, že v testu �.6 byly použity 

modelové látky. 

Test byl provád�n na 4 pozicích, které byly použity z testu �.5. V testu byla produkce CO2 

a kontrola koncentrace O2 v testovaných lahvích sledována stejn� jako v testu �.3. Ke 

sledování byly použity vzorky KMC a Xanthanu. Dávkování vzorek bylo stejné jako 

v testu �.4. V p�ípad� p�idané KMC byl pom�r V/P = 1% a p�ípad� p�idaného Xanthanu do 

lahví s KMC byl pom�r V/P = 3 %. V navážce p�d byla následn� upravena hodnota dusíku 

a fosforu vzhledem k substrátu. 

K p�d� z testu�.5 byla p�idána KMC s navážkami uvedenými v tabulce 14., ale produkce 

CO2 nebyla o mnoho v�tší jako produkce CO2 u slepých pokus�. Z tohoto d�vodu byl 

p�idán roztok Xanthanu v množství uvedené v tabulce 15. 

Tabulka 14. Rozložení pozic v testu �.6 

Pozice Typ p�dy hmotnost v roztoku TOC vzorku
[-] [-] [mg]  [%]

(5-1) �ed�ní (1:1) --- ---
(5-2) �ed�ní (1:1) - KMC 201 30,26
(5-3) �ed�ní (1:2) --- ---
(5-4) �ed�ní (1:2) - KMC 200,5 30,26  

Tabulka 15. Rozložení pozic v testu �.6 

Pozice Typ p�dy hmotnost v roztoku TOC vzorku
[-] [-] [mg]  [%]

(5-1) �ed�ní (1:1) --- ---
(5-2) �ed�ní (1:1) - Xanthan 200 31,31
(5-3) �ed�ní (1:2) --- ---
(5-4) �ed�ní (1:2) - Xanthan 200 31,31  

 

Test �.7 

Na základ� výsledk� z p�edchozích test� 3-6 byly vytipovány podmínky pro 

biorozložitelnost látek v p�dním prost�edí za aerobních podmínek. Na jejich základ� byl 

realizován test na automatickém analyzátoru MicroOxymax. 

Zám�rem testu bylo sledování a následné vyhodnocení biologické degradace p�d �ed�ných 

perlitem v pom�ru 1:1. A ov��it zda-li má vliv použití promývacích nádob v m��ení 
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plynného CO2, který byl promýván ze spod láhve a ne s vrchní �ásti jako je tomu v p�ípad� 

infusních lahví. 

Test byl provád�n na 23 pozicích. V testu byla produkce CO2 v testovaných lahvích sledována 

pomocí IR analýzou. Sou�asn� byla sledována aktuální koncentrace O2 v lahvích b�hem testu 

pomocí PRM detektoru [93]. Test byl nasazen v lahvích o objemu 500ml (promývací nádoby) 

a 1000 ml (infusní láhve). P�dní prost�edí v promývacích nádobách bylo tvo�eno 15 g p�dy o 

sušin� 50 % smíchané s perlitem 1:1 a pro infusní láhve byla navážka p�dy 30g a �ed�na 

s perlitem v pom�ru 1:1. V navážce p�d byla následn� upravena hodnota dusíku a fosforu a 

sušiny pomocí dest. vody.  

V testu byly použity následující modelové látky: Xanthan, mikrokrystalická celulóza 

(Avicel) a PHB. V Tabulce 16. jsou uvedeny pozice p�íslušných láhví s navážkami 

substrátu a p�ídavkem zdroje N a P, které byly rozpušt�ny v malém množstvím dest. vody. 

Na prvních dvou pozicích byly umíst�ny prázné láhve z d�vodu sledování stability 

kalibra�ních plynu v pr�b�hu testu. 

