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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva nezadoucimi fenolickymi latkami v zivotnim prosttedi, pievazné bi-
sfenolem A. Jednou z moznych metod odstranéni téchto latek z vodného prostiedi je ad-
sorpce. V této byly vytvoteny adsorbenty o velikosti mikro a submikro struktur porézni i
neporézni povahy pro adsorpci fenolickych latek. Déle je zde zkouman vliv a povaha na-
douvadla (hexan a NH4HCO3) pii ptipravé Castic, které vytvari pravé porézni struktury.
Bylo zjisténo, ze s pfitomnosti porézni struktury a zmensujici se velikosti ¢astic dochazi
k zvySovani specifického povrchu &astic. Castice s NHsHCOj3 jakoZto nadouvadlem maji
vy$si specificky povrch, vyssi adsorpéni schopnost nez Castice s hexanem a proto byly po-

uzity na biodegradacni pokus v prostedi kompostu.

V provedeném biodegrada¢nim pokusu byla experimentalné zpracovana celkova minerali-
zace vzorkl probihajici béhem nékolika tydnti biodegradace. Nasledné bylo provedeno
stanoveni ubytku mnozstvi BPA po biodegradaci a zjiSténi ucinnosti mineralizace BPA
adsorbovaného na pfipravenych strukturach. Ziskané vysledky byly zpracovany a interpre-

tovany v ramci této diplomové prace.

Klicova slova: Bisfenol A, porézni a neporézni mikro a submikro struktury, adsorpce, bio-

degradace



ABSTRACT

The aim of this thesis concern with undesirable phenolic substances in the environment,
mainly bisphenol A. One of the possible solution to remove the bisphenol A in water is
adsorption. In this work has been created various adsorbent size of micro and submicro
structures of porous and non-porous nature of the adsorption of phenolics. Furthermore,
there is examined the effect and nature of the blowing agent, when preparing the particles,
which creates very porous structure. It was found that the presence of the porous structure
and the decreasing size of the particles leads to increasing the specific surface of the par-
ticles. Particles with NH4HCO3 as the blowing agent, have a bigger specific surface area
and adsorption capacity than the particles with hexane and were therefore used for biode-

gradation experiment environment compost.

In performed biodegradation experiments was experimentally prepared total mineralization
samples extending over several weeks biodegradation. Afterwards, determination of the
loss amount of BPA after biodegradation and efficiency of a mineralization BPA adsorbed
on prepared structures was measured. The results were processed and interpreted in the

context of this thesis.

Keywords:

Bisphenol A, porous and non-porous micro and submicro structures, adsorption, biodegra-
dation
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UvVOD

Alkylfenoly (APs) A bisfenol A (BPA) jsou pouzivany po vice nez 40 let jakozto detergen-
ty, emulgatory, smacedla a dispergacni Cinidla. Jejich zvySend koncentrace ve vodach,
zpusobend antropogenni ¢innosti, od pocatku jejich pouzivani vzrostla. Tyto fenolické lat-
Ky se do vod dostavaji pii uvolnéni z vyrobkd a nasledna migrace zivotnim prostfedim
zpusobuje jejich nezadouci G¢inky na organismy. U téchto latek, patiicich do skupiny en-
dokrinnich disruptorti (EDCs), jsou pak znamy estrogenni G¢inky nejen na vodni organis-
my, u nichz EDCs interferuji se syntézou, sekreci a transportem piirozenych hormon.
Jejich toxicita se projevuje jiz ve velmi malych koncentracich. BPA, hojné vyuzivany jako
aditivum v polymernim primyslu, ma schopnost vazat se na DNA strukturu organismu
a vytvaret tak kovalentni vazby. Jeho produkty jsou mnohdy vice toxické nez latka samot-

na [1,2].

Odstranéni fenolickych latek ze zivotniho prostiedi, prevazné vod na Cistirnach odpadnich
vod, je velmi Casto feSena metodou adsorpce na vhodny adsorbent. Tento adsorbent by
nemél vyznamné zatézovat zivotni prostfedi a soucasn¢ by mél mit vysokou afinitu vici
témto latkam. Jako vhodny adsorbent pro bisfenol A se jevi poly (butylen adipat co-
tereftalat) neboli PBAT (Ecoflex). Tento synteticky polymer lze tedy vyuzit pro piipravu
adsorp¢niho materidlu. Nejvyznamnéjs$i metodou pro piipravu pravé takového adsorbentu
S porézni strukturou, jez zvysuje specificky povrch adsorbentu, se jevi metoda odpaieni
rozpoustédla. Timto zptisobem lze tedy bisfenol A odstranit z vodného prostiedi a nasledné
jej naadsorbovaného na tyto Castice biodegradovat. V této diplomové praci byl jako vhod-
né prostiedi pro biodegradaci zvolen kompost a to z diivodu, Ze kompost obsahuje pomér-
né velké mnozstvi mikroorganismi rozkladajici Skodlivé latky pro Zivotni prostredi, véetné

bisfenolu A.
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1 BISFENOL A A JINE FENOLICKE LATKY ZNECISTUJICI
ZIVOTNI PROSTREDI

Endokrinni disruptory neboli latky s estrogennim téinkem lze v soucasnosti oznacit jako
vSudypfitomné polutanty s vysokou toxicitou jiz ve velmi malych koncentracich. Z tohoto
divodu jsou monitorovany. Tyto latky maji vliv na zdravi a reprodukci zvitat i ¢lovéka

a jsou syntetickymi kontraceptivy a modulétory.

Velmi vyznamnou tfidou EDCs jsou alkylfenol polyethoxylaty (APEOs), vyuzivany pte-
devsim jako surovy materidl ¢i aditivum v pramyslové ¢innosti. Jejich aplikace saha 1 do
zemédélstvi a chovu dobytka. Alkylfenol polyethoxylaty jsou pak hlaSeny v povrchovych
vodach, odpadnich vodach, kalu, sedimentu i organismech [1].

Alkylfenoly jsou latky pouzivany jiz pies 40 let jako detergenty, emulgatory, dispergacni
¢inidla aj. [2]. Nonylfenol (NP) a oktylfenol (OP) jsou prekurzory neionogennich surfak-
tant pouzivanych v detergentech. Produkty vznikajici degradaci téchto latek se vykazuji
vyssi toxicitou nez samotné vychozi latky. Jsou snadno akumulovany v organismech diky

jejich vysoké lipofilité. [1]

Dalsi z téchto EDCs fenolického typu, jez se vyznamné podili na znec€isténi Zivotniho pro-
stiedi fenolickymi latkami, je Bisfenol A. Této latce je v této praci vénovana vyrazna po-

zornost, proto bude v dalsich kapitolach podrobnéji popsan.

1.1 Vlastnosti, prirodni a antropogenni zdroje

Bisfenol A je organicka sloucena objevena a piipravena chemikem Alexandrem Pavlovi-
chem Dianinem roku 1891 pomérné snadnou laboratorni syntézou. Tato syntéza je zaloZe-
na na reakci fenolu s acetonem za pfitomnosti silné kyseliny (chlorovodikova, fosfore¢na,

sirova) jak je uvedeno na Obr. ¢. 1. [3].

OH
CH3 CH3
2 + C=0 —- HOOC@OH + H0
CH3 CH3
fenol aceton bisfenol A

Obr. ¢. 1: Syntéza BPA reakcei fenolu a acetonu [3].
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Pro nasledné pouziti bisfenolu A za dal§imi ucely (polykarbonaty) je nutné jej predestilo-

vat na Cistotu vyssi nez 99,8 %.

Svétova produkce BPA se v roce 2003 pohybovala kolem tfi miliont tun za rok a dle pred-

pokladu se kazdoroéné jeho vyroba zvedne 0 7 % z této piivodni hodnoty [3].

Vlastnosti BPA

Bisfenol A je slabé hydroskopicka latka, v pevném stavu piipomina bilo-hnédé vlocky,
muzeme jej nalézt i jako praSek ¢i granule. Dalsi podrobnéjsi vlastnosti jsou uvedeny

v Tab. ¢. 1 suvedenym sumarnim vzorcem, strukturni vzorec BPA pak mizeme vidét na
Obr. ¢. 2. [4].

Tab. ¢. 1: Nekteré vybrané viastnosti BPA [4].

Sumarni vzorec Ci5H1602
Molekulova hmotnost 228 g-mol*
Bod tani 220°C
Bod varu 154 -155°C
Hustota 1,2 g-cm
Rozpustnost 120 — 300 mg-I*

H;}C\ CH,
C

O =,

i
| H
H

Obr. ¢. 2: Strukturni vzorec 2,2- bis(4-hydroxyfenyl) propan (Bisfenol A) [5].
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Pro ptedstavu rozpustnosti BPA v riznych rozpoustédlech je zde uvedena Tab. ¢. 2, kde
muzeme vidét, ze nejvyssi rozpustnost BPA je v rozpoustédlech alkoholového charakteru

(metanol, etanol), naopak ve vod¢ se rozpousti pomérné obtizné za béznych ptirodnich

podminek (teplota okolo 20 ° C) [4].

Tab. ¢. 2: Rozpustnost BPA v néekterych rozpoustédlech [4].

Rozpoustédlo Rozpustnost [g/100g rozpoustédla]™
Aceton 85

Epichlorhydrin 38

Etanol 150

n-Heptan <0,01

Metanol 210

Metylen chlorid 0,2

Voda <0,1

*Pi125°C

Pokud navaZzeme na chemicko-fyzikalni vlastnosti bisfenolu A, mizeme si dale uvést jeho
pouziti nejen v pramyslové ¢innosti a naslednou pfic¢inu vyskytu v Zivotnim prostiedi touto

antropogenni ¢innosti.

Pouziti BPA a jeho naslednvy vyskyt v zivotnim prostiedi

Bisfenol A a ptibuzné slouceniny tvoii velkou skupinu molekul. V plastikaiském primyslu
slouzi jako ptisada do epoxidovych pryskyfic a polykarbonati, tento polymerni material je
pak Siroce vyuZivan pii vyrobé laki, vlozek, lepidel a potrubi. V mensim méfitku jsou tyto
materialy soucasti dentalnich materiall a ustnich protéz ¢i tkanovych materialt [6].

Tato latka je prevazné soucasti plasti z divodu zlepSenych vlastnosti samotného plastu.
Polymer ma vyrazné lepsi mechanické vlastnosti a je teplotné i chemicky odolnéjsi (vaci

kyselinam) [3].
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Soudasné je také bisfenol A obsazen v obalech, slouzicich pro balené potraviny. Casto
se vyskytuje v natérovych hmotach (novolak) pokryvajici plechovky, konzervy. Pfi netpl-
né polymeraci ¢i poskozeni laku muze dochazet k uvolnéni této latky ¢i jejich analog
a nasledné migraci do potravin ¢i napoji. Mimo jiné mize byt vSak kontaminovéna i voda

z potrubniho systému uvolnénim téchto latek z potrubi [6].

Pfi kontaminaci zivotniho prostfedi BPA jsou zasazeny vsSechny slozky zivotniho prostie-

di. Vznikajici kysela ¢i zasadita forma BPA je pak dana hodnotou pH prostiedi (Obr. ¢. 3).

100

B0 -
60
&

40

20 HBPA

0 T T T T T
2 4 & 8 L] 12 14

Obr. ¢. 3: Procentualni vyskyt jednotlivych forem bisfenolu A pfi rizném pH prostiedi [5].

Tento distribuéni diagram jednotlivych forem BPA nam znazornuje dvé deprotonace BPA,
pfi¢emz prvni deprotonace ma pocatek pii pH pfiblizn€ 8,0 a druha pak pti pH okolo 9,0.
V rovnicich €. 1 a 2 jsou dale zndzornény hodnoty pro prvni a druhou konstantu protonace

(log 51 = log Ky, log 32 = log K1 + log K2)[5].

log f1 = 10,4288;  BPAZ + H* — BPAH' (1)

log 3. =20,0562;  BPAZ + 2H" — BPAH; (2)
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1.2 Fenolické latky v organismu a Zivotnim prostredi

Bisfenol A je latkou pouzivanou v mnoha primyslovych odvétvich, zvlasté 1 v zemédél-
stvi. Antropogenné se tedy dostava do zivotniho prostfedi, vstupuje do potravnich fetézcti

a zpusobuje velké mnozstvi poruch u zvirat, ale i ¢loveéka.

Bisfenol A je hlasen jako estrogen s agonistickymi vlastnostmi. Tato latka miize zménit

¢i narusit reprodukéni fyziologii u mnoha zivocichu [6].

