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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva zhodnocenim vlivu jilovych nanoplniv na biodegradaci PLA
folie. Biodegradabilita vzorki PLA s nanoplnivy byla sledovana v prostiedi vyzralého
kompostu a byla vyhodnocovéna analyzou vznikajiciho CO, pomoci plynového chromato-
grafu. Vzorky byly testovany ve formé& folie. Bylo pozorovdno, Ze nanoplniva zvySuji
rychlost biodegradace, zvlasté na zacatku méfeni. Nejmarkantnéji se vliv uplatnil u vzorku
PLA obsahujici nanoplnivo Cloisite 10A, kde béhem 34. dne inkubace mineralizace do-

sahla 20%, zatimco mineralizace ¢istého PLA byla jen 4%.

Klicova slova: Biodegradace, PLA, polyester, nanoplnivo

ABSTRACT

This thesis deals with evaluation of influence of clay nanofillers on the biodegradation of
PLA film. Biodegradability of the PLA samples with nanofillers was observed in mature
compost and was evaluated by analysis of CO, by gas chromatography. Samples were tes-
ted in the form of film. It was observed, that nanofillers increased the rate of biodegradati-
on, especially at the biginning of the measurement. Most obvious effect is applied on the
sample PLA containing nanofiller Cloisite 10A, where during 34th day of incubation mine-

ralization was 20%, while mineralization of pure PLA was only 4%.

Keywords: Biodegradation, PLA, polyester, nanofiller
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UvoD

Diky prudkému rozvoji a vyrob¢ plastikaiskych vyrobk béhem 20. stoleti zacaly plasty
postupné nahrazovat tradi¢ni materialy, jako jsou kovy, keramika nebo dievo. Oproti kon-
ven¢nim materialim plasty poskytuji fadu vyhod, jako je snadna zpracovatelnost, houzev-
natost, nizka cena ve srovnani s uzitnymi vlastnostmi nebo nizka hustota. V soucéasnosti je
V podstaté ukoncen vyvoj novych druhd polymert a vyzkum se zamétuje na modifikace

polymernich materialtt k novym aplikacim.

V soucasné dobé je velkd pozornost vénovana nanokompozitnim materialim zalozenym na
vrstevnatych silikatech z duvodu jejich velkého povrchu, kdy ke zlepseni danych vlastnosti
sta¢i malé mnozstvi nanoplniva. ZlepSuji napiiklad mechanické vlastnosti, odolnost viici
teploté nebo bariérové vlastnosti. Piednosti vrstevnatych silikata je také Siroka oblast jejich

uplatnéni.

Rapidni vzrist spotfeby plastovych vyrobkt ma vsak i své nevyhody. Jednou z nevyhod
jsou problémy spojené s jejich likvidaci. Dtvodem je jejich vysoka odolnost vici okolni-
mu prostiedi. Diky rostoucim problémum s plastovym odpadem roste zajem o biodegrada-
bilni polymery, které 1ze rozlozit vlivem piisobenim mikroorganisml. Pozornost vzbuzuji
hlavné ty biodegradabilni polymery, které lze pfipravit z obnovitelnych zdroji. Nejvy-
znamngjsi z téchto polymera je kyselina polymlécna, kterd diky svym vlastnostem muze

nahrazovat konven¢ni plasty a Ize ji zpracovavat béznymi technologiemi pro termoplasty.
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1 BIODEGRADACE

Biodegradace je typ degradace, pfi niz dochazi k rozkladu polymert enzymatickym ptiso-
benim zivych organizmu. Polymery jsou tak substraty pro heterotrofni organismy. Biode-
gradace provadéji zejména mikroorganismy vzhledem k jejich bohatSimu metabolismu ve
srovnani s vyssimi organismy. U biodegradaci se vyuZivaji zejména plisné a bakterie.
Uginnost biodegradace je zavisla na typu bakterii, popt. plisni a typu rozkladaného materi-
alu. [1, 2]

Jednim ze zpusobu biodegradace je kompostovani, coz je fizeny rozklad organickych ma-
terialti ptisobenim mikroorganismi na humus neboli kompost. Kompostovani je povazova-

no za nejvhodnéjsi zptisob biologického zpracovani odpadnich polymernich materialt. [1]

1.1 Pribéh biodegradace

Biodegradace je vétSinou iniciovana abiotickou degradaci, kdy je plast vystaven svételné-
mu zafeni, vlhkosti, chladu nebo chemikaliim. Tak dojde k naruSeni povrchu a mikroorga-

nismy tak mohou proniknout dovniti materialu a snaze zacit material rozkladat.

Dalsim krokem je depolymerizace, pti které dochazi ke sniZzeni molekulové hmotnosti po-
lymeru, aby jednotlivé molekuly byly schopné projit semipermeabilni membranou. VyuZi-
vaji se k tomu extracelularni enzymy. Vzniklé fragmenty polymeru slouzi mikroorganis-
mum jako Ziviny.

Poslednim krokem je mineralizace - pfeména organickych latek mikroorganismy na jedno-
duché latky, jako je CH4, O2, Nj, CO,, H,S nebo H,O. Pii acrobni biodegradaci vznika ze
substratového uhliku CO,, u anaerobni biodegradaci vznika CH4 a CO.. [2, 3, 4]

1.2 Podminky biodegradace

Biodegradace je ovlivnéna hlavné obsahem Zzivin, dostupnosti kysliku, vlhkosti, teplotou

prostiedi a pH.

Ziviny - Heterotrofni organismy potiebuji pro sviij riist dostatek uhliku a akceptory elek-
trontt k dychédni. Pro aerobni mikroorganismy je akceptorem elektront kyslik, pro anae-
robni oxid uhli¢ity, nitrat nebo zelezité ionty. Pro rist mikroorganismu je dulezity piidavek
dusiku a fosforu. Nedostatek téchto latek brani ristu mikroorganismu, ¢imz dochazi ke
sniZzeni rychlosti biodegradace. Optimalni hodnota poméru C/N je pfiblizné 20-40 a béhem

kompostovani se v disledku vzniku oxidu uhli¢itého a denitrifikaci snizuje. [3, 4]
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Dostupnost kysliku - aerobni biodegradace probihd mnohem rychleji neZz biodegradace
anaerobni. Nedostatek kysliku vede Kk ristu anaerobnich mikroorganismu. Nevyhodou
anaerobni biodegradace je dlouha doba aklimatizace mikroorganismi k rozkladu daného

materialu.