Po p�ipojení testovacích lahví byl p�ístroj pomocí obslužného softwaru nastavený dle 

manuálu k p�ístroji a to tak, že m��ící interval byl každých 6 hodin a po každém m��ení 

nastala obnova plynné atmosféry tzv. refresh. 
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Tabulka 16. Rozložení pozic s dopl
ujícími údaji 

Vláhve látka substrát p�da perlit NH4
+ HPO4

2- pH start sušinastart

[mg] [g] [g] [mg] [mg] [-] [%]
1 1000 prázdná --- --- --- --- --- --- --- ---
2 1000 prázdná --- --- --- --- --- --- --- ---
3 slepý pokus --- 15 15 --- 10 3
4 slepý pokus --- 15 15 --- 10 3
5 Xanthan 71,0 15 15 0,47 10 3
6 Xanthan 69,6 15 15 0,47 10 3
7 Xanthan 69,7 15 15 0,47 10 3
8 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7
9 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7

10 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7
11 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7
12 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7
13 1 000 slepý pokus --- 30 30 --- 29 7
14 1 000 Xanthan 152,7 30 30 0,50 22 5
15 1 000 Xanthan 152,0 30 30 0,50 22 5
16 1 000 Xanthan 151,9 30 30 0,50 22 5
17 1 000 Xanthan 150,9 30 30 0,50 22 5
18 1 000 Xanthan 156,4 30 30 0,50 22 5
19 1 000 Xanthan 155,3 30 30 0,50 22 5
20 1 000 Avicel 156,7 30 30 0,50 25 6
21 1 000 Avicel 151,0 30 30 0,50 25 6
22 1 000 Avicel 158,0 30 30 0,50 25 6
23 1 000 Avicel 150,3 30 30 0,50 25 6
24 1 000 Avicel 153,2 30 30 0,50 25 6
25 1 000 PHB 153,4 30 30 0,50 39 10
26 1 000 PHB 153,6 30 30 0,50 39 10
27 1 000 PHB 151,4 30 30 0,50 39 10
28 1 000 PHB 149,1 30 30 0,50 39 10
29 1 000 PHB 153,8 30 30 0,50 39 10
30 1 000 PHB 152,5 30 30 0,50 39 10

6,66 58,9

V/PNo.
pr

om
ýv

ac
í 

ná
do

ba
 

(5
00

m
l)

6,67 57,3
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2.10 Zpracování výsledk� 

 

• Teoretická produkce CO2: 
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2COTh   teoretické množství CO2  [mmol] 

.substm   navážka substrátu obsahující organický uhlík  [mg] 

TOC   veškerý organický uhlík ve vzorku substrátu  [%] 

CMr   atomární hmotnost uhlíku   [g.mol-1] 

 

• Skute�né vyprodukované množství CO2: 

 

Aktuální množství CO2 stanovené GC analýzou pro testy ve vodním prost�edí [94]: 

 

( )[ ] gCO
pHpK

lglgCO cKVVn
2

/
1

2
10101lg ⋅⋅+⋅⋅+= −

+       /2/ 

 

Vg   objem plynné fáze 

Vl   objem kapalné fáze 

Klg rozd�lovací koeficient CO2 v kyselém prost�edí, tj. p�i pH < 4, p�i 25°C je 

roven 0,83 (tabulková hodnota) 

pK1 disocia�ní konstanta H2CO3 do prvního stupn�, je rovna 6,35 (tabulková 

hodnota) 

cCO2g  koncentrace CO2 v plynné fázi zjišt�ná z GC analýzy 
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Aktuální množství CO2 stanovené GC analýzou u p�dních test�: 
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2COn   množství vyprodukovaného CO2 [mmol] 

lV   plynný objem láhve [ml] 

kV   vypo�ítaný objem CO2 z kalibra�ní p�ímky [µl] 

oV   objem odebraného plynného vzorku z láhve [ml] 

0
mV   standardní molární objem ideálního plynu [22,41.10-3 m3.mol-1] 

 

Množství CO2 stanovené titra�ní metodou: 
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2COn   látkové množství absorbovaného CO2 [mol] 