1.2.1 Biotransformace a biodegradace

Utinky v jednotlivych slozkach Zivotniho prostiedi jsou podrobnéji popsany v nasleduji-

cich kapitolach.
Savci

U obratlovci dochézi k transformaci BPA pomoci hydroxylacnich reakei (Obr. €. 4). Tyto
reakce jsou katalyzovany mikrozomdlnimi enzymy monooxyganazamy za piitomnosti cy-
tochromu P450. Nejcastéjsim metabolitem transformace BPA je 3- hydroxybisfenol A (3-
OH-BPA), ktery vznikd pfimou hydroxylaci BPA kruhu. Dal$imi metabolity jsou napft. 4-
isopropylhydroxyfenol a BPA dimery. Velmi nebezpecnou formou metabolitu BPA pro
organismy je BPA-chinon, ktery ma schopnost narusovat DNA strukturu, kde je schopen
vytvaret kovalentni hranice. Tato forma je navic nebezpecna i generovanim reaktivnich
kyslikovych radikald, jelikoz v organismu podléha taktéZ redoxnim reakcim. VétSina
ostatnich metabolitd BPA v pfitomnosti cytochromu P450 ma vyssi estrogenni aktivitu nez

samotny polutant [7].
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Obr. ¢. 4: Biotransformacni cesta Bisfenolu A u savct [7].
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Bakterie, fasy a houby

Biodegradace BPA je mozna velkym mnozstvim mikroorganismi vyskytujicich se ve
vSech moznych matricich. V Tab. ¢. 3 jsou uvedeny nékteré mikrobialni druhy, jejich izo-
lace 1 podminky provedené biodegradace. NejCastéjSimi produkty biodegradace BPA po-
moci mikroorganismu jsou p-hydrochinon, 4 — hydroxyaceton, 4- hydroxybenzoova kyse-

lina, p-hydroxybenzaldehyd aj. [8, 9].

Tab. ¢. 3: Mozné zpiisoby degradace BPA pomoci izolovanych mikroorganismii

Druh Vlastnosti Izolace Poznamky Teplota Reference
[°C]
mikroorganismu
Cupriavidus G Reaktor s pevnym  BPA jako jediny zdroj C 30 8
basilensis aerobni piskovym lozem a energie
Sphingomonas G Mofska voda Pseudomonas sp. podpo- 25 10
BP.7 Striktne ruji jejich degradaci
. BPA

aerobni
Bacillus GZP G* Sediment zatok Pfi anaerobni biodegra- 37 11

Acrobni, daci vyuzivaji jako ak-

. ceptor elektrontl Fe®*
anaerobni

Achromobacter G Vyluh z kompostu z 25-30 9
xylosoxidans . TKO

aerobni
Pseudomonas G Aktivovany kal 20 12
paucimobilis FJ4 aerobni
Streptomyces sp. G* Ri¢ni voda 9

aerobni

Ve vySe uvedené Tab. €. 3 je mozné vidét, ze vyskyt mikroorganismu rozkladajici BPA je
zastoupen ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi znecisténym BPA. V této praci bude pro-
bihat biodegradace BPA v kompostu pomoci pfitomnych mikroorganismii, proto bude nyni

zna¢na pozornost vénovana studii v této matrici.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

K ziskani Achromobacter xylosoxidans fetézce B-16 ve studii autort Chang Zhang a kol.
z roku 2006 vyuzili vyluh z kompostu tuhého komunalniho odpadu (TKO). Tato skupina
autorQ si nejprve opatfila Cerstvy odpad o ptiblizném sloZeni: 41 % odpadu z domacnosti
(35 % zbytku nepoztenych potravin, 25 % odpadu zeleniny, listi a oplodi, 15 % ostatniho
odpadu ze zahrad, 15 % bagasy (= rozmélnéna stébla cukrové titiny), 7,5 % dribezich vy-
kald a 2,5 % vajecnych skotapek), 11,5 % odpadu z papirt, 8,5 % Skvary, 4,5 % textilniho
odpadu, 15,5 % odpadu z plasti ve vlhkém stavu. Pfesna charakterizace vyluhu z TKO je
uvedena v Tab. ¢. 4. Obsah vlhkosti v pfipravené smési kompostu byl upraven pfidanim
vody do reaktori s kompostovanou smési a nez byl vyluh ziskan, voda byla do reaktoru
prabézné injekéné pridavana po dobu Ctyt tydni.

Samotna biodegradace BPA probihala pfidanim vzniklé bunééné suspenze k 100 ml BPA
ve 250 ml lahvich. Kultivace probihala tfepanim za temna pii pH 7, které bylo upravovano
dle vychozi hodnoty pH pomoci 0,1 M HCI ¢i 0,1 M NaOH. Bylo pfipraveno i médium
bez inokula jako kontrolni test. Efekt pouZzitého mnozstvi davkovaného inokula byl velmi
vyrazny z pohledu biodegradace BPA. Byly pfipraveny lahve s rozdilnym davkovanim
mnozstvim inokula (0 — 0,8) ml. Se stoupajici hodnotou objemu inokula stoupala i schop-
nost biodegradace mikroorganismy. Z po¢ateéni koncentrace BPA, ktera ¢inila 10 mg . 172,
bylo dosazeno témét 50% biodegradace (vyslednd koncentrace BPA, pro ddvkované ino-
kulum 0,8 ml, po 5 dnech pfi teplote 30 ° C, stalého michéani a pH rovno sedmi, se vysky-

tovala okolo 5 mg . | 1) [9].

Tab. C. 4: Charakterizace vyluhu z TKO [9].

COD Biomasa TSS NHas-N TN pH

[mg.I*] [cfu. mi] [mg1*]  [mglf]  [mg.l]  [1]

4588 +23,3" 1,562 +0,002.10° 50,5+1,2 39.8+3.4 46,4+28 6,92+0,24

“(av+SD) (n=23)
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Autofi Zhao J. a kol. se snazili v roce 2007 odstranit bisfenol A na Cistirnach odpadnich
vod aktivovanym kalem v biologické ¢asti Cistirny. Samotny kal byl pfed biodegradaci
aklimatizovan BPA a pak promyt vodou a provzdusnén do po dobu 12 hodin, aby se zby-
tek nerozloZzené¢ho BPA odstranil. Po téchto procesech bylo zbylé mnozstvi BPA stanoveno
pod detekéni limit (méné& nez 120 pg BPA. kg? kalu). Kal byl dale rozdé&len do né&kolika
200 ml bangk obsahujici 300 mg BPA. I'! 0 pH rovno sedmi. [12]

Pro rozsifeny piehled jsou dal§i mozné biodegrada¢ni mikroorganismy strucné uvedeny

v Tab. ¢. 5, Cerpané ze studie autortt Matsumura I. A kol. v roce 20009.

V této studii hodnoty vyjadfuji procentualni mnozstvi ztraty BPA v pribehu testovani po
dobu 48 hodin, pii teploté 30 ° C. Pocate¢ni koncentrace BPA byla 300 ug. ml™. Tyto Er-
lenmayerovy batiky obsahovali krom& BPA 1 L médium (10 g Trypton, 5g Bacto Yeast a
NaCl o koncentraci 5 g. I'Y) a BSM médium (solné médium). Smés byla upravena na pH
7,3 pomoci NaOH. Analyza BPA pak byla provedena pomoci HPLC. [13]
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Tabulka ¢. 5: Nekteré dalsi bakterialni kmeny se schopnosti biodegradace BPA izolovany

Z pudnich vzorki [13].

Bakterialni druh Odebrany vzorek Degradace BPA %
Pseudomonas sp. SU1 Puda 51,7
Pseudomonas sp. SU4 Olejovita zemina 49,7
Klebsiella sp. SU5 Puda z parki 57,0
Klebsiella sp. NE2 Puda 51,0
Klebsiella sp. SU3 Odpadni voda 26,3
Enterobacter sp. HI9 Puda z tovaren 60,7
Pseudomonas sp. NAR11 Ryzové pole 56,7
Pseudomonas sp. FU12 Puda z chemické tovarny 57,7
Bacillus sp. NO15 Puda 59,7
Bacillus sp. YA27 Puda z farmarskych poli 32,7
Enterobacter sp. HA18 Puda 68,3
Sphingomonas sp. SO11 Puda 38,3
Sphingomonas sp. SOla Puda z chemické tovarny 34,0
Bordetella sp. OS 17 Puda 41,0

Mimo mikroorganismy se nam pro biodegradaci BPA nabizi i nékteré druhy hub. Pikla-
dem muze byt studie po vedenim Liao Chien-Sen a kol. z roku 2011.

Ganoderma lucidum (Leskokorka leskla) je bila houba vyskytujici se i v ¢eskych dubovych
lesech. Tato houba ma schopnost degradace dieva, je fytopatogennim a parazitickym dru-
hem houby. Mimo BPA ma schopnost degradace i pro nonylfenol (NP), nonylfenolpolyet-
hoxylat (NPnEOs) a vyznamny polutant bis ( 2- ethylhexyl) ftalat (DEHP). Jeji schopnost
degradace BPA je do koncentraci BPA 2 mg. I"t [14]. V Tab. &. 6 jsou pak uvedeny nékteré

dalsi houby se schopnosti biodegradace.
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Tabulka ¢. 6. Néekteré dalsi houby se schopnosti biodegradace BPA [7].

Druh houby Odebrany vzorek Schopnost degradace
T. villosa, P. ostreatus Puda/les Efektivni

I. Lacteus, T. versicolor Puda/ les Efektivni
Aspergillus sp. Kozeluzské odpadni vody Efektivni

T. versicolor, S. hirsutum, Voda/ odpadni voda Mirn¢ efektivni

P. ostreatus

G. stipitatum, L. swartzii Les Vysoce efektivni

Rasy jsou autotrofni organismy vyuZivajici oxid uhli¢ity pro sviij rist, taktéz jim ale
umoziuje transformaci nékterych cizorodych latek jako je i BPA. Rasa Chlorella fusca
dokaze odbouravat BPA v rozmezi koncentraci 10-80 uM a to az na neestrogenni derivaty.
Chlorella vulgaris biotransformuje BPA (20 mg.m™ fasy) na meziprodukt 4-(1hydroxy-2-

methyl-prop-1-enyl)fenol u kterého je estrogenni aktivita postradana [7].

Rostliny

Rostliny maji schopnost adsorpce BPA z vody, ktery pak metabolizuji glykosidy. Nicotia-
na Tabacum je jednoleta kulturni rostlina, jez dokaze BPA metabolizovat na dva hlavni
metabolity: mono-o-B-gentiobiosid a trisacharid mono-o-B-glukopyranosyl-(1—4)-[3-D-
glukopyranosyl-(1—6)]-8-D-glukopyranosid. Tyto metabolity opét vykazuji estrogenni
aktivitu. Schopnost biotransformace se 1isi podle druht rostlin a jejich ¢asti. BPA je nej-

Castéji kumulovano v kofenech rostlin a stoncich, naopak v listech nikoli [7].

Mimo mikroorganismy a houby lze BPA odstraiiovat i pomoci zelenych rostlin. Tato stu-
die je uvadeéna autory S. Saiyood a kol., kteti uvadéji, ze tropické zelené rostliny Dracea
sanderiana a Dracea fragrans (piivod Kamerun) dokézi odstranit BPA do jeho koncentraci
80 uM, pii vyssich koncentracich se rostliny chrani vylu€ovanim extracelularnim rostlin-
nym slizem. S témito rostlinami koexistuji mikroorganismy Bacillus cereus BPW4 a Ente-
robacter BPWS5 (nalezneme je na kotfenech rostlin). Autofi uvadéji, ze je mozné timto zpu-
sobem oSetfit skladky nebezpecného odpadu s vyskytem BPA a kontaminované odpadni

vody. [15]
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1.2.2 Metody stanoveni obsahu fenolickych latek

Metod stanoveni bisfenolu A je uvadéno literaturami pomérné velké mnozstvi, avsak hojné
pouzivanymi jsou pouze plynova a kapalinova chromatografie. Z tohoto diivodu se v mé

praci budu podrobnéji zabyvat pravé témito metodami.

Plynové chromatografie s hmotnostni detekci GC/MS

Vzhledem Kk vysokym hodnotam polarity fenolickych latek je pfed samotnou analyzou
vzorku nutno tyto vzorky derivatizovat. V nepieberném mnozstvi literatur lze nalézt rizné
metody derivatizace, pfiCemz nejCastéji uvadénymi jsou methylace, acetylace a silylace.
Silylace je metodou nejhojnéji vyuzivanou prave kvili své rychlé derivatizaci. Nevyhoda
této metody se projevi pfi nadmérném piidavku derivatizacniho c¢inidla bis (trime-

thylsilyDtrifluoracetamidu (BSTFA) a piipadném obsahu vlhkosti.

Pro adsorpci alkyl fenolii (AP) a bisfenolu A pouzil Chanbasha Basheer a kol. v roce 2005
jako funk¢ni polymer hydroxylovany polymetakrylat, jez tvoril tenkou vrstvu na matrici na
porézni polysulfonové membrané zhotovené z dutého vldkna. Vzorky byly odebrany
z moiské vody. Vzhledem k vyrazné polarité jak BPA, tak i AP byla pro tuto metodu nutna
derivatizace vzorkl pted jejich vlastni analyzou. Pro ptesnéjsi vysledky, avSak pomalejsi
derivatizaci, byl vyuzit BSTFA (rozsah 5 — 100 ul) v roztoku acetonu (1 ml), vSe bylo smi-
chano v injekéni lahvicce o objemu 3 ml. Byla provedena head space analyza pti 60 ° C po
dobu 20 minut. Pro analyzu byl pouzit ptistro) GC/MS Shimadzu (Tokio, Japan) QP 2010.
Koncentrace AP a BPA lezely v rozmezi 0,01 — 15 ug .1 [2].