VIhkost - je nezbytné pro proces rozkladu, protoze vétSina rozkladu probiha na povrchu ve

form¢ kapalného filmu. [4]

Teplota prostiedi — Mikroorganismy jsou zcela zavislé na teploté okoli. Pfi teplotach vys-
Sich nez 60°C dochazi ke snizeni rychlosti rozkladu v dusledku snizeni mikrobidlni rozma-
nitosti. Teplo také vznika dusledkem metabolické aktivity. Pfi snizeni aktivity mikroorga-

nismi teplota klesa a kompost ptechazi do mezofilni faze.

pH - ovliviiuje rozpustnost latek. VétSina biodegradaci probiha pii neutralnim nebo slabé
zéasaditétm pH. Mikroorganismy jsou schopny pH prostiedi ménit. Jestlize se degradace
ucastni vice druhti organismui, reakce probiha v Sirokém rozmezi pH. Houby, které obvykle
degraduji pomaleji, uptednostiiuji kyselé podminky. Zavisi hlavné na mnozstvi ptitomného

kysliku a na vihkosti kompostu. [3, 4]

1.3 Faktory ovliviiujici biodegradaci

Biodegradabilita polymeru zavisi nejen na molekulové hmotnosti, ale i na konformaci,

vetveni, krystalinit, hustoté polymerni sité a typu funkcnich skupin.

Molekulova hmotnost - ¢im vys$i ma polymer molekulovou hmotnost, tim je rychlost bio-
degradace mensi. Pokud je molarni hmotnost plastu pfili§ vysoka, zistava imunni mikrobi-
alnimu utoku. Plasty s vyssi molarni hmotnosti maji také malou rozpustnost. Rozvétvené
polymery takeé podlehaji biodegradaci pomaleji, nez linearni.

Krystalinita - hraje dileZitou roli v degrada¢nim procesu polymeru. Degradace amorfnich
¢asti probiha rychleji - krystalické ¢asti jsou skladany do tésnych usporadani, ¢imz vznik-
nou krystalické domény, které omezuji plisobeni enzyml.

Aditiva - biocidni ptisady zeslabuji u¢inek mikroorganismti, naopak ptisady jako jsou

zmékcovadla ucinek zesiluji. [4]
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2 BIODEGRADABILNI POLYMERY

V posledni dobé se vénuje diky problémim s plastovymi odpady pozornost biodegradabil-
nim polymertim. Problém je zptsoben vzristajici spotfebou plastovych vyrobkid a jejich
vétsinou vysokou odolnosti na klimatické vlivy. Biodegradabilni polymery jsou schopné se
rozkladat prostfednictvim pfirodnich Cinitelti. U polymert obsahujicich heteroatom probi-

ha biodegradace snadnéji.

Biodegradabilni polymery musi mit vhodné mechanicke a uZitkove vlastnosti a byt schop-
né se rozkladat, aniz by jejich rozklad zptsoboval negativni dopad na Zzivotni prostiedi.
Mohou byt vyrabéné z obnovitelnych, nebo fosilnich zdroji. Z obnovitelnych zdroji se
vyrabi napft. polyhydroxybutyral (PHB), kyselina polymlé¢na (PLA) nebo termoplasticky
Skrob. Z ropy se vyrabi polybutylen sukcinat (PBS), poly-g-kaprolaktam (PCL), nebo aro-
maticko-alifaticky kopolyester Ecoflex. [5, 6]

2.1 PLA

Kyselina polymlécna je alifaticky termoplasticky polyester, ktery se vyrabi z kyseliny
mlécné. Proto byva fazena mezi bioplasty. Je znama hlavné diky své biologické odboura-

telnosti. Miize byt amorfni nebo semikrystalicka.

Stejné jako kyselina mlé¢na, i PLA se muze vyskytovat v D nebo L formé. L-PLA se ale
vyuziva Castéji, protoze mize byt vyrobena z obnovitelnych zdroju a zvySuje hodnotu te-

pelné odolnosti. [7, 9]

2.1.1 Vlastnosti

Teplota skelného piechodu PLA je 55°C. Teplota tani ¢isté PLLA je kolem 170°C a lze ji
meénit raznym pomérem D a L izomeru. Mé velky modul pruznosti v tahu (ptes 3,8 GPa),
coZ je vyhodné pro vyrobu pevnych tenkosténnych vyrobkil. Hustota je 1,2 - 1,3 g.cm™ a je
niZsi nez hustota PET. [7, 11]

Mezi jeho dalsi vlastnosti patii nehotlavost, pruhlednost a biokompatibilita - snaSenlivost
v lidském téle. Této vlastnosti se vyuziva v medicing, kde se PLA pouziva na implantaty a

samovstiebavatelné stehy. Je odolna vic¢i UV zafeni a ma nizké bariérové vlastnosti. [8]
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Kyselina polymlééna ma také velkou propustnost pro plyny, zejména pro vodni paru, ma
nizkou pruznost a je kichka - tyto a dalSi jeji vlastnosti mohou byt upraveny piidanim

vhodného nanoplniva. [7, 20]

2.1.2 Vyroba

Jak jiz bylo fe¢eno, monomerem pro vyrobu PLA je kyselina mlééna. Ta se zisk& fermen-

taénim procesem ze Skrobu (kukufice, jeémene), nebo jinych sacharida (fepa cukrovka).

Samotnou PLA lze ziskat bud’ kondenzaci kyseliny mlééné nebo otevienim laktidového

kruhu a naslednou polymeraci. [8, 11]

Vyroba kondenzaci kyseliny mlééné ma nevyhodu, Ze pii ni vznikd PLA o nizké moleku-
lové hmotnosti. Proto musi reakce bézet pii vysoké teploté (az 200 °C) a musi byt pouzit
vhodny katalyzator. Voda vznikla v priabéhu reakce se oddestilovava. Po ochlazeni se PLA

granuluje. [8, 12]

DalSi moznosti je polymerace laktidu. Laktid je cyklicky ester, ktery vznika zahfivanim
kyseliny mlé¢né. Polymerace probihd vétsinou v taveniné a katalyzatorem jsou alkoholy.

Mechanismus reakce je bud’ aniontovy, nebo koordinac¢ni. [10]

Vyrobeny PLA se zpracovava béznymi technologiemi pouzivanymi pro termoplasty, jako
je vytlacovani, vstiikovani, lisovani, nebo vyfukovani. Jeho zpracovatelské vlastnosti jsou

v8ak horsi, nez je tomu u bézné pouzivanych termoplastu.