1
NaOHV   objem NaOH v absorbéru [ml]       

2
NaOHV   objem NaOH odebíraný k titraci [ml] 

HClV   spot�eba odm�rného roztoku HCl p�i titraci [ml] 

NaOHc   koncentrace NaOH v absorbéru [mol.l-1] 

HClc   koncentrace odm�rného roztoku HCl [mol.l-1] 

 

Množství CO2 stanovené IR analýzou:       /5/ 

M��ení IR detektorem probíhalo automaticky na p�ístroji MicroOxymax dle nastavených 

podmínek v softwaru p�ístroje. 
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• Procento odtran�ní substrátu podle produkce CO2: 
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2DCO   procento odtran�ní substrátu podle produkce CO2 [%] 

 

• Objemové procento O2 obsaženého v láhvi 
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2
%O   objemové procento O2 obsaženého v láhvi [%] 

lV   plynný objem láhve [ml] 

kV   vypo�ítaný objem O2 z kalibra�ní p�ímky [µl] 

oV   objem odebraného plynného vzorku z láhve [ml] 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Cílem práce bylo na základ� poznatk� navrhnout modifikaci testu biorozložitelnosti, 

plastových sm�sí a jejich komponent, s využitím respirometru MicroOxymax a jeho 

verifikaci. Dále provést i alternativní testy biorozložitelnosti s analytickou koncovkou GC, 

zahrnující také analýzu spot�ebovaného O2, vedle produkovaného CO2. A výsledky 

statisticky zpracovat pomocí vhodného softwaru. 

Testy byly provád�ny na modelových látkách, jejichž biorozložitelnost je známa. 

Výsledková �ást obsahuje pouze vybrané �ásti tabulek a grafy. Kompletní data jsou k 

dispozici v elektronické podob� v knihovn� ÚŽP. 

V práci byly provedeny následující testy: 

• Testy s p�dními extrakty 

- Test �.1 - Biologická rozložitelnost polymer� s p�dními extrakty 

- Test �.2 - Biologická rozložitelnost polymer� s p�dními extrakty 

• Testy v p�d� 

- Test �.3 - Respirace p�d 

- Test �.4 - Biologická rozložitelnost v ne�ed�ných p�dách 

- Test �.5 - Respirace �ed�ných p�d inertním materiálem 

- Test �.6 - Biologická rozložitelnost v p�dách �ed�ných perlitem 

- Test �.7 - Biologická rozložitelnost v p�dách �ed�ných perlitem na p�ístroji 

MicoOxymax 
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V následující Tabulce 8. jsou obecn� popsány všechny provedené Testy �.1-7. 

Tabulka 8. P�ehled provedených test� v práci 

Mikrobiální �ed�ní
inokulum perlitem TA IR PRM

CO2 O2 CO2 CO2 O2

1
2
3
4
5
6
7 x x x A A

Test �. Prost�edí
Provedené analýzy

GC

A

p�da pevné
A

A

x

xp�dní extrakt kapalné x x

A A x x

x x

Pozn. A – bylo provedeno, x – nebylo provedeno, GC – plynová chromatografie, TA – 

titra�ní analýza, IR – infra�ervená analýza, PRM – paramagnetická rezonance. 

 

Test �.1 

Bližší informace k tomuto testu s p�dním výluhem jsou uvedeny v práci [87]. 

 

Test �.2 

Biodegradace ve vodním prost�edí byla hodnocena na základ� m��ení produkce CO2. Pro 

sledování biodegradace byla použita plynová gromatografie (GC). Jako hodnotící 

kritérium zde bylo množství vyprodukovaného CO2 – rovnice /2/, procentualní vyjád�ení 

biodegradace (DCO2) – rovnice /6/. 