Kolektiv autor s vedenim Krishna Kumar Selvaraj v roce 2013 analyzovali vzorky povr-
chové vody ze tii lokalit jizni Indie na obsah oktylfenolu (OP), nonylfenolu (NP) a bisfe-
nolu A. Pro derivatizace bylo pouzito derivatizaéni ¢inidlo N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) o objemu 50 pl pfidané k 1 ml pracovniho stan-
dardu/ vzorku a smés byla inkubovana pfi teploté 70 ° C po dobu 30 minut. Pro analyzu byl
opét pouzit pristroj GC/MS Shimadzu (Tokio, Japan) QP 2010. Obsah BPA se vyskytoval
vV rozmezi 6,6 — 136 ng/ 1, 2,8 -6 ng/1a 9,8 — 36 ng/ I [1].

Ve ¢trnécti fekach Portugalska byla provedena studie védeckymi pracovniky Sonia Rocha
a kol. v roce 2012 na vyskyt endokrinnich disruptori (EDCs) zahrnujici BPA, estron (E1),
178 — estradiol (E2) a 17a — ethinylestradiol (EE2). Pfirodni estrogeny (E1 a E2) se zde
nachazely z vykali hospodaiskych zvitat i ¢lovéka. Syntetickym steroidem byl pak EE2,

ktery je hojné pouzivan v antikoncepc¢nich piipravcich a l1é¢ivech slouzicich pro hormonal-
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ni terapii, odtud se dostavaji do vod prevazné moci, BPA je pouzivan, jak bylo zminéno
diive, v primyslu polymert. Pro derivatizaci bylo pipetovano 75 ul extraktu v ethylacetatu
a smichano se 150 ul MSTFA. Uzaviené vialky byly poté zahiivany na teplotu 85 ° C po
dobu 100 minut. Po ochlazeni byly stanoveny koncentrace EDCs analyzatorem GC/MS za
doprovodu ioniza¢ni techniky narazem elektronti. Nejvice zneciSténé lokality BPA mély

hodnoty koncentrace okolo 39 ng.I* [16].

Kapalinova chromatografie LC

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci, vyuzivajici elektrospre;j
S negativni ionizaci byla pouzita pro stanoveni tetrabrombisfenolu A (TBBPA), tetrachlor-
bisfenolu A (TCBPA), BPA a jinych halogenovanych analogl ve studii provadéné autory
Shaogang Chu a kol. v sedimentech a kalovych vzorcich. Vzorky byly extrahovany
s methyl ter-buthyl eter (MTBE), cilové slouc¢eniny rozdéleny pomoci vodného roztoku
hydroxidu sodného, odsoleny, okyseleny a byla provedena extrakce v pevné fazi (SPE).
Nasledovalo pak jiz samotné stanoveni téchto polutantli pomoci LC. Koncentrace BPA se

pohybovaly v okoli 0,15 ng. g susiny [17].

Zajimavym pouZitim této metody je studie autori Junko Sajiki z roku 1999, pojednavajici
o stanoveni BPA v télnich tekutinach, jeZ byly mo¢ a sérum. HPLC zde byla spojena
s elekrochemickym detektorem (ED) a s hmotnostnim detektorem vyuzivajici k ionizaci
elektrospej (ESI). Séra byly ziskdny metodou extrakce na pevné fazi, abychom déle ziskali
pouze BPA, byla pouzita extrakce do hydroxidu sodného. Limity detekce pro BPA byly
pro HPLC/ED 0,2 ng. mlI*a pro LC/MS/ESI 0,1 ng. mIL, Ize tedy fici, Ze byla velmi dobra
korelace pro data zde lezici. BPA koncentrace v lidském séru byly piiblizné 0-1,6 ng.ml?,
u testovanych zvitat byly mnohonasobné vyssi (provadéno u vzorkl z ovEi plazmy) a to az
40 krat. V mysich vykalech bylo pak zjisténo vyssich koncentraci BPA (2-20 ng. ml™?)
[18].

Endokrinni disruptory byly stanoveny taktéz metodou LC/MS s ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI) autory Sara Rodriguez-Mozaz a kol. v roce 2004. Pfed samotnym stanovenim
vsak byla pouzita extrakce do pevné faze (SPE) Stanoveny byly estrogeny (estradiol, es-
trol, estriol aj.), pesticidy (atrazin, simazin, diuron aj.) a bisfenol A v ptirodnich vodach.
Metodou APCI byla zvolena pozitivni ionizace pro pesticidy, negativni ionizace elektro-

sprejem pak pro estrogeny a BPA. Celkova analyza probihala pro zjisténi G¢innosti jednot-
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livych postupti pfi oSetieni této pfirodni vody po kazdé z fazi Cisténi (piskova filtrace, ozo-

nizace, filtrace s pomoci aktivniho uhli a post-chlorace). Vysledkem této studie bylo, ze po

pouziti filtrace aktivnim uhlim doslo k témét veSkerému odstranéni zneciSt'ujicich latek

a jejich hodnoty koncentraci klesly pod 0,02g. 17 [19].

Ostatni metody pro stanoveni fenolickych latek

Ostatni metody jsou uvedeny pro predstavu v Tab. ¢. 7 a porovnany z hlediska jejich line-

arniho rozsahu a detek¢niho limitu s vySe uvedenymi.

Tab. ¢. 7: Porovnani metod vyuzivanych k analyze BPA Stanov. Ost. voltametrie

Instrumentalni metoda Linearni rozsah Detek¢ni limit Navratnost reference
[uM] [uM] [%0]

HPLC-UV 2,19 - 219,29 0,17 97 - 102 20

LC-ESI-MS 0,0004-0,4 0,00008 80,5-119,8 21

GC-MS 0,0004 - 0,2193 0,00004 84,6 — 98,8 22

Fluorescenéni senzor 79 — 16600 70 95,3-97,5 23

Chemiluminiscen¢ni 0,8-12 0,31 97,8 -110,9 24

Flow-injektor

Mezoporézni kiremen 0,22 -8.8 0,038 91,3-107,2 25

zaloZen na elektroche-

mickém senzoru

Thionin/ Uhlikova elek- 0,15-45 0,15 - 26

troda (CPE)

Voltametricka metoda/ 0,01 - 10000 0,005 98,4 -102,8 27

skelna uhlikova elektro-
da (GCE)
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1.2.3 Legislativa pojednavajici o fenolickych liatkach

Hygienické parametry fenolickych latek, prevazné BPA v Zivotnim prostiedi

Nafizeni vlady 23/2011 Sb. O ukazatelich a hodnotach pfipustného znecisténi povrchovych

vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypous§téni odpadnich vod do vod povrcho-

vych a do kanalizaci a o citlivych oblastech:

V této vyhlasce je vzdy uvedena norma environmentalni kvality vyjadiena jako celorocni
prumérna hodnota (NEK — RP). Specialnim ptfipadem NEK — RP je rozsifena norma vzta-
hujici se pouze na sediment. Pro zavazné fenolické latky natizeni vlady déle uvadi normu
environmentalni kvality o nejvyssi pfipustné hodnoté této latky v uvedenych vodach
( NEK — NPH), tato norma je nepiekro¢itelna. Hodnoty norem pro pfipustné zne¢isténi vod

fenolickymi latkami uvedenymi v tomto nafizeni jsou uvedeny v Tab. ¢. 8. [28].

Tab. ¢ 8: Nekteré hodnoty pripustného znecisténi fenolickymi latkami uvadéné v narizeni

viady 23/2011 Sb. [28].

Fenolicka latka Zkratka NEK-RP NEK-RP NEK-NPH
[ng. 1] Sediment [pg. I'']
[ng. kg?]
Nonylfenol NP 0,3 180 2
Oktylfenol OP 0,1 34 -
Pentachlorfenol PCP 0,4 119 1
Fenol - 3 - -

Bisfenol A BPA 0,035 - 35
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Dalsi parametry pro BPA v souvislosti s vyrobky prichazejici do styku s lidmi

Smérnice Evropského parlamentu a rady 2009/48 ES O bezpecnosti hracek:

V této smérnici jsou stanoveny obecné pozadavky pro latky klasifikované jako karcino-
genni, mutagenni ¢i toxické pro reprodukci (CMR). Vyjmenované latky nesmi byt pouzi-
vany V nebezpe¢nych koncentracich ve vyrobcich slouzicich za ucelem hracek, v jejich
soucastech s vyjimkou hracek, které neslouzi détem a nemaji k nim pfistup. Pro zvySenou
ochranu déti byly stanoveny zvlastni limitni hodnoty pro tyto latky, pfevazné u hracek,

u kterych je moznost vkladani détmi do tst.

Bisfenol A je soucasti velkého mnozstvi spotiebitelskych vyrobkl. V polykarbonatovych
plastech, z nichz jsou zhotoveny hracky déti, se dostava k détem. Z tohoto divodu byla
zavedena Evropskd norma, ktera uvadi migra¢ni limit pro BPA, a to ve vysi 0,1 mg.l?
(v souladu s metodami stanovenymi v normach EN 71-10:2005 a EN 71-11:2005). Tento
limit neni vSak dlouhodobé pevnym. Pokud se v budoucnosti vyskytnou nové relevantni

védecké informace, migracni limit bude pfezkouman a popiipade upraven [29].

Smérnice komise 2011/8/EU O omezeni pouzivani BPA v plastovych kojeneckvych lah-

vich:

Na trh by mély byt uvadény jiné lahve, které BPA neobsahuji (sklo a jiné plastové lahve).
Nejvyssi expozici BPA jsou vystaveni kojenci ve véku 3 az 6 mésict. Tato smérnice urcuje

tolerovany denni ptijem (TDI) ve vysi 0,05 mg.kg™ télesné hmotnosti za den [30].

Vyhlaska 38/2001 Sb. O hygienickych pozadavcich na vyrobky uréené pro styk s potravi-

nami a pokrmy:

V této vyhlasce nalezneme velké mnozstvi povolenych monomert a jinych vychozich latek
pro vyskyt v potravinach. Nejcast&jSimi parametry jsou pak zde nejvyssi piipustna davka
mnozstvi zbytkové latky v materidlu nebo vyrobku (QMA) a specificky migracni limit
V potraviné nebo v potravinovém simulantu pokud neni uvedeno jinak (SML). Pro tcely
vyhléasky je tato hodnota stanovena ovéfenou analytickou metodou. Specifickou zkratkou
BPA v potravinach je SML (T), kterd vyjadiuje specificky migraéni limit v potraviné nebo
V potravinovém simulantu vyjadieny jako celkovy obsah uvedené latky nebo skupiny latek.

V oddilu A této vyhlasky nalezneme SML (T) pro BPA rovno 0,6 mg. kg [31].
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Ve svété dochazi stale k vyssimu opatifeni BPA v souvislosti obalovych materialti pfiché-

zejicich do styku s potravinami.

V roce 2013 byla ve Francii zakézéana ptitomnost BPA v obalech potravin pro déti do 3 let.
V nasledujicim roce byla tato legislativni opatfeni vztazena na vSechny obaly pouzivané na

uchovani potravin.

V USA byl vyskyt BPA zakazéan nejen v kojeneckych lahvich, ale i v ostatnich vyrobcich
pro déti. Na ostatnich vyrobcich obsahujici vyssi koncentrace BPA musi byt uvadéno va-

rovani.

Zakaz vyskytu BPA v obalech potravin, které piichazi do styku s détmi do 3 let, plati i ve
Svédsku [32].
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2 SCHOPNOST ADSORPCE POREZNIMI STRUKTURAMI

V zivotnim prostiedi, prevazné vodach, se bézn¢ mizeme setkat s organickymi latkami
fenolického typu. Abychom zna¢né snizili riziko kontaminace zivotniho prostfedi témito
latkami, musi byt zvoleny vhodné postupy na Cistirndch odpadnich vod pro vytvoteni je-
jich bezpeénych koncentraci ve vodach (prumyslové vody) vypousténych do recipientu
[33]. Konvenéni metody, vyuzivané pro odstranéni organickych latek ¢istirnami, mohou
byt rozdéleny do tii skupin: fyzikalni, chemické, biologické. Jednou z moznych fyzikalnich
metod odstranéni polutantd z odpadnich vod, vykazujici vysokou ucinnost, je adsorpce
[34].

2.1 Adsorpce

Plisobenim mezipovrchovych sil 1ze zachytit danou latku na faizovém rozhrani (mezifazi)
ve vysSi koncentraci, nez je koncentrace uvnitt faze. NejcastéjSimi piipady adsorpce jsou

takové, které maji své mezifazi tuha latka — plyn ¢i tuha latka — kapalina.
Pro relativni vyjadieni naadsorbovaného mnozstvi miize byt pouzita rovnice €. 3:

_ Nops
N

0 3)

Kde: Nobs je pocet jiz obsazenych adsorpénich mist, N je pocet dostupnych adsorp¢nich
mist [35].