2.1.3 Pouziti

PLA se nejvice pouZivd v zeméd€lském (mulCovaci folie) a potravinarském pramyslu
(znamé kompostovatelné tasky, sacky, kelimky, nédpojové lahve). U vyrobka, kde je poza-
dovéana tvarova stalost se nesmi pouzivat nad teplotou vyssi nez 41 - 45 °C, nebot’ nad tou-
to teplotou muiize nastat deformace vyrobku. Vsttikovanim se z PLA vyrabi kvétinace, nebo
pribory. Uplatnuje se také jako vlakna v textilnim pramyslu, nebo v medicing (jiz zminéné

implantaty a samovstiebavaci stehy). [7, 11]
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2.1.4 Biodegradabilita

Biologicky rozklad probiha tak, Ze PLA nejdtive absorbuje vodu. Pak bakterie prostiednic-
tvim extracelularnich enzyma hydrolyzuji esterové vazby v fetézci polymeru. Tim dojde
k poklesu molarni hmotnosti a vzniklé produkty jsou solubilizovany ve vodé. Ty pak pro-
jdou bunécnou membranou do bun¢k mikroorganismi, kde jsou pfeménény na nizkoener-

getické metabolity - CO,, H,0 a dalsi latky. [13, 20]

Na biodegradaci PLA se podileji pfedevsim termofilni druhy bakterii. Bylo sledovano, Ze
pii nizkych teplotdch probiha biodegradace jen velmi pomalu. Dle vyzkumu naptiklad
Vv aerobnich podminkach pfi teplotach 25 a 37 °C se za 210 dni uvolnilo jen 10 % teoretic-
kého mnozstvi uhliku, kdezto pti 60°C za 120 dni se uvolnilo 90 % uhliku. [13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

3 NANOKOMPOSITY

Nanokompozity jsou heterogenni materidly sloZzené ze dvou nebo vice slozek, z nichz ale-
sponi jedna se v kompositu vyskytuje ve formé¢ Castic menSich nez 100 nm. Nanoplniva
jsou vétsinou anorganické latky a jelikoz maji vétsi povrch nez konvencni plniva,
ke zlepSeni danych vlastnosti vystaci mensi mnozstvi, nez u konvenc¢nich plniv. Objemovy
zlomek nanoplniva vétsi nez 10% je neobvykly. Ke zlepSeni mechanickych a jinych vlast-
nosti se dosp&je interakcemi mezi plnivem a matrici, jako jsou Van der Waalsovy sily ¢i
rici, které znehybni polymerni fetézec. Nanoplniva zlep3uji vlastnosti nanokompositu, jako
je modul pevnosti, pruznosti, tvrdost, tepelna stabilita, vétsi odolnost proti hoteni, zvyseni
bariérovych vlastnosti, v neposledni fadé také vétSi biodegradabilita a spousta dalSich.
Kompositni materialy charakterizuje synergismus - jev, ktery d& vyslednému kompositu

lepsi vlastnosti, nez pouhé secteni vlastnosti plniva a matrice. [16, 17]

Dle tvaru rozdélujeme nanoplniva na:

e izometricka - kulata, vSechny 3 rozméry v nanometrech,
e vlaknita - ty¢inkovita, 2 rozméry vV nanometrech a jeden vétsi,

e vrstevnaté - desti¢kovita, maji pouze jeden rozmér v nanometrech. [16]

3.1 Jilova nanoplniva

Mezi nejpouzivangj$i nanoplniva do polymernich matric patii jily. Jsou snadno dostupné a
maji nizkou cenu a poskytuji lepsi vlastnosti ve srovnani s plnivy konven¢nimi. Jejich
hlavni slozkou jsou jilové mineraly, které jim davaji jejich typické vlastnosti, jako je
schopnost vazat vodu, tixotropie, vymeéna iontl, byt po navazani piimefeného obsahu vody
plastické a byt schopné se vytvrzovat pii vypaleni. Nejvyznamnéj$imi jilovymi mineraly

jsou fylosilikaty - vrstevnaté silikaty. [14]

Vrstva fylosilikatu se sklada z rovinnych siti kiemikovych tetraedri a hlinikovych oktaed-
ri v poméru bud’ 1:1, nebo 2:1. Zatimco ve struktuie 1:1 se opakuji tetraedry a oktaedry,
ve struktuie 2:1 je jeden oktaedr obklopen z kazdé strany jednim tetraedrem, jak je patrno
z obrézku. Tloustka jedné vrstvy se pohybuje okolo 1 nm a postranni rozmér muze dosa-

hovat az n¢kolika mikronti. Mezi jednotlivymi vrstvami se nachazeji mezivrstvy. [14, 19]
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Kiemik v tetraedrech miZe byt nahrazen ionty AI** nebo Fe®*. Hlinik v oktaedrech zase
ionty Fe** nebo Mg?*. Tato nahrada kovy s mensim mocenstvim vytvaii na vrstvé zaporny
naboj, ktery je kompenzovan kladnym nabojem v mezivrstvi. V mezivrstvi jsou ptitomny
vyménitelné kationty Na®, Mg?*, nebo Ca** a molekuly vody. Nahrada kationtd
v mezivrstvi naptiklad za organické soli se vyuziva v fadé aplikaci, naptiklad jako selek-
tivni sorbenty organickych latek, fizené uvoliovani 1éCiv, zvySeni ucinku pesticidll a za-
branéni jejich uniktim do prostiedi, nebo optoelektronice. [18, 19]

Jednim z nejpouzivangjSich jilovych nanoplniv patii montmorillonit. Je to mékky jilovy

mineral patfici do skupiny smektitti. Struktura vrstev montmorillonitu je 2:1. Je obsazen v
bentonitu. [17]

) Al Fa, Mg, Li
$ °H
®o Tetrahedral
Li, Na, Rb, Ca
= Cictahekal
Tetrahedral

Exchangeable cations

Obrézek 1. Struktura vrstev montmorillonitu [14]
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3.1.1 Typy jilovych nanokompoziti

Dle miry rozvrstveni jilovych nanokompoziti rozeznavame 3 druhy nanokompozitt, zna-

zornénych na obrazku €. 2:
a) konvenéni kompozity - vrstvy nejsou odd€leny. Tvofi klasicky plnény material.

b) Interkalované kompozity - jednotlivé vrstvy jsou od sebe oddaleny a polymerni

molekuly jsou vsunuty mezi vrstvami.

c) Exfoliované komposity - Gplné rozvrstveni. Jednotlivé vrstvy maji jakykoliv smér.