Produkce CO2 GC-analýzou byly testovány sm�sné polymerní fólie a neupravovaný škrob, 

popsané v kapitole 2.2. Na Obrázku 8. je vyjád�eno procentuální odstran�ní substrátu 

z hlediska produkce CO2 pomocí GC. Po 575 hodinách testu došlo k odstran�ní substrát� 

uvedených v Tabulce 17. 
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Tabulka 17. Odstran�ní substrátu DCO2 v 575 hodin� testu, dopl
ující údaje 

vzorek pHpo�áte�ní DCO2
[-] [-] [%]

3 D 97/234 18,10
4 D 97/234 23,40
5 D 97/235 59,10
6 D 97/235 3,10
7 D 97/236 33,60
8 D 97/236 25,40
9 Škrob 84,80
10 Škrob 90,00

7,17

7,18

pozice

7,18

7,19

 

Výsledky soub�žných test� byly srovnatelné s vyjímkou test� na pozici 5 a 6 s fólií 

D97/235. Rozdíl mohl být zp�soben výskytem bekterií, které rozkládaly matrici fólie, ale 

jedná se jen o domn�ku. D�vod poklesu DCO2 u pozice 6 mohl být zp�soben také 

net�sností láhve. 
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Obr. 8. Test �.2 – odstran�ní substrátu podle produkce CO2 (GC-analýza) 

Test �.3 

Endogenní respirace p�dního prost�edí byla hodnocena na základ� m��ení produkce CO2. 

Pro sledování respirace byla použita plynová gromatografie (GC) a titra�ní analýza. Jako 

hodnotící kritérium zde bylo množství vyprodukovaného CO2 – rovnice /3/, aktuální 

zastoupení O2 – rovnice /7/ k sledování zda pokus probíhá v aerobních podmínkách.  

Produkce CO2 nebo aktuální koncentrace O2 GC-analýzou byla sledovaná endogenní 

respirace, z d�vodu zjišt�ní chování p�dy bez p�ídavku substrátu. 
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Na Obrázku 9. je vyjád�ena kumulativní produkce CO2 pomocí GC-analýzy a titra�ní 

analýzy (TA). Po dobu 696 hodin.  Z obrázku je patrné, že slepé pokusy (p�dy bez 

p�ídavku substrátu) m�ly srovnatelné produkce CO2. To bylo výhodné pro další pokusy se 

substráty, ale spot�eba O2 produkce byla tak velká, že se uvažovalo o �ed�ní p�dy inertem. 
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Obr. 9. Test �.3 – Kumulativní produkce CO2 v p�dách - GC a TA 

Aby v pokusu byly kontrolovány aerobní podmínky, byl také vypo�ítávána aktuální %O2 

v láhvích – rovnice /7/. 
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Obr. 10. Test �.3 – Aktuální koncentrace O2 v p�dách – GC 
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Pozn. náhlý vzestup koncentrace O2 byl zp�soben obnovou plynné atmosféry uvnit� láhví 

pomocí apartury, Obrázek 5, za �erstvý vzduch zbavený atmosférického CO2. 

Jak je vid�t z Obrázku 10. koncentrace O2 u p�d byla nejníž u hodnoty 2,5%, norma ale 

p�ipouští hranici pro aerobní podmínky p�ibližn� 6% O2. Bylo nutné hlídat hranici O2 

v lahvích, aby nedošlo k poklesu dané normou. Z toho vyplývalo, že bylo nutné 

provzduš
ovat plynou atmosféru uvnit� lahví maximáln� do 6 dn�, aby koncentrace O2 

nep�ekro�ila hranici aerobních podmínek 6% O2. 

 

Test �.4 

Test biologické degradace substrátu v prost�edí p�d byl hodnocen stejn� jako Test �.3. V 

testu byla použita KMC jako modelová látka pro test aktivity p�dního inokula. Ale pomocí 

této látky nebyly docíleny v�tší rozdíly produkce CO2 oproti slepým pokus�m. Z tohoto 

d�vodu byl v �ase 552 hodin p�idán Xanthan. 