V naSem ptipadé l1ze adsorpci definovat jako odstranéni nékterych rozpusténych latek (ad-
sorbatl) z vody pomoci tuhych latek (adsorbentd). Pokud piidame adsorbent k roztoku
adsorbatu, dochdzi k hromadéni molekul adsorbatu na povrchu adsorbentu ve velmi ten-
kych povrchovych vrstvach, a to v disledku pusobeni pfitazlivych sil mezi systémem ad-

sorbent — adsorbat.

Pro kvalitativni vyjadieni adsorpce je vyuzivan pojem latkové ¢i hmotnostni mnozstvi ad-
sorbatu. Bohuzel je vSak obtizné zjistit objem povrchové vrstvy na povrchu adsorbentu
a mnozstvi v ni obsazeného adsorbatu, proto je tedy definovana tzv. zdanliva specificka

adsorpce urcité slozky v pripadé smési latek charakterizovanou rovnici €. 4.
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a=—22 .(Co—Cr) @)

Mads.

Kde: Vo je objem roztoku nepfimo umérny mnozstvi piidaného adsorbentu mags. VIivem
tohoto procesu bude dochazet ke snizeni koncentrace adsorbatu rozpusténého v roztoku,
z koncentrace co (pocatecni koncentrace) az na koncentraci Cr (rovnovazna koncentrace)

a ke zvyseni koncentrace adsorbatu naadsorbovaného na daném adsorbentu. [35]

Adsorpci lze rozdélit dle povahy jejich adsorpénich sil na fyzikalni adsorpci a chemisorpci.
Fyzikalni adsorpce uplatituje mezimolekulové van der Waalsovy sily. Molekuly adsorbatu
zde nejsou striktné vazany na dané misto a mohou tedy tvofit vicevrstvé struktury. U fyzi-
kalni adsorpce lze pak zpétnou desorpci provést za danych podminek pomérné snadno.
Ke sdileni elektronti dochazi u chemisorpce. Pii chemické interakci dochazi k navazani
molekul na pfesné dand mista na povrchu adsorbentu, v tomto disledku vznikaji pouze
jednovrstevnaté systémy (monomolekularni). Pti snaze o desorpci dochdzi k uvolnéni jiz

rozdilné chemické latky, nez byla latka ptivodni. Chemisorpce je nevratny proces [36].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

2.2 Adsorbenty a provadéné studie

Zéakladnim parametrem pro vysokou uc¢innost adsorpce je velikost adsorpcniho povrchu

adsorbentu. Takovéto adsorbenty se vyznacuji poréznimi strukturami v praskové formé.

Jako vhodnymi adsorbenty se jevi materialy uvedené v Tab. ¢. 9. [35].

Tab. ¢ 9: Prehled sorbentii pouzivanych v cisténi odpadnich vod [37].

Adsorbent Polutant
crlV, po'™*, Cd'™, barviva,
Aktivni uhli
kresol, chlorfenoly
Zeolity Po'™, cu'™, cd'™, cr'!', Fe'™
Bentonit/organobentonit Fenol
Jily Kaolinit cu'™, cd'™
Kiemen Pb'", Cd'™, barviva
Piliny Barviva
Kal Barviva
Nizkocenové adsorbenty Popilek cd'™
Biomasa hub AsV
Pseni¢na slama barviva
Organicka polymerni prys- uvl, cu'™, po'*

Polymerni materialy

kytice

Vysocezesitovany polymer

Fenoly, anilin, benzen
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Nizkomolekularni adsorbenty
Aktivni uhli

Jako jednou z moznych technik adsorpce jsou uvadény studie vyuzivajici jako adsorbent
aktivni uhli. 2. Aktivni uhli, na rozdil od jinych materiala (napf. jily), je vyznacovano ne-
polarnim ¢i mirné polarnim povrchem a z tohoto divodu je hojné vyuzivano pro latky or-
ganické. Vychozi surovinou pro aktivni uhli mohou byt ropné produkty, dfevéné odpady,
uhli, kosti aj. Vybrana surovina je nejprve karbonizovana a nasledné aktivovana plyny,
vodni parou ¢i organickymi solemi. Vznikly material je charakterizovan jako makro- az
mikroporézni struktura. V technologii vody je aktivni uhli v riznych modifikacich (Skvara,
piebytecny aktivovany kal) stale uvadéno jako nejcastéji pouzivany adsorbent [35]. AKtiv-
ni uhli jakozto adsorbent Bisfenolu A mtizeme najit i ve studii autoru |. Bautista — Toledo
a kol. Z roku 2005. Tito autofi uvadi, ze adsorpce bisfenolu A na aktivni uhli zna¢né zavisi
na chemické povaze povrchu uhliku a pH roztoku. Vlivem mineralni latek v aktivnim uhli

dochazi ke snizeni jeho adsorpénich schopnosti [5].

Hlinitokfemicitany

Za ucelem odstranéni toxickych barviv (pfevazn€ malachitova zelen) z vodnych roztoki
a pramyslovych odpadnich vod, pouzili autofi Alireza Badiei a kol. tris(2 — aminoethyl)
amin funkcionizovany na nanoporéznim kiemenu [38]. Pro odstranéni barviv (Orange II,

methylenova modf) 1ze taktéz vyuzit jilové materialy [39].

Krystalické alumina-silikaty, obsahujici charakteristickou trojrozmérnou sit’, hydrofobni

a organofilni zeolity, jsou v posledni dob¢ §iroce vyuZivany na odstranéni BPA [40].
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Adsorbenty na polymerni bazi

V soucasnosti vSak dochazi ke zvySenému zajmu o polymerni adsorbenty (neionogenni)
vyrabény polykondenzaci, polymeraci ¢i kopolymeraci organickych monomert, které jsou
povazovany za alternativu aktivniho uhli. Vyhodou téchto sorbentli je jejich regeneracni

schopnost a dokonala mechanicka intenzita [33].

Polystyren (PS)

Nepolarni polystyren (komeréné XAD4 a NDA100) pouzili pro adsorpci autoii Weiming
Zhang a kol. v roce 2004 pro odstranéni aromatickych sloucenin (naftol a naftylamin). Po-
lystyren uptednostiiuje adsorpci aromatickych sloucenin pti disperzni interakci daného
aromatického kruhu slouceniny a fenylovym kruhem polymerni matrice [41]. Adsorpci
fenolickych latek z vodnych roztoki s pomoci makroporéznich polymernich adsorbenti na
bazi polystyrenu (komeréné CHA-111, ND-900 a MCH-111) provedli i autoti B. C. Pan
a kol. v roce 2004 [42].

Polysacharidy

Specidlnim pifipadem ptirodniho polymerniho adsorbentu je materidl zaloZen na polysacha-
ridové bazi. Pouzivané modifikované biopolymery jsou sestaveny z chytinu, chytosanu,
cyklodextrinu a Skrobu. Vyhody pouziti téchto biopolymerti jsou velmi rozsahlé: velmi
svétove rozsifené obnovitelné zdroje, levné, stabilni a hydrofilni (zejména k hydroxylovym
skupindm), netoxické, biokompatibilni, biodegradovatelné, vysoce chemicky reaktivni,

chirarni a pfevazné s vysokou adsorpéni kapacitou [37].

Adsorbentem na pfirodni bazi mize byt cenové dostupny prasek zhotoveny z vlaken bam-
busu. Tento prasek vznika jako odpadni produkt pii krajeni ¢i brouSeni bambusovych pr-
ken. Vznikly material slouzi pro odstranéni velkého mnozstvi organickych latek (studie je
zamé&fena prevazné na BPA) a tézkych kovi, ve své nativni formé&, z vodniho prostredi.
Principem adsorpce je vyuzivani negativniho povrchového néboje bambusu vzniklé-

ho dusledkem upravy pH. Lze tedy snadno odstranit kovové ionty kationového charakteru
[43].
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2.3 Kinetika adsorpce

Adsorpéni kinetika je slozena z n€kolika dilezitych parametrii: povahy adsorbentu a ad-
sorbatu, charakteristiky porozity adsorbentu a rozhrani pevna-kapalna faze. Adsorp¢ni ki-
netika je slozena ze tfi krokd. V prvni fazi dochazi k ptfenosu hmoty adsorbatu z roztoku na
povrch adsorbentu. V nasledném kroku probiha difuze v ramci pért adsorbentu. Konec-

nym krokem jsou pak zabrana aktivni mista adsorbentu danou latkou.

Mnoho autordt pro popis kinetiky adsorpce vyuziva difuzni model s homogennim povr-
chem (HSDM), kde je ptedpokladano, ze adsorbent je homogenni latkou s adsorpci na
vnéjsi povrch a néslednou difuzi adsorbatu do ¢astic. Nekteii autofi vSak uvadi, ze je difu-

ze simultarni po celou dobu adsorpce [44].

Pro modelovani izoterm se nejcastéji pouzivaji dva modely, Langmuirova a Freundlichova

izoterma.

Freundlichova izoterma

Nejzakladné&jsi a nejstar§im vyjadieni kinetiky adsorpce je Freundlichova izoterma (rovni-

ce €. 5)

e =Ke . C,*/™ (5)

V tomto analytickém vyjadieni nam C, znizoriiuje koncentraci (mg.dm) bisfenolu A ad-
sorbovaného v rovnovazném stavu, ge je pak mnozstvi (mg.g™) bisfenolu A adsorbovaného
v rovnovazném stavu. Hodnota Kr je konstantou pro dany systém v souvislosti s vazebnou
energii. Tato konstanta mize byt definovana jako adsorpéni ¢i distribucni koeficient a za-
stupuje obecnou kapacitu adsorpce bisfenolu A adsorbovanou na adsorbent za jednotku
rovnovazné koncentrace (Ce = 1 mg.dm™) [34]. Hodnota n je vztahovana k velikosti ad-

sorpéni hnaci sily a distribuci energie v misté adsorbentu [33].

Smérnice 1/n se nachazi v rozmezi od nuly po jedna a je mirou intenzity adsorpce.
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Langmuirova izoterma

Tato izoterma, uvedena v rovnici ¢. 6, je pouzivana za predpokladi: vytvofeni jen jedné
vrstvy molekul, molekuly adsorbované nejsou vzajemné ovliviiovany a pravdépodobnost

adsorpce je na vSech mistech povrchu stejna.

1 1 1
de (KLAm)Ce dm ( )

V tomto analytické znazornéni nam C, vyjadiuje koncentraci (mg.dm=) bisfenolu A adsor-
bovaného v rovnovazném stavu a e je pak mnozstvi (mg.g!) bisfenolu A adsorbovaného
Vv rovnovazném stavu. Hodnota Ky je zde pfimym méfitkem intenzity adsorpce (dm3.mg?).
V Langmuirové modelu je dulezité jesté uvést konstantu gm, jez se vztahuje na povrchovou

plochu zabranou monovrstvou adsorbatu (mg.g™) [34].
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3 MIKRO A SUBMIKRO POREZNI STRUKTURY NA BAZI
BIODEGRADABILNICH MATERIALU

3.1 Charakterizace a vyuziti

Pod pojmem mikrocastice rozumime pevné Castice kulovitého tvaru charakteristickych
rozméra (jednotky az stovky mikrometrti). Pokud se jejich velikost pohybuje v desetinach
mikrometru, jedna se o submikro ¢astice, v ptipad¢ rozmérii mensich jde potom o nanocas-

tice [45].

V soucasnosti jsou tyto porézni struktury zalozeny na bézi ptirodnich i syntetickych poly-
merQ riznymi technikami ptipravy. [46] Lze pfipravit ¢astice o riznych velikostech, jejich

distribuci, slozeni, povrchu, morfologii.

Mikro a submikro ¢astice maji velmi rozmanité vyuziti z pohledu jejich vlastnosti. Vznika-
ji materidly pro fizené uvolilovani zapouzdienych cilovych latek (I1é¢iv), materialy
s antidegrada¢nim uc¢inkem (oxidace, UV, teplo, dehydratace, odolnost kyselinam, zasa-
dam), pro skryti organoleptickych vlastnosti, pro snadnou manipulaci, ¢i snizeni toxicity
latek. V poslednich letech dochazi k vzristajicimu vyuziti téchto ¢astic v poli adsorpce.
Znecistujici latka je tak odstranéna z Zivotniho prostiedi sorpci na tyto kulovité castice.
K ekologicky Setrnému odstranéni BPA by bylo tedy mozné vyuzit i mikro castice

z biorozlozitelného polymeru [47].
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3.2 Metody pripravy poréznich a neporéznich struktur

Dle mechanismu vzniku mikro¢astic miizeme jejich metody ptipravy rozdélit na fyzikalni
a chemické. Do chemickych metod Ize zaradit mezifazovou polymerizaci a polykondenza-
ci ¢i koacervaci tedy samovolny vznik kapickovitych utvari v roztoku makromolekularni

latky.