Poskytuji nejlepsi vlastnosti. [16]

Obrézek 2. Typy jilovych nanokompozita

3.1.2 Modifikace jila

V polymernim nanokompozitu s jilovym minerdlem jsou jily interkalované polymernimi
fetézci. Interkalaci se rozumi zabudovani atomti nebo molekul do mezivrstvi. Interkalace
muze dospét az do takové trovné, ze jsou jednotlivé vrstvy od sebe natolik vzdalené a
rozorientované, Ze zanikne vrstevnata struktura a dojde k exfoliaci. Aby po smichani jilu
s polymerem m¢l vysledny nanokompozit patfi¢né vlastnosti a jil misto sedimentace (ktera
by byla typicka vzhledem k jeho vlastnostem v porovnani s vétsinou polymert) interkalo-
val, je tfeba, aby interakce polymer-jil byly vétsi, nez interakce jil-jil. Z toho dtvodu se

musi hydrofilni jil pfed smichani s hydrofobnim polymerem upravovat. [17]
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Jednim ze zpusobu Upravy jilovych mineralt pied jejich pouZitim jako nanoplniv je jejich
modifikace pomoci organickych latek - organofilizace. Provadi se pro hydrofobizaci povr-

chovych vrstev silikatu a zvétsenim jejich mezivrstevni vzdalenosti. [18]

Nejcastéji probihd ve vodni suspenzi, kde dochazi k vyméné prevazné sodnych kationtii za
kationty organické. Pouzivaji se primarni, sekundérni ¢i kvarterni amoniové soli, alkylfos-
foniové kationty nebo aminokyseliny. Nabobtndvanim vody a interkalaci téchto organic-
kych kationtd dochazi k oddalovani vrstev. Cim vétsi je organicky kationt, tim se vrstvy
mezi sebou vice oddali a zaroven klesne jejich elektrostaticka pfitazlivost. Rovnéz se snizi
povrchova energie vrstev a vytvoii se funkéni skupiny pro navazani polymeru a tim se sni-
zi volna exfolia¢ni energie, ktera umozni interkalaci polymeru. Po modifikaci se vrstevnaté
silikaty musi vypirat horkou vodou a etanolem, protoze pii jejich ptipravé vznika vedlejsi
produkt. OMLS s pouZzitim alkylamoniovych soli vzhledem k jejich nizké toxicité byvaji
nevhodna ve vyrobcich, které se dostavaji do kontaktu s potravinami. Kvarternich amonio-

vych soli jako modifikatori se vyuziva pro jejich bakteriocidni ucinky. [16, 18]

Dalsim typem modifikace vrstevnatych silikatd, se kterymi jsem pracoval v této praci, je
syceni jilu pfislusnym anorganickym kationtem, za uc¢elem co nejvyssiho zvyseni jeho ob-
sahu, naptiklad kationtem Na'. Vyuziva se zde toho, 7e piitomné kationty maji vliv na

vlastnosti vysledného nanokompozitu. [14, 17]

3.1.3 Vyroba jilovych nanokompoziti

Jednim ze zpusobu vyroby jilovych nanokompoziti je interkalace v roztoku polymeru.
Nejdiive se ptipravi suspenze jilu v roztoku, kde je jil nabobtnavan. Tato suspenze se pak
smiché s roztokem polymeru. Po smichani polymerni fetézce vytlaci z mezivrstev jilu roz-

poustédlo a interkaluji.

Dalsim zptsobem je interkalace in situ, kdy je jil nabobtnavan roztokem polymeru a poly-

merni fetézec vznikne mezi vrstvami. Polymerace miiZze byt zahdjena zvySenim teploty,

v

Poslednim zptsobem je interkalace v taveniné, kdy se organicky upraveny jil smicha s
taveninou polymeru. Je ekonomicky i ekologicky nejvyhodnéjsi (nejsou tieba rozpousté-
dla) a tento zplsob je kompatibilni s dal§im zpracovanim nanokompoziti. Po smichani

organicky modifikovaného jilu s taveninou polymeru nasleduje michéani - kompoundace.
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Provadi se z toho diivodu, aby se nanoplnivo co nejlépe smichalo s polymerem a lépe exfo-
liovalo. [15, 17]

3.1.4 Vlastnosti jilovych nanokompoziti

Nanoplniva zajist'uji zlepSeni mechanickych vlastnosti, jako je modul pruznosti nebo pev-
nosti v tahu. Také zajistuji zvySeni tvarové stalosti, plynotésnost, snizeni hotlavosti a zlep-

Seni biodegradability. [15]

Mezi nejsledovanéjSimi mechanickymi vlastnostmi patiéi modul pruznosti, ktery nanoplni-
va zlepSuji diky interakcemi mezi plnivem a matrici pomoci vodikovych vazeb. ZlepSeni

modulu zavisi na obsahu nanoplniva v polymeru. [15]

Mezi dal$imi vlastnostmi nanokompozitt je nizka hotlavost, zptisobena tvorbou nespalitel-
ného zbytku pii hofeni. Efektivnéjsi jsou exfoliované nanokompozity, nez interkalované.
Snizeni hoftlavosti zpiisobuje 1 piitomny hydroxid hlinity, ktery se pouziva jako retardér

hoteni. [15]

Velkou vyhodou pro rizné aplikace je i nizka propustnost plynti, zptisobena vznikem slozi-
tych bludist’, kterymi plyn musi projit - zvysi se difuzni draha kolem vrstev jilu. Tim se

sniZuje i koeficient teplotni roztaznosti. [15, 17]

DalSi vyznamnou vlastnosti je zvySeni biodegradability - u biodegradace plni jilové nano-
plnivo katalytickou ulohu. U PLA nanojily piispivaji k biologickému rozkladu tak, Ze po
absorbovani vody z kompostu hydroxilove skupiny nanojilu iniciuji hydrolyzu PLA. [20]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CHEMIKALIE, ROZTOKY AVYBAVENI

4.1 Mineralni médium

Bylo pfipraveno 200 ml mineralniho média, které bylo poté piidavano do jednotlivych
bioreaktort. Slouzi jako vyziva pro bakterie a pro zvlh¢eni prosttedi. Pro ptipravu 200 ml

mineralniho média byly pipetovany nasledujici objemy roztokd:

Roztok KH,PO, 8 ml
Roztok Na;HPO, . 12 H,0 32 mil
Mg(SOy,), . 7TH,0 0,4 mi
NH,4CI (c= 30 g/l) 2ml
CaCl, . 2H,0 2ml
NaCl (c =50 g/l) 2 ml
Fe(NH,)2 (SO4), 6(H20) (c = 10 g/l) 2 ml
Roztok stopovych prvki 0,2 ml

Vznikly roztok byl doplnén destilovanou vodou a sterilizovan 30 minut v autoklavu pii
teploté 125°C.

4.2 Roztok stopovych prvki

Bylo ptipraveno 1000 ml roztoku stopovych prvki. Pro jeho ptipravu bylo pouzito:

MnSO; . 5H,0 0,043 g
HsBO; 0,057 g
ZnS0; . 7H,0 0,043 g
(NH4)6M070; . 4H,0 0,037 g

Co(Nog), . 6H20 0,025¢g
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CuS0O, . 5H,0 0,040 g

V8echny navazky byly smichany s vodou, doplnény na ptislusny objem a promichany.