Na Obrázku 11. je vyjád�ena kumulativní produkce CO2 stanovená pomocí GC-analýzy a 

titra�ní analýzy (TA) po dobu 1248 hodin, a p�ídavek xanthanu v 552 hodin�. 
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Obr. 11. Test �.4 – Kumulativní produkce CO2 v p�dách - GC a TA 

Aby v pokusu byly kontrolovány aerobní podmínky, byl také vypo�ítávána aktuální %O2 

v láhvích – rovnice /7/. 
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Obr. 12. Test �.4  – Aktuální koncentrace O2 v p�dách – GC 

Jak je vid�t z Obrázku 12. koncentrace O2 u p�d vlivem dlouhých interval� 

provzduš
ování klesala až na hodnotu 3,23%. Tento fakt byl d�vodem pro� bylo 

uvažováno s testy v prost�edí p�d „�ed�ných“ perlitem. 

Jako hodnotící kritérium pro biodegradaci bylo procentualní vyjád�ení biodegradace 

(DCO2) – rovnice /6/. Na Obrázku 13. je vyjád�eno odstran�ní substrát� dle kritéria DCO2. 
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Obr. 13. Test �.4  – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 v p�dách 

Nepravidelnost pr�b�h� na obrázku 13. jsou zp�sobeny p�ídavkem dvou substrát�. Na 

po�átku testu byla p�ídána KMC, která m�la ur�itou lagovou fázi a poté byla rozkládaná 
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mikroorganismy. Výpo�et DCO2 byl vztahován pouze na ThCO2 KMC. Ale v 552 hodin� 

byl dávkován roztok Xanthanu a DCO2 bylo po�ítáno na sou�et ThCO2 KMC a Xanthanu. 

Xanthan m�l také svou lagovou fázi a proto nastal náhlý pokles DCO2. 

Hodnoty odstran�ní substrátu v prost�edí ne�ed�ných p�d podle kritéria DCO2 (GC-

analýzou a TA) jsou uvedeny v Tabulce 18. Nam��ené rozdíly mezi DCO2 stanovené GC a 

TA mohly být zp�sobeny tím, že po p�ídavku roztoku xanthanu se p�da zhutnila a vznikla 

kompaktní hmota, která neposkytovala požadované vlastnosti p�dy. 

Tabulka 18. Odstran�ní substrátu podle DCO2 v 1248 hodin� testu pro ne�ed�né p�dy 

GC-analýza TA-analýza

DCO2 DCO2

[-] [hod.] [%] [%]

3 KMC/Xanthan 1248 41,9 43,0

4 KMC/Xanthan 1248 39,4 73,1

vzorek
pozice

�as

 

 

Test �.5 

Endogenní respirace p�dního prost�edí �ed�ného perlitem byla hodnocena na stejném 

základ� jako Test �.3. 

Produkce CO2 nebo úbytek O2 GC-analýzou byla sledovaná endogenní respirace, z d�vodu 

zjišt�ní chování p�dy �ed�né perlitem bez p�ídavku substrátu. 

Na Obrázku 14. je vyjád�ena kumulativní produkce CO2 pomocí GC-analýzy a titra�ní 

analýzy (TA). Po dobu 432 hodin.  Z obrázku je patrné, že p�dy �ed�né perlitem (bez 

p�ídavku substrátu) m�ly podobné pr�b�hy bez výrazných výkyv� produkce CO2 a také to, 

že se endogenní produkce CO2 snížila 2x až 3x v závislosti na �ed�ní.  
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Obr. 14. Test �.5 – Kumulativní produkce CO2 v p�dách �ed�ných perlitem - GC a TA 

Aby v pokusu byly kontrolovány aerobní podmínky, byl také vypo�ítávána aktuální %O2 

v láhvích – rovnice /7/. 
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Obr. 15. Test �.5 – Aktuální koncentrace O2 u p�d �ed�ných perlitem – GC 

Jak je vid�t z Obrázku 15. koncentrace O2 u p�d �ed�ných perlitem neklesla pod 11% O2, 

což splnilo požadavek normy pro udržení aerobních podmínek v testu. 