Nejcastéjsi metodou pripravy poréznich a neporéznich struktur je fyzikalni metoda pouzi-
vana i v mé praci, odpafeni rozpoustédla, ktera bude dale vice rozvedena a podrobnéji vy-

svétlena [48].

3.2.1 Metoda odpareni rozpoustédla

V této metodé jsou piipraveny roztoky polymeri v t€kavych rozpoustédlech. V minulosti
byly nejcastéji jakozto rozpoustédla pouzivany dichlormethan a chloroform. Z divodu
lepsiho ekotoxikologického profilu je nyni nejcastéji pouzivan ethylacetat. Nejprve docha-
zi k vytvofeni emulze ¢i dvojité emulze a nasledné homogenizaci ¢i ultrazvuku. Daéle je
pouzité rozpousteédlo, jez bylo pfiddno do emulze odpaieno, ¢imz se pevnd matrice zacne

formovat. Tato ptiprava je podrobnéji popsana na Obr. . 5. [48].

Pfiprava mikrodastic je uvedena na Obr. &. 5 ve &tyfech krocich

1) Polymer je rozpustén v rozpoustédle, za pifedpokladu, Ze toto rozpoustédlo je nemisitel-

né s vodou a vznika tak nevodna faze.

Pokud je pozadovano vytvofit porézni strukturu, pak je k nevodné fazi ptidano nadouva-
dlo, po jehoZ odpateni dochazi k tvorbé poréznich struktur. Pro docileni pozadovaného

stupné emulze je vyuZito vrtulové michéani s volitelnymi otackami.

2) Tato nevodna faze je smichana s fazi vodnou s ptidavkem emulgacniho ¢inidla ur¢eného
pro stabilizaci emulze. Nasledna emulze je vytvofena pomoci vysokorychlostniho michani.
K dosazeni vyssiho stupné dispergace tedy ¢astic mensSich rozmérii je mozné dale pouzit

ultrazvukovou sondu.

3) Odpateni rozpoustédla na rozhrani voda/vzduch.
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4) Vysledkem tohoto postupu Ize docilit vzniku mikrocastic suspendovanych v kontinualni

fazi, které lze pak promyt a vysusit [48].

roztok polymeru @ pevodnz’: vodna faze
a anorganického eLze

rozpoustédla

1) pfiprava nevodné 2) tvorba emulze OV
faze

& \ \ j ‘ ‘ |
4) izolace mikrocastic 3) vyparovani rozpoustédla

Obr. ¢. 5: Schéma metody odpaieni rozpoustédla pro pfipravu mikroéastic [45].

Zakladni systém pro pripravu mikrocastic

Systém O/V

V tomto systému dochéazi ke smiseni nemisitelnych sloZzek kontinudlni vodné faze (V)

s vodou nemisitelného roztoku polymeru (O). Vysledkem je emulze O/V [48]

Autorska studie Hong Y. a kol. v roce 2004 uvadi ptipravu mikrocéastic pomoci metody
odpateni rozpoustédla. Castice byly pfipraveny rozpusténim 0,5 g kyseliny polymlééné
(PLA) v 9 ml metylenchloridu. Poté bylo k smési pfidano 1 ml n — hexanu (nadouvadlo,
které svym odpatenim vytvari porézni strukturu), ktery slouzi pravé pro tvorbu poréznich
struktur. Tento vznikly roztok olejové povahy byl nalit do 100 ml vody obsahujici polyvi-
nylalkohol (PVA). Déle byla smés michdna po dobu jednoho dne, pfi laboratorni teploté,
pro odpateni veSkerého rozpoustédla, ¢imz bylo dosazeno poréznosti struktur. Po promyti

a vysuSeni smési byly ziskany mikrokuli¢ky [49].

Polymerni porézni mikroc¢astice také ptipravili autofi Shi X. a kol. v roce 2009. Tyto ¢asti-
ce byly vyrobeny modifikovanou emulzni odpafovaci technikou. K emulzi 4 ml PLA

v organickém rozpoustédle (W1/0O) byl pfidan 5% roztok hydrogenuhli¢itanu amonného,
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rozpusténého ve vode¢ (W/V), jehoz naslednym rozkladem na plynné produkty dochazi ke
vzniku a formovani poréznich struktur. Tato emulze byla poté michana na homogenizéru
ponofena do ledové lazng. Dale bylo ptidano 150 ml 0,1% roztoku PVA (W/V) a postup
michani opakovan za vysledku smési emulze systému W1/O/W>. Po odpaieni rozpoustédla
doslo ke tvorbé poréznich struktur a promytim neionizovanou vodou byly ziskdny mikro-

Castice, které byly dale charakterizovany [50].

Modifikace zakladniho systému pro pripravu mikrocdastic

Systém O/O

V této metod¢ doslo k zachovani roztoku polymeru s vodou nemisitelného (O), avsak byla
pozménéna kontinudlni vodna faze lipofilni fazi (O). Podminkou v§ak musi byt, Ze emulze

vnitini a vnéjsi faze jsou zcela vzdjemné nemisitelné.
Systém V/O/V

Piivodni primarni emulze ( V/O) je smisena s vnéjsi vodnou fazi za vzniku emulze dvojité.

Systém O/V/O

Tento systém je alternativou V/O/V se zaménou vodni faze za lipofilni [45].

Mimo metodu odpateni rozpoustédla jsou v mnoha studiich uvedeny i jiné metody.

e Dialyza
e Vysolovani (Salting out)
e Superkritickd fluidni extrakce

e Sprejové suseni (Spray drying)

Sprejové suSeni je metoda zahrnujici konverzi kapalného roztoku ¢i suspenze v prasku
probihajici pravé v jednom kroku. Vlastnosti takto vzniklého materialu (velikost Castic,
tvar, hustota) mohou byt fizeny zménou parametrii suSeni, kterymi jsou teplota vstupniho
vzduchu, rychlost vstupu kapalné faze, viskozita ¢i povrchové napéti nebo jeho koncentra-
ce. Pii rychlém sprejovém suSeni mizeme ziskat vysledny amorfni material neboli piesnéji
mikroionizovany amorfni materidl. Materidl je charakterizovan vysokym mérnym povr-

chem a zvySenou rozpustnosti [51].
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Tato vyznamna metoda piipravy ¢astic byla v roce 1998 védci Straub a kol. patentovana se
specifikaci na mikroporézni ¢astice. V patentni listiné 1ze nalézt nepieberné mnozstvi bio-
degradovatelnych i nebiodegradovatelnych pouzivanych polymernich materialii. Vhodnym
rozpoustédlem pro tuto metodu jsou pak uvadény ethyl-acetat, aceton, acetonitril, tetrahyd-

rofuran (THF), kyselina octova, chloroform ¢i jejich kombinace [52].

Kolektiv autori pod vedenim Waldron K. v roce 2013 uvedli praci na syntézu monodis-
perznich mezoporéznich Castic na bazi oxidu kiemicitého o velikosti (50 az 100) um zalo-
zenou na sprejovém suseni. Tyto chemicky i tepelné odolné materidly jsou pak vyznacova-

ny vysokou adsorp¢ni schopnosti [53].

Metodu sprejového suseni pro piipravu Castic pouzili autofi Healy A. M. a kol. v roce
2007. V této praci sprejovym suSenim vyrobili neporézni i porézni mikrocastice a provedli
jejich charakterizaci. Neporézni Castice byly pfipraveny z 2,5% w/v smési krystalického
mikroionizovaného bendroflumethiazidu (BFMT) ve smési 95 % etanol/ 5 % voda a doslo
k vysuSeni smési za pouziti rozpraSovaci susarny. Porézni ¢astice byly pfipraveny obdobné
z BFMT pfipraveného v systému etanol/voda ¢i metanol/voda. Ke smési byl pfidan uhlici-

tan amonny v koncentraci ekvivalentni k 15 % celkové hmotnosti pevné latky [54].
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3.3 Vhodné biodegradabilni polymerni materialy

Jako vhodny biodegradovatelny polymerni material, jenzZ by mohl mit diky benzenovému
jadru ve své struktufe dostatecnou afinitu k BPA, byl vytipovan poly (butylen adipat co-
tereftalat) neboli PBAT.

3.3.1 PBAT a jeho biodegradabilita

PBAT je velmi dobry pruzny material s vyraznymi hydrofilnimi a zpracovatelskymi vlast-

nostmi.

Vlastnosti PBAT

Ecoflex je fazen do skupiny alifatickych aromatickych kopolyesteri a je sestaven

z jednotek kyseliny tereftalové, adipové a 1,4 — butandiolu (viz. Obr. ¢. 6).

T 1 f i
‘[_G_Q_G_O_ ':GHzl.i_UH G— (CHp)y — C— 0O (CHy)y _O+Y

Obr ¢. 6: Chemicky strukturni vzorec PBAT [55].

Diky jeho vysoké molekulové hmotnosti 1ze jeho vlastnosti ptirovnavat k nizkohustotnimu

polyetylenu (dalsi vlastnosti jsou uvedeny v Tab. ¢. 10).

Tab. ¢ 10: Neékteré typické vybrané viastnosti Ecoflexu [55].

Vlastnost Testovaci metoda Ecoflex
Hustota ISO 1183 1,25 -1,27 g.cmt
Index toku taveniny ISO 1133 3-8 ml. 10 min*
Tm DSC 110-115°C

Ty DSC 30°C
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Pouziti PBAT

Diky své biodegradabilité se PBAT vyrazné pouziva v zemédélském primyslu. Zde jsou
Z n¢j zhotoveny mulcovaci folie, kompostovatelné pytle, prevazné kviili jeho vysoké odol-
nosti vii¢i vodé. Tyto obalové materialy tedy zustavaji dlouhodobéji vzhledové stabilni a
Ize do nich ukladat i organicky odpad v kompostarnach. Do téchto pytll 1ze tedy i ukladat

odpady z domacnosti organického charakteru.

Mimo jiné Ize z tohoto materidlu zhotovit i obalové vyrobky pro rychlou konzumaci potra-

vin — rychla obcerstveni.
Tento obalovy material pak podléha spole¢né biodegradaci s uchovavanym materialem.

V soucasné dob¢ je PBAT vyuzivan i jako zékladni biodegradabilni slozka mikro a submi-

kro poréznich struktur [55].

Biodegradace PBAT

Obecné jsou definovany jako biodegradabilni polymerni materialy, takové materidly, které
za prirozenych podminek podléhaji aerobnimu ¢i anaerobnimu rozkladu, jez jsou podrob-

néji popsany v rovnicich 7 a 8 [56]
Aerobni rozklad:
CpoLyMerR + O2 — CO2 + H20 + Cresiuarni + Ceiomasa (7)
Anaerobni rozklad:

CroLyMER — CO2 + CHs + H20 + Cresipuirni + Ceiomasa (8)

Jeden z nejvyznamnéjSich biodegradovatelnych polymerta je pravé PBAT. Je nepieberné
mnozstvi studii na biodegrada¢ni schopnost tohoto polymeru i v ptipadé jeho rtiznych sme-

si naptiklad s PLA.

Schopnosti biodegradace PBAT se zabyva i nase fakulta Technologicka. Piikladem je di-
plomova prace Pi§, V. z roku 2011. Piipravené vzorky ecoflexu byly podrobeny procesu
urychleného starnuti pomoci rizné doby expozice zaifenim, které mélo schopnost simulo-
vat zéateni slune¢ni. U ecoflexu byly pozorovany v pribéhu ozafovani sitovaci reakce.

Touto praci bylo zjisténo, Ze doba expozice zafenim nemd vliv na biodegradabilitu. Na-
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sledné byla provedena identifikace termofilnich mikroorganismt (Thermomonospora cur-

vata) se schopnosti tento polymer biodegradovat [57].

Rozkladem PBAT v pudé se zabyva i studie autord Weng Y. -X. a kol v roce 2013. Degra-
dacni proces byl sledovan v priabéhu nékolika mésicti, kdy byl vzorek PBAT zakopan
40 cm pod povrchem, ktery byl zvlhc¢ovan vodou. Pravé kazdy mésic byl pak zakopany
vzorek PBAT testovan. Po jednom mésici pokusu vzorek zménil ptivodni zakalenou barvu
na bilou, po dvou mésicich byla folie potrhana, po ¢tyfech mésicich byly v piidé nalezeny

pouze fragmenty vychozi folie [22].