4.3 Pouzité vybaveni

Analytické vahy Kern 770

Laboratorni vahy Kern EW 1500-2M

Elektronovy mikroskop SEM, Vega-Il Tescan

Laboratorni autoklav LAM-3-20-MCS

Plynovy chromatograf Agilent 7890 A

Plynotésna davkovaci sttikacka Hamilton o objemu 100 pl
Mikropipeta

dal$i bézna laboratorni skla
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5 CHARAKTERISTIKA TESTOVANEHO MATERIALU A
SUBSTRATU

5.1 Referenc¢ni material

Jako referenéni material byla pouzita ¢ista PLA 2003D vyrobena firmou NatureWorks.

5.2 Testovany material

Testovanym materidlem byly vzorky PLA plnéné 3 typy nanoplniv. Bylo testovano celkem

9 vzorku.

Prvnim typem byla organicky modifikovand nanoplniva s obchodnim nazvem Cloisite.
Patfila mezi n¢€ nanoplniva s oznacenim 10A, 20A a 30B. Organofilizacnim c¢inidlem jsou
kvarterni amoniové soli. Vyrabi je firma Southern Clay Product, Inc. Tyto nanoplniva zvy-
Suji modul v tahu, barierové vlastnosti a nehoflavost. Firma Southern Clay Product, Inc.

vyrabi také plniva s ndzvem Garamite.

DalSim typem byla nanoplniva znacena jako Nanofil. ZlepSuji mechanické, termické a ba-
rierové vlastnosti. Patfila mezi né nanoplniva s ozna¢enim Nanofil 3010 a Nanofil 116.

Tento typ nanoplniv vyrabi firma Sid-Chemie.

Poslednim, tfetim typem byl piirodni montmorillonit syceny kationty Na®, ktery byl obsa-
Zen v polymeru o objemovem zlomku 1%, 3% a 5%. Vyrabi je firma Southern Clay Pro-
duct Inc. [14, 21]

Vzorky byly dodéany univerzitou z Leobenu. Byly testovany ve form¢ folie vyrobené vyfu-

kovéanim, o tlouStce cca 30 um.
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Tabulka 1. Vlastnosti nanoplniv

kationova
o tloustka
. ) Organicky | vyménna ) | hustota
Nazev Firma o . mezivrstvi 3
modifikator | kapacita (nm) (g/cm?)
nm
(Meq/100g)
Cloisite 10A 2MBHT 125 1,92 1,90
Sou-
Cloisite 20A thern 2M2HT 95 2,42 1,77
Cloisite 30B Clay MT2etOT 90 1,85 1,98
Cloisite Na~_| " roduct, : 92 117 2.86
Inc.
Garamite 1958 2M2HT 1,21 1,60
Nanofil 3010 Siid 2MBS 1,84
Nanofil 116 | Chemie - 120 2,86

2MBHT - dimetyl benzyl HT amonium chlorid

2M2HT - dimetyl di-(HT) amonium chlorid

MT2etOT - methyl bis-2-hydroxyethyl HT amonium chlorid
2MBS - dimetyl benzyl stearyl amonium chlorid

HT - hydrogenovany tuk (~65% C18; ~30% C16; ~5% C14)

5.3 Substrat

Jako substrat byl pouzit kompost, ktery byl totozny s kompostem pouzivanym v praci Ja-

romira Krumpolce [22].
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6 AEROBNIi DEGRADACE PLA PLNENEHO NANOPLNIVY
V PROSTREDI KOMPOSTU

6.1 Bioreaktor

Jako bioreaktor byla pouzita biometricka sklenénd lahev o objemu 580 ml. Kazda lahev
byla opatifena uzavérem s otvorem se septem, ktery slouzil k odbéru plynné faze. Uzavéry
byly sterilizovany pod UV v aseptickém laminarnim boxu a lahve byly sterilizovany

Vv autoklavu pfi teploté 125°C po dobu 30 minut.

6.2 Priprava jednotlivych bioreaktori
Do kaZzdé biometrické lahve bylo navazeno:

e 50 mg vzorkované PLA folie obsahujici nanoplniva
e 5 g kompostu
e 5 perlitu

e 5 ml mineraliza¢niho roztoku

Folie byla nastfihana na prouzky o strané cca 5 mm. Jednotlivé navazky folie byly navaze-
ny na analytickych vahach s piesnosti na 0,0001 g. Kompost byl navdZen na vahéach
s pfesnosti na 0,01 g a perlit na vahach s ptesnosti na 0,1 g. Bylo pfipraveno celkem 34
lahvi, kde kazdy vzorek byl navazen 3x vedle sebe. Jednim ze vzorku bylo ¢isté PLA. 4
lahve, které byly pfipraveny stejnym zptisobem ale bez navazky vzorku, slouzily jako sle-
py pokus. Takto ptipravené lahve byly umistény do termostatu vytemperovaného na teplo-
tu 58°C, kde byly uchovany ve tmé celou dobu pokusu, mimo vlastniho méfeni. Mé&fil se

obsah vyprodukovaného CO, a spotiebovaného O, piiblizné v jednotydennich intervalech.
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6.3 Meéieni CO, a O, pomoci plynové chromatografie

Analyza vzniklého CO; a spotiebovaného O, byla provedena pomoci plynové chromato-
grafie na plynovém chromatografu Agilent 7890. Z takto ziskanych hodnot byl vyhodno-

cen stupen biodegradace.

Chromatografie je analytickd metoda zaloZen& na separaci jednotlivych sloZek vzorku diky
jejich odlisné afinité ke stacionarni fazi. Vzorek se vnese do vyhtivané ¢asti - injektoru, ze
které je unasen nosnym plynem do kolony. Na za¢atku kolony se slozky vzorku nejprve
sorbuji ke stacionarni fazi a nasledn¢ desorbuji mobilni fazi. Ta pak slozky vzorku odnasi
aZ na konec kolony. Rychlost, jakou je unaSena kazda slozka vzorku kolonou je rozdilna a
zéavisi na distribu¢ni konstanté, ktera je dana pomérem rovnovaznych koncentraci slozky

ve stacionarni a mobilni fazi. Z kolony slozky vzorku vstupuji do detektoru.

Néami pouzivany chromatograf mél 2 napliiové kolony o délce 1,829 m, které byly zapoje-
ny do série. Na prvni se déli polarni plyny (Porapack), na druhé pak plyny nepolarni (mo-
lekulové sito). Po nastiiku vzorku byly zapnuté obé kolony. V ¢ase 0,5 minut doslo
Kk pfepnuti ventilu na 1. kolonu, kde se stanovoval CO, a v ¢ase 1,5 minut doSlo K piepnuti
na druhou kolonu na stanoveni O,. K piepinani obou kolon slouzil dusik ptivadény ve stla-
¢ené lahvi a jako mobilni faze bylo pouZito helium. Parametry analyzy na GC chromato-
grafu jsou popsany v nize uvedené tabulce. K detekci jednotlivych sloZzek byl pouzit tep-

lotné vodivostni detektor.