Z pokusu vyplývá záv�r, že je výhodné používat �ed�ní p�d inertním materiálem, protože 

není nutné �asto obnovovat plynnou atmosféru uvnit� testovaných lahví. Atmosféru bylo 

možné neprovzduš
ovat více jako 16 dn�, do té doby než dosáhne hranici 6%O2. 
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Test �.6 

Test biologické degradace substrátu v prost�edí �ed�ných p�d byl hodnocen stejn� jako 

Test �.3. 

V testu byla použita KMC jako modelová látka pro test aktivity p�dního inokula. Ale 

pomocí této látky nebyly docíleny v�tší rozdíly produkce CO2 oproti slepým pokus�m. 

Z tohoto d�vodu byl v �ase 288 hodin p�idán Xanthan. 

Na Obrázku 16. lze sledovat kumulativní produkci CO2 pomocí GC-analýzy a titra�ní 

analýzy (TA)  po dobu 984 hodin.  Z obrázku je patrné, že se produkce CO2 snížila vlivem 

�ed�ní oproti ne�ed�ným p�dám.  
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Obr. 16. Test �.6 – Kumulativní produkce CO2 v �ed�ných p�dách perlitem - GC a TA 

Aby v pokusu byly kontrolovány aerobní podmínky, byl také vypo�ítávána aktuální %O2 

v láhvích – rovnice /7/. 
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Obr. 17. Test �.6  – Aktuální koncentrace O2 u p�d �ed�ných perlitem – GC 

Jak je vid�t z Obrázku 17. koncentrace O2 u p�d byla udržována nejniž na hodnotu 10% 

p�i provzduš
ovacích intervalech atmosféry 10 dn�. 

Jako hodnotící kritérium pro biodegradaci bylo procentualní vyjád�ení biodegradace 

(DCO2) – rovnice /6/. Na Obrázku 18. je vyjád�eno odstran�ní substrát� dle kritéria DCO2. 
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Obr. 18. Test �.6  – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 u p�d �ed�ných 

perlitem 
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Hodnoty odstran�ní substrátu v prost�edí �ed�ných p�d podle kritéria DCO2 (GC-analýzou 

a TA) jsou uvedeny v Tabulce 19. U tohoto pokusy je stejné vysv�tlení chovaní k�ivek a 

výpo�et kone�ného DCO2 pro modelové látky jako v testu 4. 

Tabulka 19. Odstran�ní substrátu podle DCO2 v 984 hodin� testu pro �ed�né p�dy 

GC-analýza TA-analýza

DCO2 DCO2

[-] [hod.] [%] [%]

2 KMC/Xanthan 984 50,2 46,6

4 KMC/Xanthan 984 21,5 46,7

pozice
vzorek �as

 

V závislosti na hodnotách a podmínkách, které byly získány v pr�b�hu všech test�, byl 

žaložen test na p�ístroji Micro-Oxymax. 

Hodnoty DCO2 u �ed�ných p�d perlitem nelze použít pro srovnání s DCO2 na p�ístoji 

Micro-Oxymax, protože hodnoty byly �áste�n� ovlivn�ny i rozkladem špatn� rozložitelnou 

KMC, která z�stala v láhvi. Hodnoty DCO2 byly nadhodnocené rozkladem KMC. 

 

Test �.7 

Z p�edcházejících test� byly vytipovány experimentální podmínky praktické realizace pro 

p�dní testy, které byly použity na automatizovaném p�ístroji MicroOxymax. 

Test biologické degradace modelových substrát� v prost�edí p�d �ed�ných perlitem 

v pom�ru 1:1 byl hodnocen na základ� m��ení produkce CO2 a úbytku O2. Pro sledování 

byl použit automatický p�ístroj Micro-Oxymax popsaném v kapitole 2.6.2.  