V pade¢ existuje velké mnozstvi mikroorganismil se schopnosti biodegradace PBAT. Izola-
ci téchto mikroorganismu se zabyva i studie autortt Kasuya K.-1. a kol. v roce 2009, ktera
uvadi n€kolik mezofilnich mikroorganismit a houby obsahujici fetézec NKCM1712

se schopnosti biodegradace BPA [58].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy a pristroje

4.1.1 Chemické latky

Chemickeé latky pro pfipravu mikro a submikro ¢astic

- Polyvinylalkohol- PVA (Poval® PVA 205, Kuraray, Japonsko)

- Dichlormethan — p. a. stabilizovany (Mw = 84,93g.mol, IPL, Uhersky Brod)
- Hydrogenuhli¢itan amonny — NH4HCO3 ( Penta, Chrudim)

- PBAT ( Ecoflex®, BASF, Germany)

- Destilovana voda

- Bisfenol A — BPA (Sigma, Aldrich)

Chemické latky pro charakterizaci ¢astic

- Mikrokrystalicka celuloza ( Penta, Chrudim)

- Ethylacetat (Penta, Chrudim)

- Florisil (Sigma, Aldrich)

- Bezvody siran sodny — Na2SO4 (Penta, Chrudim)

- Kyselina chlorovodikova — HCI 35% (Penta, Chrudim)

- Methanol HPLC grade (Fischer Scientific)

- Acetonitril (CHROMASOLV® Plus, for HPLC, > 99,9 % - Sigma-Aldrich)

- Kyselina mravenéi (CHROMASOLV®, for LC-MS, > 98 % - Sigma-Aldrich)
- Milli-Q voda upravena piistrojem Theaqua MAX™ (Ultra 370 Series)

4.1.2 Pouzité pristroje a zafizeni

Pfistroje a zafizeni pro piipravu mikro a submikro ¢astic

- Magnetické michadlo (RH Basic, IKA®, Belgie)

- Vysokorychlostni homogenizator Ultra-turrax ® (T 18 Basic, IKA®, Belgie)

- Ultrazvukovy homogenizator SONOPULS HD 2200 (ULTRAZVUK, Hr. Kralové)
- LyofilizatorScanVac (Cool Safe, Labo Gene, Dansko)

- Centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Velka Britanie)

- Michaci ultrafiltra¢ni cela AMICON (8400, milipory 5124)
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Pristroje a zafizeni pro charakterizaci ¢astic

413

Analyzator ¢astic Zetasizer ( Nano-ZS, Malvem, Velka Britanie)

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM, VEGA-II, Tescan)

Autoklav LaM — MCS (SANOclav, Némecko)

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR spektrometr Nicolet
1S5)

UV/VIS spektrofotometr SPECORD 210 Plus (Analytik Jena AG)

Plynovy chromatograf Agilent 6890 ( Agilent Technologies, 7890A, GC systém)
Volumetrické adsorp¢ni zatizeni ( Belsorp-mini Il, BEL Japan Inc.)

Vysoceucinny kapalinovy chromatograf (Dionex Ultimate 3000, Némecko)
Hmotnostni spektrometr AP12000 (AB Sciex, USA)

Analyticka kolona s ptedkolonou ZORBAC RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm,
1,8 um), Agilent Technologies, USA

Generator dusiku NM20Z (Peak Scientific)

Software pouZiti pro prezentaci a zpracovani dat

Analyst® Software, AB Sciex, USA

Dionex™ Chromeleon™ 6.8 Chromatography Data Systém from Thermo Fisher
Scientific, USA

Microsoft® Office Word 2010, Microsoft Corporation, USA

Microsoft® Office Excel 2010, Microsoft Corporation, USA

4.2 Metody pripravy a charakterizace castic

421

Priprava 0,5 % roztoku PVA

Roztok polyvinylalkohol (PVA) je vnéjsi vodou f4zi vzniklého systému.

Do 250 ml odmérné baiiky bylo navazeno 1,25 g PVA a pfiblizné 200 ml destilované vo-

dy. Roztok byl za intenzivniho michéani ( 400 - 600 otd¢ek/ minutu) zahiivan na teplotu

70 ° C. Po rozpusténi veskerého PVA a ochlazeni na laboratorni teplotu byla odmérna bar-

ka doplnéna destilovanou vodou po rysku, promichana a pouzita pro pfipravu poréznich

I neporéznich mikro a submikro ¢astic.
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4.2.2 Priprava ¢astic

Porézni mikro a submikro struktury pfipravené s NH4HCQO3 jakozto nadouvadlem

Porézni mikrocCastice byly pfipraveny metodou odpafeni rozpoustédla v systému vody
voleji ve vodé ( W/ O/ W). Byla pfipravena 5 % vodna suspenze hydrogenuhli¢itanu
amonného ( NH4HCO3) 0 objemu 1 ml, k niz byl pfidan roztok o slozeni 5g Ecoflexu
v 50 ml dichlormetanu. Smés byla nejprve po dobu 5 minut michana na homogenizéru
(24000 otacek/ minutu pro mensi velikost a 6000 otacek/ minutu pro Castice o vétsi veli-
kosti)) za soucasného chlazeni v ledové lazni. Dale bylo ke smési piidano 50 ml 0,5% roz-
toku PVA, slouziciho jako stabilizator emulze, a smés byla opét za stejnych podminek mi-
chana pomoci homogenizéru. Pro vznik ¢astic mensi velikosti byla smés podrobena ultra-
zvuku po dobu 5 minut s amplitudou 100 % a cyklu 0,5. Organické rozpoustédlo bylo na-
sledné odpateno za snizené¢ho tlaku, michéni a laboratorni teploty az do jeho nulovych
koncentraci. V prubéhu odpafovani doslo k vytvoreni porézni struktury castic v disledku
rozlozeni NH4HCOs3 na plynny produkt. Mikroc¢astice byly 3 krat promyty deionizovanou

vodou a vysuSeny na lyofilizatoru.

Porézni mikro a submikro struktury s aplikaci hexan jakozto nadouvadla

Tyto Castice byly pfipraveny na bazi systému olej ve vode ( O/ W). Bylo smichano 125 pl
n- hexanu jakozto ¢inidlo slouzici k expanzi ¢astic s 5 ml roztoku, o slozeni Sg Ecoflexu
v 50 ml dichlormetanu, a 50 ml roztoku PVA ptipraveného v kapitole 4.2.1. Smés byla
nejprve po dobu 5 minut michdna na homogenizéru (24000 otacek/ minutu pro mensi veli-
kost a 6000 otacek/ minutu pro Castice o vetsi velikosti) za soucasného chlazeni v ledové
lazni z diivodu zabranéni odpateni rozpoustédla. Céstice, u nichz byla pozadovana mensi
velikost, byly dale podrobeny ultrazvuku po dobu 5 minut s amplitudou 100 % a cyklu 0,5.
Organické rozpoustédlo bylo nésledné odpateno za snizeného tlaku, michani a laboratorni
teploty az do jeho nulovych koncentraci. V pribehu odpafovani dochazi k houstnuti struk-
tur v disledku odpateni nejprve dichlormetanu s nizkym bodem varu (39,6 °C) a nasled-
nym odpareni hexanu s bodem varu 69 °C, ktery pfi svém odpatfovani prekondva jiz po-
meérné uzavienou strukturu vzniklou odpafenim dichlormetanu. Odpafovanim hexanu do-
chazi k napénéni polymeru vzniku porézni struktury. Mikrocastice byly 3 krat promyty

deionizovanou vodou z dtivodu odstranéni ptebytku PVA a vysuSeny na lyofilizatoru.
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Neporézni mikro a submikro ¢astice

Tyto ¢astice byly pfipraveny stejnym postupem jako castice porézni avSak bez pridani roz-
poustédla, jehoz naslednym odpafenim z roztoku se pory v Casticich tvofi. Vznika tedy

systém olej ve vodeé ( O/ W).

4.3 Charakterizace ¢astic

4.3.1 Velikost castic a polydisperzni index

Pro ¢astice vétsi nez Sum byla velikost odectena z obrazli optického mikroskopu pomoci
systému ImageJ. U téchto Castic byla vypoctena primérna distribuce castic a velikosti

(PSD) a primér (ZD).

Castice o velikosti pod 5 um byly méfeny na zafizeni Zetasizer a opét vyjadieno PSD A

ZD.

V obou téchto ptipadech bylo PSD uvedeno ve formé indexu polydisperzity (Pd) a vyjad-

feno jako kvocient standardni odchylky o a Zp, jak je uvedeno v rovnici €. 9.
o\2
PDI = () ©)

4.3.2 Morfologie castic

Mimo velikost pfipravenych ¢astic byla taktéz pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM), sledovana i morfologie ¢astic. Pfed samotnym méfenim byl vzorek pokryt zlato-

platinovou vrstvou. Elektronové urychlovaci napéti bylo 5 kV.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

4.3.3 Specificky povrch ¢astic

Pted samotnym métenim adsorpni izotermy byly ¢éstice po dobu 3 hodin evakuovany pfi
teploté 60 ° C za vakua. Proces adsorpce/desorpce dusiku probihal pii teploté kapalného
dusiku (77 K). Za pouziti Brunauer-Emmett-Teller (BET) adsorp¢ni izotermy byl urcen
specificky povrch castic (Sger). Distribuce velikosti port byla zjisténa pomoci metody
Barret-Joyner-Halenda (BHJ) a objem pori (Viota) byl definovan jako objem kapalného
dusiku adsorbovany za tlaku (p/po) 0,990.

434 FTIR

Byla zaznamenana spektra vznikajici zeslabenym Uplnym odrazem infracervené Fouriero-
vy transformace (FTIR-ATR), kde byl celkovy odraz svétla od povrchu méten v rozsahu
vlnové délky 500-4000 cm™, vysledném spektralnim rozliSeni 2 cm™. Spektra &astic byla

zaznamenana u ¢astic pred/po adsorpci bisfenolem A.

4.3.5 Adsorpéniizoterma

Pro ziskéani adsorp¢ni izotermy byla pfipravena série roztokll o koncentraci (0; 25; 50; 100;
150; 200; 250; 300) mg.I"* a objemu 25 ml. Ke kazdému z roztoki bylo ptidano 25 mg
piipravenych mikro a submikro poréznich ¢i neporéznich ¢astic. Tyto roztoky byly po
dobu sedmi dni za laboratorni teploty kontinualn€ michany do ustanoveni rovnovahy. Na-
sledné byla spektrometricky namétena, pii vinové délce 276 nm, rovnovazna koncentrace
bisfenolu A v roztoku (ce) pomoci stanovené kalibra¢ni pifimky v rozmezi koncentraci (0 —
100) mg.I"t. Na zékladé tohoto méfeni bylo vypodteno mnozstvi adsorbovaného BPA na

Casticich (ge) vychazejici z rovnice €. 10.

_V (Co—Ce)

- (10)

e

, kde Co je pocatecni koncentrace BPA v roztoku, V je objem daného roztoku a m hmotnost

¢astic v suchém stavu.
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4.3.6 Freundlichova izoterma

Vyhodnoceni experimentalnich dat probéhlo pomoci Freundlichova modelu uvedeného

V rovnici €. 5, kapitola 2.3.

4.3.7 Schopnost biodegradace ¢astic s adsorbovanym i neadsorbovany BPA

4.3.7.1 Priprava biometrickych lahvi pied samotnym pokusem

Jako bioreaktor pro provadéné pokusy slouzila 500 ml biometricka lahev opatiena uzave-
rem obsahujici septum pro odbér vznikajicich plynnych produktl, jez byly dale pfesné
analyzovany. Uzéavér této lahve dokonale lahev tésnil, aby nedochazelo k uniku vznikaji-
cich produkti biodegradace do okolniho prosttedi ¢i k prichodu slozek atmosféry dovniti
lahve. Pted zapocetim pokusu byly uzavéry sterilizovany pod UV zéfenim Vv aseptickém
prostfedi po dobu 30 minut. Kazda z pouzitych lahvi byla taktéZ podrobena sterilizaci pti

teploté 125 ° C po dobu 30 minut.

4.3.7.2 Priprava minerdlniho média

Zasobni roztoky pouzivané pro piipravu mineralniho média

e Roztok CaCl,.2H,0

Tento roztok byl ptipraven navazenim 0,1 g CaCl2.2H20 do 100 ml odmérné banky a do-
plnén destilovanou vodou na poZadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku Cinila

1g.1%
e Roztok Fe (NH4)2(SO4),.6H.0

Tento roztok byl pfipraven navazenim 0,3 g Fe (NH4)2(SO4),.6H.O do 100 ml odmérné
baiiky a doplnén destilovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roz-

toku ¢inila 3 g. I,
e Roztok KH>PO4

Tento roztok byl pfipraven navazenim 0,9 g KH:PO; do 100 ml odmérné banky a doplnén

destilovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku ¢inila 9 g. 1.
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e Roztok MgS0..7H20

Tento roztok byl pfipraven navazenim 1,0 g MgSO4.7H,0 do 100 ml odmérné banky a do-
plnén destilovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku cinila

10 g. I'.
e Roztok NaCl

Tento roztok byl pfipraven navazenim 5 g NaCl do 100 ml odmérné banky a doplnén desti-

lovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku ¢inila 50 g. 17,

e Roztok Na,HPQO4.12H,0

Tento roztok byl ptfipraven navazenim 2,4 g Na;HPO4.12H,O do 100 ml odmérné banky
a doplnén destilovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku
¢inila 24 g. 1'%,

e Roztok NH4CI

Tento roztok byl pfipraven navazenim 3,0 g NH4Cl do 100 ml odmérné baiiky a doplnén

destilovanou vodou na pozadovany objem. Koncentrace vysledného roztoku ¢&inila 30 g. 1.