Vyhodnoceni signalu bylo provedeno programem GC Chemstation metodou piimé kalib-

race. Jako standard byl pouzit smésny plyn Linde Technoplyn.
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Tabulka 2: Parametry GC Agilent 7890

Parametr jednotka Hodnota
teplota injektoru °C 200
teplota termostatu °C 60
teplota detektoru °C 250
Priitok nosného plynu ml*min™* 53
Ptepinani ventilu 0,5

min
1,5

6.4 Prubéh méreni

Vsechna biodegrada¢ni méfeni v této praci méla stejny prubéh. Biometrické lahve se vzor-
Ky se vytahly z termostatu a nechaly se chladnout 20 minut na pokojovou teplotu. Poté byl
pomoci plynotésné injek¢ni stiikacky Hamilton ptes pryzové septum odebran z lahve plyn
o objemu 100 pl a vpraven do pfipraveného plynového chromatografu. Po ukonéeni analy-
zy se zaznamenavaly hodnoty naméfeného CO; a O,. Z naméfenych hodnot byla vypocte-
na pro kazdy vzorek denni spotieba uhliku a z ni hodnota biodegradace v procentech. Mé-

feni byla provadéna jednou za tyden.

Po kazdém méfeni byly biometrické lahve provzdusnovany vzduchem, aby se z lahvi od-
stranil vyprodukovany CO,. Ve vhanéném vzduchu nesmél byt piitomen oxid uhli¢ity.
Vzduch byl do lahvi vhanén pomoci hadi¢ek napojenych na Cerpadlo. Pro zabranéni pfi-
tomnosti atmosférického CO, byl vzduch nejprve probublavan lahvi s 5M roztokem Na-
OH, kde probihalo odstranéni CO, pomoci rovnice /1/. Dale byl vzduch probublavan roz-
tokem Ba(OH); z diivodu mozného vycerpani NaOH. Provzdusnovani kazdé lahve trvalo

20 minut.

Po provzduseni byla kazda lahev pevné uzaviena vickem opatfenym tésnénim a dana zpét

do tmy do termostatu vytemperovaného na 58°C.

CO, + 2NaOH — Na,CO3 + H,0 (1)
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6.4.1 Zpracovani namérenych dat

Pro vyhodnoceni biodegradace vzorkl z naméfenych hodnot byly pouzity nésledujici vzta-

hy:

denni produkce uhliku

Mo = e * 1ok % Weoa * 2% 2% 1000 2)
kde:
Mq(c) mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve form¢ CO, za den [mg]
Mc molarni hmotnost uhliku [9/mol]
p tlak béhem provzdusnovani [kPa]
R molarni plynova konstanta [J*K**mol™]
T termodynamicka teplota béhem provzdusinovani [K]
Vy plynny objem biometrické lahve [mi]
Wco2 mnozstvi CO, v kalibraénim plynu [%]
Vst vz davkovany objem standardu, respektive vzorku [ul]

do plynného chromatografu

St vz signal detektoru u vzorku respektive standardu [WV*s]

kumulativni produkce uhliku

Pokud by se lahve neprovzdusiovaly, je kumulativni produkce rovna produkci denni.

V opacném piipad¢ plati pro kumulativni produkei vztah:

Mic (2) = Mic (1) + Mac (2) 3)
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kde:

Mic (2) kumulativni produkce uhliku z aktualniho méfeni
Mic (1) kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni
Mac (2) denni produkce uhliku z aktualniho méfeni

Substratova produkce uhliku ve formé CO,

[mg]
[mg]
[mg]

Jde o rozdil kumulativnich produkci systémii se vzorky a kumulativnich produkci se sle-

pymi pokusy. Jedna se tedy o vypocet produkce CO, pfipadajiciho na vlastni biodegradaci.

Msc = Mc(vz) - Mkcsl

kde:

Msc substratova produkce uhliku ve formé CO,
Mic(vz) kumulativni produkce uhliku lahve se vzorkem
Micsly kumulativni produkce uhliku lahve bez vzorku

Procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO,

m
DC —_ sC

T merTC

Dc  procentudlini mineralizace uhliku z hlediska produkce CO,
Msc  substratova produkce uhliku ve formé CO,
Mme hmotnost testovaného materialu

TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu

(4)

[mg]
[mg]
[mg]

()

[%]
[mg]
[ma]
[%]
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Vyhodnoceni biodegradace vzorkii folii

Na univerzité v Leobenu byly piipraveny vzorky PLA félie obsahujici rizné druhy jilo-

vych nanpolniv a celem této prace bylo porovnat biodegradabilitu téchto vzorki.

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny 3 paralelni biometrické lahve. Do kazdé lahve bylo na-
vazeno priblizné presné 0,05 g vzorku folie, 5 g kompostu, 5 g perlitu a odméteno 5 ml
mineralizaéniho roztoku. Vzorky se inkubovaly ve tmé pii 58 °C v termostatu. Kazdy ty-

den byla zméfena produkce CO, pomoci plynové chromatografie.

Test bézel celkem 111 dnt. Jak je patrné z nize uvedenych grafti, biodegradace vzorkl
PLA obsahujici nanoplniva jiz od pocatku probihala rychleji nez biodegradace Cistého
PLA a také konecna procentudlni mineralizace na konci testu byla u vétSiny vzorkl vyssi

nez mineralizace ¢istého PLA.

Vyjimkou jsou vzorky PLA obsahujici jil syceny ionty Na* o objemovém podilu 1 a 3 %,
kde kone¢na mineralizace dosdhla menSich hodnot, nezZ je tomu u ¢isté PLA. Jak je patrno
ze smérnice kiivky z obrazku, na za¢atku pokusu ale biodegradace u vSech vzorku s jilem
sycenym ionty Na" probihala rychleji. Nejvétsiho rozdilu biodegradace oproti ¢istému PLA
doslo béhem 55 dne, kdy biodegradace u nanokompositu Na 1% a Na 3 % dosahla shodné
35% a biodegradace nanokompozitu Na 5 % byla 41 %. Cista PLA v tomto dni doséahla

mineralizace ze 30 %.

Béhem 69. a 70. dne se vsak kiivky nanokompositu Na 1 % a Na 3 % protnuly s kiivkou
¢istého PLA. Biodegradace vzorku Na 1 % a ¢istého PLA byla v 69 dni shodné 49,6 % a
biodegradace vzorku Na 3 % dosahla 51,3 %. Biodegradace vzorku Na 5 % dale probihala
oproti ¢istému PLA rychleji. V dalSich dnech mineralizace vzorka dale pokracovala, bio-
degradace vzorki Na 1 % a Na 3 % probihala se zpozdénim. Po 90. dni méfeni se biode-
gradace zacinala ustalovat. Vysledna mineralizace na konci méfeni u vzorku Na 1 % byla
79 %, u vzorku Na 3 % byla 81 % a u vzorku Na 5 % dosahla mineralizace 92 %. Cista

PLA byla zmineralizovana na 87 %.
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Obréazek 3. Mineralizace vzorki PLA s obsahem nanoplniv sycenych Na*

o prislusnych objemovych podilech.