Jako hodnotící kritérium zde bylo množství vyprodukovaného CO2, množství 

spot�ebovaného O2 a aktuální koncentrace O2 k zjišt�ní zda pokus probíhá v aerobních 

podmínkách. Nam��ené hodnoty byly zpracovány softwarem k p�ístroji. 

Pro test byly použity Avicel, Xanthan a PHB jako modelové látky pro test aktivity p�dního 

inokula v �ed�ných p�dách. P�i dokon�ení této diplomové práce test stále probíhál a 

z tohoto d�vodu byly odebrány pr�b�žné výsledky biodegradace, a to ve 415 hodin� testu. 

V testu byly sou�asn� použity infusní láhve a promývací nádoby. Promývací nádoby byly 

použity z d�vodu ov��ení vlivu konstrukce lahví mezi promývacími a infusními láhvemi v 

pokusech biodegradace. Výsledky lze pozorovat na Obrázku 19., kde jsou srovnávány 

DCO2 pro Xanthan v obou typech nádob. Nízké hodnoty DCO2 u jedné promývací nádoby 
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byly zp�sobeny net�sností. Z obrázku vyplývá, že hodnota DCO2 se razantn� nem�ní 

pokud byly použity promývací nebo infusní nídoby. 

Ve všech ostatních obrázcích v Testu �.7 jsou uvedeny pr�m�rné hodnoty ze všech m��ení 

pro jednotlivé vzorky a slepé pokusy. 
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Obr. 19. Test �.7 – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 v promývacích 

nádobách a infusních lahvích - IR-analýza 

V probíhajícím pokusu byly udržovány aerobní podmínky po celou dobu testu, což 

dokazuje Obrázek 20., kde je uvedena koncentrace O2 a CO2 v pr�b�hu testu pro slepé 

pokusy. Obrázek 20. je uveden jako p�íklad, ve všech ostatních láhvích byly podobné 

pr�b�hy. V testovací lahvích se udržovala koncentrace O2 nad 20% z d�vodu rozmezí 

detekce PMR-detektoru, která byla 19,8-21obj.%O2. 
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Obr. 20. Test �.7  – Aktuální koncentrace O2 a CO2 v infusních lahvích 

 

Jako hodnotící kritérium pro biodegradaci bylo procentualní vyjád�ení biodegradace DCO2 

Obrázeky 21.-23. a DO2 Obrázek 24. Na Obrázcích 21-23. je také zobrazený 95%-ní 

interval spolehlivosti pro dané modelové látky. 
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Obr. 21. Test �.7  – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 s 95% 

intervalem spolehlivosti pro xanthan 
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Obr. 22. Test �.7  – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 s 95% 

intervalem spolehlivosti pro Avicel 
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Obr. 23. Test �.7  – Procento odstran�ní vzorku dle produkce CO2 - DCO2 s 95% 

intervalem spolehlivosti pro PHB 
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Obr. 24. Test �.7  – Procento odstran�ní vzorku dle úbytku O2 - DO2 v infusních lahvích 
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Hodnoty odstran�ní substrátu v prost�edí �ed�ných p�d perlitem v pom�ru 1:1 podle 

kritéria DCO2 (IR-analýzou) a DO2 (PMR) jsou uvedeny v Tabulce 20 v �ase 415 hodin 

trvání pokusu. 

Tabulka 20. Odstran�ní substrátu podle DCO2 a DO2 v 415 hodin� testu pro �ed�né p�dy 

�as DCO2 DO2
[hod.] [%] [%]

5 Xanthan 40,6 23,8
6 Xanthan 72,5 62,0
7 Xanthan 56,8 49,4

14 1 000 Xanthan 66,9 44,2
15 1 000 Xanthan 72,1 48,2
16 1 000 Xanthan 83,7 57,5
17 1 000 Xanthan 80,8 54,9
18 1 000 Xanthan 77,0 52,5
19 1 000 Xanthan 57,2 36,7
20 1 000 Avicel 68,8 46,7
21 1 000 Avicel 66,8 45,8
22 1 000 Avicel 50,8 32,0
23 1 000 Avicel 61,3 39,2
24 1 000 Avicel 47,5 28,2
25 1 000 PHB 62,1 54,4
26 1 000 PHB 60,8 53,0
27 1 000 PHB 58,5 51,8
28 1 000 PHB 63,5 55,8
29 1 000 PHB 52,4 46,4
30 1 000 PHB 71,2 63,6

pr
om

ýv
. 