Roztok stopovych prvku

Piesné mnozstvi navazek pro piipravu 1 1 roztoku stopovych prvki mizeme vidét v Tab. ¢.

11.

Tab. ¢ 11: Navazky jednotlivych komponent pro pripravu roztoku stopovych prvkii

Zasobni roztok Navazka [g]*
Co(NO3)2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,040
HsBO3 0,057
MnSO4.5H20 0,043
(NH4)sM0024.4H20 0,037
ZnS04.7H20 0,043

*Kazda navazka byla prvné rozpusténa v prisluSném mnozstvi destilované vody.
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Mineralni médium

Pro ptipravu 200 ml mineralniho média budeme potiebovat vyse pripravené zasobni rozto-

ky o pipetovaném mnozstvi uvedeném v Tab. ¢. 12.

Tabulka ¢. 12: Pipetované mnozstvi jednotlivych roztokii pro pripravu 200 ml mineralniho

média

Zasobni roztok Pipetované mnozstvi [ml]
Roztok CaCl2.2H20 2

Roztok Fe (NH4)(S04)2.6H.0 2

Roztok KH,PO, 4

Roztok MgS0O..7H.0O 2

Roztok NaCl 2

Roztok Na;HPO..12H,0 16

Roztok NH4CI 2

Roztok stopovych prvki 0,4

4.3.7.3 Zavedeni pokusu v biometrickych lahvich

Do piipravenych oznacenych lahvi se piidavala smés slozena vzdy ze Ctyf slozek (mimo

slepy pokus):

- 50 mg pfedem pfipravenych poréznich ¢i neporéznich ¢astic (bez adsorbovaného
BPA ¢i s adsorbovanym BPA) popiipadé 7,8 mg cCistého bisfenolu, coZz odpovida
ekvivalentnimu mnozstvi BPA adsorbovaného na poréznich ¢asticich pii pocatecni
koncentraci roztoku 300 mg.I%, ¢ 50 mg mikrokrystalické celulozy

- 5 gperlitu

- 5 g kompostu

- 5 ml mineralniho média
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Jednotlivé navazky testovanych castic (vyjma samotny BPA) byly navézeny na analytic-
kych vahéch s presnosti (50 = 1) mg, samotny BPA byl navadzen s ptesnosti (7,8 £ 1) mg.
Kompost a perlit byly navazeny na vahach s ptesnosti (5 = 0,01) g.

Pro vétsi presnost a z divodu obcasné nedokonalé biodegradacni ¢innosti byly pro kazdy
jednotlivy vzorek zavedeny Ctyfi biometrické lahve o slozeni: slepy pokus, malé Castice
porézni bez BPA, malé ¢astice neporézni bez BPA, malé ¢astice porézni s adsorbovanym
BPA, malé ¢astice neporézni s adsorbovanym BPA. Lahve s obsahem pouze BPA byly
zavedeny tii a kontrolni lahve s mikrocelul6zou dvé. VSechny fadné oznacené lahve byly

vlozeny do termostatu a udrzovany pfi teploté 58 ° C.

4.3.7.4 Prubéiné provzdusiiovani lahvi

Celkova mineralizace organického uhliku obsazeného v lahvich probihd pomoci mikroor-
ganismu za pristupu kysliku (aerobni respirace). V biometrickych lahvich tak dochazi
k tvorbé¢ CO> a tbytku kysliku. Jelikoz se jedna o aerobni biodegradaci je nutné lahve po
kazdém meéteni provzdus$nit. Oxid uhlicity je v pribéhu provzdusinovéani ze vzduchu od-

stranén pomoci adsorpénich roztoku, do kterych je vhanén vzduch.
e . Absorp¢ni roztok obsahujici SM NaOH

V tomto roztoku dochazi k odstranéni atmosférického CO2, dle rovnice ¢. 11.
« 2. Absorp¢ni roztok obsahujici 0,5 M Ba (OH)2

V ptipadech vycerpani prvniho absorpéniho roztoku méame roztok Ba (OH)2. Vyhodou
tohoto kontrolniho roztoku je, ze pii reakci s atmosférickym CO> (uvedeno v rovnici ¢. 12)

dochazi ke vzniku bilé sraZeniny.
e Destilovana voda

Slouzi ke zvlh¢eni vzduchu, ktery byl dale ptivadén do biometrické lahve, pomoci zavede-

né silikonové hadicky.

CO; +2 NaOH > Na,COz + H20 (11)

CO; + Ba(OH), > BaCOs + H20 (12)
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4.3.7.5 Hodnoceni mnoZstvi vyvinutého CO- a ubytku O Vv lahvich pomoci plynové

chromatografie

Pro vyhodnoceni spotfebovaného kysliku a vyvinutého CO2 aerobni respiraci byla zvolena
metoda plynové chromatografie. Vzorek obsazen v biometrickych lahvich slouzil jako je-
diny ptidany organicky zdroj uhliku. Zatizeni pro analyzu vzorku (GC Agilent 7809) ob-

sahovalo termostat se dvéma napliiovymi kolonami (délka 1,829 m) zapojenymi do série.

Prvni ndplnova kolona pro stanoveni COg: stacionarni fazi byl Porapak (velikost Castic

80/100 MESH)

Druha naplnova kolona pro stanoveni O2: stacionarni fazi bylo molekulové sito (velikost

&astic 60/80 MESH)

Zatizeni obsahovalo detektor TCD (teplotné vodivostni detektor). Z externi zasobni ldhve
bylo ptivadéno helium, o pritoku 53 ml.min™, jakoZto nosny plyn. Vyhodnocovéan byl CO

a taktéz kyslik, ktery vSak slouzil jen pro kontrolu probihajicich aerobnich procest.

Vyhodnoceni chromatogramu a celkové i veskeré nastaveni parametri stanoveni probihalo
pomoci programu Clarity metodou piimé kalibrace, v némz byla kalibra¢ni kiivka sestave-
na ze stanoveni obsahu CO> analyzou syntetického plynu v zasobni lahvi. Teploty jednot-

livych komponent pii méfeni jsou pak uvedeny v Tab. ¢. 13.

Tab. ¢ 13: Teplota pri méreni na GC Agilent 7980

Zarizeni Teplota méreni [ ° C |
Injektor 200
Termostat 60

TCD detektor 250
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4.3.7.6 Priubéh méieni biodegradace

Uzaviené lahve se vzorky uchovavané v termostatu pii teploté 58 © C byly jednou tydné
analyzovany. Pomoci plynotésné injek¢ni stiikacky o objemu 100 ul (Hamilton) byla ode-
brana ptes septum ldhve atmosféra uvniti [ahvi a nasledné byla provedena analyza na ply-
novém chromatografu (Agilent 7890). Pied kazdou analyzou byly lahve nejprve postaveny
mimo termostat a samovolné ochlazeny na okolni teplotu. Vysledkem analyzy bylo vyhod-

noceni obsahu atmosféry v lahvich z pohledu slozeni Oz a COo.

Jakmile byl vzorek atmosféry uvnitt lahvi odebran a analyzovan, lahve byly otevieny

a provzdusnény dle vyse uvedeného postupu a podminek uvedeného v kapitole 4.3.6.4.

4.3.7.7 Zpracovani naméienych dat

Denni produkované mnozstvi uhliku ve formé CO»

Mc(den) = % .1‘0/% .WCOZ.Z—Z 15;_‘;2 .1000 (13)

Legenda:
Mc(den) denni vyprodukované mnoZstvi uhliku ve formé CO- [mo]
Mc atomova hmotnost uhliku [g.mol ]
p provzdusnovaci tlak [kPa]
R univerzalni molarni plynova konstanta [J.K1.mol?]
T provzdusiovaci termodynamicka teplota [K7]
Vg objem plynu v biometrické lahvi [ml]
Vstvz davkovany objem plynné faze standardu ¢i vzorku [ul]

do plynového chromatografu
Sstvz vysledny signél udavany detektorem standardu ¢i vzorku [uV.s]

Wco, mnozstvi CO2 V pouzivaném kalibracnim plynu [%]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Kumulativni produkce uhliku ve formé CO»

Za predpokladu provzdusiovani lahvi Ize kumulativni produkci uhliku ve formé CO; vy-

pocist vztahem:

Mwe (B) = Mgc (A) + M@ (B) (14)
Legenda:
M (B) kumulativni produkce uhliku sou¢asného méteni [mg]
Mac (A) kumulativni produkce uhliku minulého méfeni [mg]
Me)c (B) denni produkce uhliku sou¢asného méfeni [mg]

Za predpokladu, ze biometrické lahve provzdusnény nebyly, je pak kumulativni produkce

rovna produkci denni.

Substratova produkce uhliku ve formé CO»

Substratovou produkci uhliku mizeme brat jako produkci kumulativni, avSak sniZzenou

0 hodnotu produkce uhliku ze slepych pokust.

Nx)c = MK)Cc vz - MK)C s (15)
Legenda:
Nx)c substratova produkce uhliku ve formé CO> [mg]
Mk)C vz kumulativni produkce uhliku v lahvi obsahujici vzorek  [mg]
M)c si kumulativni produkce uhliku v lahvi bez vzorku [mo]

Procentuelni mineralizovany uhlik ve formé CO»

D = % (16)
Legenda:
Dc Procentuelni mineralizovany uhlik ve formé CO> [%]
Nx)c substratova produkce uhliku ve formeé CO> [mg]
Me hmotnost vzorku [mg]

TC obsah celkového uhliku ve vzorku [%]
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4.3.7.8 Stanoveni zbytkové koncentrace Bisfenolu A po biodegradaci

4.3.7.8.1 Extrakce BPA naadsorbovaného na ¢asticich
Tato extrak¢éni metoda je zaloZena na jiz dfive provadéné studii S malymi obménami.

Do biometrické lahve bylo po biodegradacnim experimentu piidano 40 ml ethylacetatu
a lahev byla nejprve na 15 minut ponofena do ultrazvukové 1azné a poté hodinu ponechéna
v klidu za laboratorni teploty. Poté byl vzorek prefiltrovan pies filtracni papir a vznikly
filtrat zbaven od necistot (perlit, kompost) byl nalit do 50 ml keramické frity obsahujici
smés o slozeni: 2 g aktivované¢ho kiemicitanu hotecnatého (Florisil), 0,5 ml 37 % HCI
(slouzi pro okyseleni smési) a 2 g bezvodého siranu sodného. Takto preciStény extrakt, za
normalniho tlaku, byl uchovan v uzaviratelné sklenéné lahvi a ponechan v lednici do doby

stanoveni zbytkového bisfenolu A.

Vytéznost extrakce (Recovery, Rf) je uvadéna jako podil mnozstvi analytu pfitomného
Vv analyzovaném vzorku zkousené¢ho materidlu nebo pridaného k nému, ktery je extrahovan

a podroben méfeni.

Ry = Zabs (17)

Cref

V tomto analytickém vyjadieni ndm Caps vyjadiuje pozorovany obsah (mnoZstvi, koncen-

trace) a Cref skuteénou hodnotu (mnozstvi, koncentrace) [59].

4.3.7.8.2 Stanoveni zbytkové koncentrace BPA pomoci kapalinové chromatografie

Pro stanoveni nedegradovaného bisfenolu A (BPA) byla vyuzita analyticka metoda ultra
ucinné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem (HPLC —
MS/MS). Bylo vychazeno z prace autort Shao a kol., provedené v roce 2004, kteti se za-
byvali stanovenim alkylfenolu a bisfenolu A v napojich [60].

Pted analyzou realnych vzorki bylo nutné optimalizovat nejprve hmotnostni spektrometr.
Standardni roztok analytu o koncentraci 10 mg:I* byl davkovan do hmotnostniho spektro-

metru pomoci piimého nésttiku, priitok byl nastaven na hodnotu 3 ul-min.

Pfi samotné méfeni byla nejprve provedena analyza pomoci jednoduché hmotnostni spek-

trometrie v pozitivni a negativni ionizaci.
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Nasledna chromatograficka separace byla provedena pomoci gradientové eluce s mobilni
fazi sestavajici se z 0,1 % kyseliny mravenci (A) a acetonitrilu (B). Pro zvyseni intenzity
vysledného signalu zacinala analyza s 30 % eluentu B, ktery byl linedrné¢ zvySen na 80 %
bchem 3 minut a pak déle na 85 % b&hem dalSich 30 sekund. Toto sloZeni bylo udrZzovano
po dobu dalsich 30 sekund, nez byl pomér eluentu B navracen na 30 % béhem 2 minut s
naslednymi 2,5 minutami nutnymi pro ekvilibraci tlaku v koloné. Z diivodu nizsiho retenc-
niho asu a lepsi symetrie pikii byl zvolen pritok mobilni fize 0,4 ml-min™ a teplota analy-
tické kolony 35 °C. Nastiik vzorku na kolonu byl 10 pl. Za téchto podminek byl retencni
¢as BPA 2,76 min.