Nejrychleji ze zacatku probihala biodegradace u vzorki 10 A, 20A a 30B. U téchto vzork
takeé dosahla biodegradace nejvyssich hodnot. Protoze, stejné jak u ptedchoziho typu vzor-
ki, produkce CO; se v prvnich 3 tydnech méfeni ptiblizné rovnala respiracni aktivité¢ kom-
postu, procento mineralizace v tomto obdobi bylo velmi malé a u Zadného vzorku nepie-
kro¢ilo 10 %. Po tomto obdobi mineralizace probihala nejrychleji z celého meéfeni.
V poloviné¢ méfeni, 55 dnli po zacatku pokusu, dosahovala biodegradace u vzorku 10A
52%, u vzorku 20A 50 % a u vzorku 30B 46 %. V tomto obdobi, jak je patrno z obrazku,
také zacala biodegradace vice zpomalovat. Na konci méfeni u vzorku 10A byla biodegra-
dace 95 %, u vzorku 20A byla 104 % a u vzorku 30 B byla 93 %.
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Obrazek 4. Mineralizace vzorka PLA s nanoplnivy 10A, 20A a 30B

Vzorky Nanofil 116, Nonafil 3010 a Garamite rovnéz vSechny ze zacatku podléhaly bio-
degradaci rychleji, nez Cisté PLA. Nejrychleji ze zacatku biodegradoval vzorek Garamite.
Nasledoval vzorek Nanofil 3010 a Nanofil 116. Mineralizace vzorku Nanofil 3010 v3ak

postupné zpomalovala.

V poloviné méfeni, 55 dnli po zahajeni pokusu, biodegradace vzorku Garamite ¢inila 43 %,
biodegradace Nanofil 116 a Nanofil 3010 byla 38 % a biodegradace ¢ist¢ho PLA byla 30
%. V dalSich dnech zac¢aly biodegradace vzorkt oproti ¢istému PLA zpomalovat, nejvy-
raznéji vSak vzorek PLA 3010. Kfivka tohoto vzorku béhem 69 dne protnula kiivku PLA a
vzorek dale biodegradoval pomaleji nez Cisté PLA az do konce méteni. Mineralizace vzor-
ku Garamite se od 90 dne méfeni az do konce pokusu ptiblizné rovnala mineralizaci Cisté-
ho PLA. Kfivka vzorku Nanofil 116 se béhem méfeni postupné piiblizovala ¢istému PLA,
avsak kiivku Cistého PLA nikdy neprotnula. Na konci méfeni biodegradace vzorku Nanofil
3010 byla 72 %, biodegradace vzorku Garamite a Cistého PLA byla shodné 86% a biode-
gradace vzorku Nanofil 116 byla 89 %.
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Obrézek 5. Mineralizace vzorku PLA s nanoplnivy Nanofil 116, Nanofil 3010 a

Garamite

7.2 Mikroskopie folii

Pied zacatkem biodegradace, 3. tyden a 7. tyden po zahajeni pokusu byly odebirany vzorky
folii, které byly mikroskopovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM
VEGA-II, Tescan. Mikroskopie byla provedena pro urychlovaci napéti elektronu 1kV pfi
1000 nasobném zvétseni. Pred vlastnim zobrazenim byly vzorky pokoveny vrstvou zlata a

platiny.

Cim déle biodegradace probihala, tim vzorek byl kiehéi a snadnéji se rozpadal. Na snim-
cich vzorkli odebranych béhem biodegradace je vidét narusend struktura folie a kolonie

mikroorganismu rozkladajicich folii.
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Obrézek 6. Elektronova mikroskopie vzorku folii PLA + 30B zvétseni 1000x a)

pied zahajenim pokusu b) béhem 3. tydne méfeni c) béhem 7. tydne méteni
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ZAVER

Cilem teto prace bylo zhodnotit vliv jednotlivych nanoplniv na biodegradabilitu polymléc-
né kyseliny. Vzorky s obsahem rtiznych nanoplniv byly pfipraveny na univerzité v Leobe-
nu a byly testovany ve formé folii. Testy probihaly ve tmé pii teploté¢ 58°C. Biodegradace

byla sledovana méfenim vznikajiciho oxidu uhli¢itého na plynovém chromatografu v pra-

videlnych jednotydennich intervalech. Experiment bézel 111 dni a byly ziskany tyto vy-

sledky:
Tabulka 3: Vysledky méteni
doba doba
Nazev vzor- | Mineralizace ) Mineralizace doba Mineralizace
KU inkubace (%] inkubace " inkubace "

[dny] [dny] [%] [dny] [%]
Na 1% 34 12 55 36 111 79
Na 3% 34 6 55 35 111 81
Na 5% 34 9 95 41 111 92
10A 34 20 55 52 111 95
20 A 34 20 95 50 111 104
30B 34 17 55 47 111 93
Nanofil 3010 34 14 55 39 111 72
Garanite 34 17 55 43 111 86
Nanofil 116 34 11 55 39 111 89
PLA 34 4 95 30 111 87

Z vysledkt je patrné, Ze nanoplniva urychluji biodegradaci zvlasté na zacatku méteni. Du-
vodem muze byt jejich katalyticky Gc¢inek na tvorbu karboxylovych anionti, které biode-
gradaci podporuji. Kone¢na mineralizace vzorkd s nanoplnivy se v porovnani s ¢istym

PLA o mnoho nelisila.
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Nejvice se osveédCily vzorky 10A, 20A a 30B, u kterych biodegradace na poc¢atku meteni
probihala nejrychleji a které také doséhly nejvysSich hodnot mineralizace.

Biodegradace vzorkt Cloisite Na* a Nanofil dosahla men3ich hodnot z divodu mensiho

specifického povrchu mezi vzorkem a kompostem.