ná
do

ba
 

(5
00

 m
l)

415

vzorekNo. láhev

 

Výsledky u Testu �.9 nejsou kone�né. Ale podle pr�b�h� k�ivek u Obrázk� 18-21 lze �íci, 

že �ed�ní a podmínky v dob� testu jsou vyhovující a lze s nimi do budoucna po�ítat. 
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4 ZÁV�R 

Diplomová práce navazuje na dosavadní �innosti ústavu a je zam��ena na sledování 

biorozložitelnosti polymer� v p�dním prost�edí za aerobních podmínek.  

Cílem práce bylo na základ� poznatk� z láhvových p�dních test� navrhnout modifikaci 

testu biorozložitelnosti, plastových sm�sí a jejich komponent, s využitím respirometru 

Micro Oximax a jeho verifikaci. Ke sledování biorozložitelnosti v láhvových testech bylo 

použito titra�ní analýzy a analytické koncovky GC, zahrnující také analýzu aktuální 

koncentrace O2, vedle produkovaného CO2. 

P�dní láhvové testy byly realizovány ve dvou alternativách, se stejnými po�áte�ními 

podmínkami test� (vlhkost, pH, dávkování vzork�), ale lišících se použitým substrátem. 

Použité substráty byly p�dy a p�dy „�ed�né“ perlitem. 

Ze zjišt�ných výsledk� popsaných v kapitole 3 vyplývá, že sledování biorozložitelnosti 

polymer� v p�dním prost�edí je nevyhovující pro vysokou spot�ebu O2 p�dními 

mikroorganismy b�hem testu. Z d�vodu vysoké spot�eby O2 bylo v testech použito 

„�ed�ní“ inertními materiály (perlitu), ke snížení této spot�eby. V láhvových p�dních 

testech se osv�d�ilo �ed�ní perlitem v pom�ru 1:1 (sušina p�dy:inertnímu materiálu), 

protože tato sm�s byla sypká, vzdušná a m�la dostate�n� krátkou lagovou fázi. Další 

výhodou byl dostate�ný rozdíl v produkci CO2 mezi testovanou látkou a slepým pokusem a 

dostate�né aerobní podmínky oproti ne�eným p�dám. 

Pomocí p�dních láhvových test� byly nalezeny vhodné podmínky pro sledování 

biodegradace v prost�edí p�d �ed�ných inertem. Podmínky jsou následující:  

• �ed�ní p�dy inertním materiálem (perlitem) 1:1 (vždy sušina p�dy k inertnímu 

materiálu) 

• aktuální sušina 50% 

• pHprost�edí = 6,5-7,00 

• teplotaprost�edí = 25°C 

• uložení lahví v temném prost�edí 

• provzduš
ování plynné fáze v lahvích lze u slepých pokus� provád�t v intervalu až 

16 dn� a u pokus� se vzorky až 10 dn�. Po tuto dobu neklesne koncentrace O2 pod 

hranici 10%O2 
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Za uvedených podmínek byl realizován test �.9 na automatickém analyzátoru 

MicroOxymax. Vyjímka v použitých podmínkách testu byla v intervalu provzduš
ování, 

který byl na p�ístroji MicroOxymax nastaven po 6 hodinách, z d�vod� omezení rozmezí 

detektoru pro stanovení CO2 a O2. Pokus pokra�oval i po dokon�ení této práce. Ale podle 

pr�b�žných výsledk� lze �íci, že �ed�ní a podmínky v dob� testu jsou vyhovující a lze 

s nimi do budoucna po�ítat. 
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