Me¢tenim se nepodafil prokazat vliv povrchového napéti a tthlu sméaceni vzorkl na biode-

gradaci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PLA Kyselina polymlécna

OMLS Organicky modifikovany vrstevnaty silikat

MMT  Montmorillonit

PET Polyethylentereftalat

GC Plynova chromatografie

HT Hydrogenovany tuk
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PRILOHA P I: UKAZKA ZPRACOVANI NAMERENYCH HODNOT
PRO VZOREK NANOFIL 116 (VSECHNY VZORKY JSOU
K DISPOZICI V ELEKTRONICKE PODOBE)

| PLA + Nanofil 116
Datum [inkubscs| TC mC Vhead |wnastfix | Signal | denniC |kumul G| substr Cf Degrad |  Soudst Deapradd.
fongl [ wew3e) | [ma) {mi} jul} Al ul %] (ma) [meg} {mg) 3%} deprad. | ocalk (%)
a 100 | 000000 a a q q q a
12z 8 100 | 543519 | Ta01ess | Ta016ss | o1oeeT | oaTivos| oamiTo | ozoosevas
popmpme | 3 100 | 13776864 | 3647005 | 3647006 | 000000 a QAT | 1.10648091
aizzo1z| = 100 | zz5.19se | 4765504 | 4765804 | 0,00000 q 0ETITD | 1.10548091
popmpen | 37 100 | Zrzasser | s7oesad | S7oesed | a9tmd | 4009537 488124 | 411953908
fa1zamz| 3 100 | 3114805 | 61727sT | 617277 | 20316s | assave | 13Ted1z | 115EszeeT
m1zamz| 4 100 | 40656735 | 8605855 | 8605856 | 334252 | 14E143e | 23aTEes | 2eTe0rME
812013 = 100 | 4eszeser | oossdt | ooset | 3Ei70s | tessnit | esoersr | mmaesEmn
1512013 | &2 100 | 26070537 | 524733 | 5247331 | 215832 | o43eess| sesum | emerTEem
212013 | @ 100 | 24154735 | 51377ee | S13774d | 201348 | asoses | esaoven | se@vdTin
M1 | T 4538 | sS04 | 5800 100 | 23438513 | 5086515 | 5080616 | 202596 | assson | T2iesT | esasmass
522013 & 100 | 18043571 | 320465 | 3830488 | 104018 | 4seseeT | TeTIs | ToooaTTOR
1222013 | @0 100 | 20695461 | 4508199 | 4508199 | 173336 | 77ovese | sesmses | Tesmoom
1922013 | o7 100 | 18645545 | osmer | 40szeeT | 139108 | eodzzes | sosTors | snasTraes
®2a | 1w 100 | fezzemes | sozvent | 3o2vem | asvsst | 2stemss| wsosess | assmesi
532012 | M 100 | 156meret | 3109545 | 3109643 | oovooe | 4245414 | ovamaen | semenems
100 Meonon [Meonem [Meonem [Feonmn [7 sone [0 osoneo
100 Fsoneot [Mzonea [Fzonen Fson 7 sonee [0 oo
100 Meonon [Meonem [Meonem [Feonmn [7 sone [0 osoneo
100 Fsoneot Fzonea [Fzonen Fson 7 sonee [0 oo
100
a 100 | 000000 a a [ [ [
m1amz| a8 100 | 34350425 | 657059 | G5vose | 000000 a 1,00000
sy | 13 100 | 15331585 | 405965z | 1103024 | 024005 | 1053388 | 105340
a1zz012| 20 100 | zzeeasss | 4712584 | 1574313 | 000000 a 1,05340
e ) 100 | 26699500 | 568351 | 2142094 | 0s012 | 3s03 | 4ssemo
ta1z2mz| 34 100 | zEz53sEs | ssees | avomerz| 143817 | eavss | 1osmmis
FIzINZ| 4 100 | 37534540 | 744877 | 3497119 | 268164 | 1172481 | z2EsT00
&1.2013 5= 100 | 39648163 | BT | 4344383 | 32mzE | 13Emes | amemE
1512013 | &2 100 | 27531049 | 5541337 | 4598517 | 245232 | 1072217 | 4737587
13 | e 100 | 24350230 | 5185707 | 5417088 | 20814¢ | 9331 | smassnn
29123013 76 45,58 B 5500 100 | 23300801 | 5049065 | 5821684 | 198531 | 8680287 | e5.083:A
522013 & 100 | 19274315 | 4091721 | 63,30856 | 130544 | s7ovesa | moTTvoe
1222013 | =90 100 | 18670490 | 4057089 134225 | 56864z | TEELSTI
1213 | o7 100 | 16548216 | 3652015 099135 | 4334442 | 8088017
H2013 | 1M 100 | 16159335 | 3439335 088722 | 4316377 | 85.2085s
532z | M 100 | 15230452 | 3116867 | 7759367 | 0ssan | 3sEsseT| asis00s
100 IMeone0 [Meonem [Meonem [Msonm |7 sonen
100 Feonm o [Feonem [Feonsn [ sonem
100 IMeone0 [Meonem [Meonem [Msonm |7 sonen
100 Feonm o [Feonem [Feonsn [ sonem
100 IMsoni0! [Meonem [Meonom [Mson |7 sonen
a 100 | 000000 0 a q q q
riiaHz| 8 100 | 34855575 | 771101 | 7074401 | 000000 a 1,00000
| 13 100 | 15638535 | 4140ves M 112119 | azzo0r | 13esez | 1304
a1zz012| =0 100 | Tomdzn | deseser | 4654062 | 000000 a 139434
e ) 100 | 2459190 | 5235147 | 9599808 | 035259 | 1506488 | 2emoss
fa1zamz| 3 100 | 20550745 | 5E5Tee | 1574777 | 17isss | 7azres | 1o3s3en
mizamz| 4 100 | 38933490 | 82410% | 2398886 | 29777e | 1289163 | moesm
812013 = 100 | 33656250 | 252811 | xasies | 2eods | 1zesme | iz
1512013 | &2 100 | 24305724 | 4892157 | 3714383 | 180314 | 7806344 | 440047
Pixis | @ 100 | 22041737 | 4eaiazs | 418257e | 1357es | evessse| samusos
212013 | 6 4538 | 509 | 5800 100 | ze44351z | 4860513 | 4668607 | 17eme | TotzTe| SEEITH
523013 £ 100 | 1743eme0 | 37014 | 5038338 | asiens | ssesr | ezsoses
1222013 | =0 100 | 1o660es | 4 3enes | 5471464 | 160142 | 6933038 | E9dEEN
1823 | o7 100 | 191553 | 41eeser | 3588121 | 149580 | eameisT | TEEizH
Hra01E | 1M 100 | 15116173 | 3217305 | 620%8s1 | aresie | 331zmas | rozeses
5330z | 1M 100 | 15252050 | 3118821 | e521713 | asseeT | 3ssma | ssovem
100 Meonen Moo Moo [Msone [0 sonep
100 IFeonan [Feona [Meonam [Feonsn 7 sonu
100 Meonen Moo Moo [Msone [0 sonep
100 IFeonan [Feona [Meonam [Feonsn 7 sonu
Meono Moo Moo [Msonvme |7 sonep
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