Po separaci byla provedena tandemova hmotnostné spektrometricka analyza, pfi¢emz pa-
rametry byly uréeny jako nasledujici: napéti na kapilaie -4,5kV, teplota iontového zdroje
400 °C, deklasteracni potencial -36,0 V, fokusacni potencial -330,0 V, vstupni potencial -
12,0 V a kolizni energie -24,0 V. Ostatni parametry byly ponechany defaultn¢ nastavené
vyrobcem. Kolizn¢ indukovana disociace na specifické fragmenty analytu ve skenovacim
modu MRM (Multiple Reaction Monitoring) byla provedena za vyuziti dusiku jako koliz-
niho plynu. Pro analyzu byly vybrany 2 specifické ptechody: 226,853/211,800 pro kvanti-
fikaci a 226,853/92,800 pro potvrzeni pfitomnosti slou¢eniny.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace ¢astic

5.1.1 Velikost ¢astic a polydisperzni index

Byly vytvoieny porézni i neporézni ¢astice metodou odpareni rozpoustédla postupem uve-
denym v kapitole vyse. Bylo pfipraveno Sest riiznych typt ¢astic: velké neporézni Castice
(VC_bez), velké porézni &astice s pouzitim hexanu jako nadouvadla (VC_S_H) a s pouzi-
tim NHsHCO;3 jako nadouvadla (VC_S_A); malé neporézni &astice (MC_bez), malé po-
rézni &astice s pouzitim hexanu jako nadouvadla (MC S H) a s pouzitim NHsHCO; jako
nadouvadla (MC_S_A). Veskeré parametry piipravy &astic a jejich vysledné charakterizo-
vané vlastnosti jsou uvedeny v Tab. ¢. 14.

V této studii bylo zdmérem pfipravit Castice, jez se vzajemné liSily pfedevsim jejich vnitini
strukturou, k ¢emuz byly pouzity vyjmenované typy nadouvadel. Mimo pouziti a typu na-

douvadla byly castice odliSeny dale rychlosti michani a pouzitim ultrazvuku.

Velikost velkych ¢astic byla nékolikrat vyssi nez velikost ¢astic malych. Velikost malych
Castic byla priblizné stejna v ptipadé riznych typd nadouvadel. Lze tedy fici, ze typ na-
douvadla na velikost &astic znaény vliv nema. Velikost VC_bez (okolo 10 pum) byla nej-
niz§i v porovnani s asticemi poréznimi VC_S H (okolo 17um), VC_S_A (okolo 22 pm).

Tento rozdil je zpisoben napénénim ¢astic diky nadouvadlim.

Specificky povrch &astic byl uréen pomoci adsorpce/desorpce dusikem. Castice byly pii-
praveny tak, aby pravé kazdy druh ¢astic podaval rozdilné hodnoty specifického povrchu.
Z vyslednych hodnot uvedenych v Tab. ¢. 14 mlUZeme vyc¢ist nizsi 1 vysSi hodnoty BET
povrchu a s tim i souvisejici vhodnost t&chto ¢astic na adsorpci. VC_S_H i bez n&j maji
velmi nizky povrch, ktery nebylo mozno zaznamenat stanovenim pomoci BET. Tyto hod-
noty nejsou V této praci resp. prislusné tabulce ani prezentovany. Ostatni typy Castic maji
plochu povrchu v fadech metri étvereénych s celkovym objemem péria 5 — 7 mmd, gL,
Pokud c¢astice mezi sebou srovname 1ze pozorovat, ze pfitomnost nadouvadla ma vyznam-
ny vliv na vyslednou plochu povrchu &astic. MC_bez maji tedy plochu nejmensi. Pomérmné
stejnych vysledkt bylo dosazeno u &astic VC_ S H a MC_S_A. Nejvyssi plochu povrchu
&astic 0 3,750 m2.g%, tedy nejlepsi moznost k adsorpci, maji MC_S_A. Proto se tyto &asti-
ce dale jevily jako nejvhodnéjsi pro adsorpci BPA a naslednou biodegradaci. Dale vSak

bylo pro ovéfeni nutné zjistit piesnou morfologii ¢astic pomoci snimkli ze SEM a nasledné
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samotny adsorpcni pokus provést (Adsorpce byla provedena z divodu jednoznaéné inter-
pretovanych vysledkl u vSech ¢astic). Podrobné vysledky jsou pak uvedeny v kapitole
5.1.4.

Specifickym povrchem rtiznych materidlti pro adsorpci fenolickych latek se zabyva i fada
studii. Autor Wen-Tien Tsai a kol. uvadéji n¢kolik mineral a aktivni uhli jako mozné ad-
sorbenty. Vysledné hodnoty specifického povrchu jsou fadové nizsi nez u aktivniho uhli
(1060 m?.g?) ale srovnatelné napiiklad s andezitem (2,7 m2.g™?) [34]. Dalsim ptikladem
muze byt studie autora B. C. Pan a kol. zkoumajici mimo jiné i specifické povrchy modi-
fikovanych forem polystyrenu. V této studii jsou uvadény specifické povrchy nékterych
forem polystyrenu i v tadech desitek hodnot pfislusné jednotky, napi. typu PS ND-900
odpovida specificky povrch 31,8 m2.g? [33]. Z téchto studii lze tedy fici, Ze pfipravené
struktury maji ¢asto niz8i hodnoty specifického povrchu nez komeréni adsorpéni materialy,

nicmén¢ i tak miize byt predpokladana dostate¢na adsorp¢ni kapacita ptipravenych ¢astic.

Z Tab. ¢. 14, Ize dale vycist, ze velikost port se znaéné snizuje se zvySujici se adsorpénim
povrchem.
Zasadnim vysledkem téchto provedenych méfeni je tedy tvrzeni, Ze zcela zalezi na pfitom-

nosti nadouvadla pii ptipravé Castic a na typu daného nadouvadla pokud chceme ziskat

Castice se zamérem pouZziti na adsorpéni procesy.

Tab. ¢. 14: Podminky pripravy castic a vysledné charakteristické parametry cdstic

Vzorek Typ Rychlost  Sonifikace  Velikost PDI SeeT Votal Velikost
nadouvadla michani castic (Mg (cmigd) poru
(RPM) (nm) (nm)
VC_bez - 6000 Ne 10667 0,531 - - -
VC S H Hexan 6000 Ne 17332 0,259 - - -
VC S A NHsHCO3 6000 Ne 22625 0,126 2,350 5,054.10°3 8,60
MC_bez - 24000 Ano 415 0,257 1,823  5,750.103 11,2
MC_ S H Hexan 24000 Ano 380 0,218 2,388  5,750.103 9,63

MC S A NHHCO; 24000 Ano 487 0218 3750  7,342.10°% 7,83
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5.1.2 Morfologie ¢astic

Ke sledovani morfologie &astic jsme pouzili VC porézni, abychom se piesvédéili o jejich
porozité a &etnosti vyskytu pori. SEM snimky nam zobrazuji VC S H (Obr. &. 7)
aVC_ S A (Obr. & 8). Soucasné je zde zobrazen pohled na &astice ve dvou raznych rozli-

Senich, 1000x (a) a 5000x (b).

Dale u této metody s hexanem muzeme vidét zna¢né zastoupeni Castic rizné velikosti. To-
to muze byt zptasobeno pravdépodobné pii michani na homogenizéru ¢i nasledné ultrasoni-
fikaci. Tvar ¢astic je vSak kulovitého tvaru, tak jak bylo pozadovano uz pfti ptiprave ¢astic.
Castice s pouzitym NHsHCOj; jakozto nadouvadlem jsou v men$im mnoZstvi, vét-
Sich pomérné nepravidelnych utvard. Tato nepravidelnost je zjevné zplisobena 1 moznym

slepenim ¢éstic, coz by odpovidalo i vétsi velikosti Castic.

Rozliseni 5000x nam poskytuje detailnéj$i pohled na ptipravené porézni castice. Timto
snimkem Ize tedy vysvétlit celkovy objem pord uveden v Tab. ¢. 14, ktery je mnohem
vys$$i u Castic s NH4HCO3 nez u hexanu. U ¢astic s pouzitym NH4sHCO3 je struktura velmi
porézni, pfipominajici houbovitou strukturu. Z tohoto SEM pozorovani byly tedy VC_S_A
zvoleny jako vhodng;jsi ¢astice pro adsorpci BPA nez VC_S H.
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Obr. ¢. 7: Skenovaci elektronova mikroskopie velkych poréznich ¢astic s pouzitym hexa-

nem jakozto nadouvadlem: a) zvétSeni 1000x , b) zvétSeni 5000x.

Obr. ¢. 8: Skenovaci elektronova mikroskopie velkych poréznich ¢astic s pouzitym

NH4HCOs3 jakozto nadouvadlem: a) zvétseni 1000x , b) zvétSeni 5000x.
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5.1.3 Adsorpéni izoterma

Freundlichovy adsorp¢ni izotermy BPA pro veskeré ptipravené Castice jsou graficky zna-
zornény na Obr. ¢. 9 — 10. Parametry Freundlichova modelu z rovnice /5/ a koeficient kore-
lace (R?) jsou uréeny z experimentalnich dat a dale uvedeny v Tab. ¢&. 15. Z vyslednych
grafii je patrnd shoda pouzitého modelu s experimentalnimi daty pro vSechny adsorp¢ni
experimenty. Adekvatnost pouzitého modelu je taktéz ziejma z koeficientli determinace
s vyznamnou hladinou spolehlivosti (vétsi nez 0,97). Ziskané hodnoty nam znazornuji
schopnost povrchu pfipravenych ¢astic na bazi PBAT adsorbovat BPA. Tuto skute¢nost
mizeme ur€it z adsorpéni kapacity (Kr) a velikosti hnaci adsorpéni sily (n). V Tab. ¢. 15
1ze vidét, ze nejvyssi adsorpéni kapacitu ve velmi nizkych koncentracich BPA v roztoku
maji MC_S H. Z Obr. & 10 je vSak patrné, Ze pii vyssich koncentracich (Ce > 20 mg
BPA.I"Y) maji nejvyssi adsorpéni kapacitu MC_S_A. Z Freundlichova modelu Ize odvodit,
ze ¢im vyssi tato hodnota bude, tim lepsi bude ucinnost sorpce. Z tohoto pohledu, lze fici,
Ze tyto ¢astice budou nejvhodnéjsi pro sorpci, tak jako bylo potvrzeno v piedeslych kapito-
lach (5.1.1. a 5.1.2.). Velmi piiznivou adsorpéni kapacitu maji taktéz MC S _H, jez by
mohly byt pouzity na adsorpci BPA z vodnych roztokt. Dle piedeslych vyslednych hodnot
experimentalniho méteni, byly zvoleny castice s NH4HCOs jakozto nadouvadlem pro

sorpci BPA z vodnych roztokl a naslednou biodegradaci v zivotnim prostiedi.

Dal$im tvrzenim z proveden¢ho méteni je, ze na schopnost adsorpce ma vliv 1 velikost
¢astic. Cim mensi Castice jsou, tim vétsi maji schopnost adsorpce. Soucasné je i velmi di-
lezita pfitomnost nadouvadla pii ptipraveé Castic, kterd znaéné zvySuje schopnost sorpce

¢astic.
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Obr. €. 9: Adsorp¢ni izoterma pro bisfenol A ve vodném prostiedi na velkych ¢asticich

(Freundlichiv model)
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Obr. €. 10: Adsorpeni izoterma pro bisfenol A ve vodném prostfedi na malych ¢asticich

(Freundlichtiv model)
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Tab. ¢ 15: Parametry Freundlichova modelu pro jednotlivé vzorky a jejich koeficient de-
terminace (R?)

Vzorek Kr [mg.gt.(dm3.mg1)1/n] n (dm3.mg?) R?
VC bez 4,18 0,810 0,998
VC S H 3,82 0,803 0,994
VC S A 2,02 1,010 0,990
MC _bez 3,15 0,839 0,991
MC S H 18,53 0,468 0,985
MC S A 11,60 0,580 0,974
52 FTIR

Tato metoda byla zvolena a provedena z divodu dikazu BPA adsorpce na povrch ¢astic.
FTIR — ATR spektra byly provedeny u malych ¢astic s hexanem i NHsHCOs. V obou Obr.
¢. 11 a 12 jsou zobrazeny tii FTIR spektra: malé ¢astice pfed a po adsorpénim testu a sa-

motny BPA.

Spektrum ¢&istého PBAT miize byt charakterizovano piky okolo 3000 cm™. Tyto piky mii-
zeme oznacit jako charakteristické pro CHsz vazbu v alifatickych a aromatickych ¢astech
dané molekuly. Signal zaznamenany v 1710 cm™ zastupuje C=0 vazbu v esterovych vaz-
bach. Pro asymetrickou — CH- vazbu odpovidd 1366 cm™, pro C-O-C pik pfi 1270 cm™

a pomérné ostry pik pti 720 cm™ miizeme piifadit skupiné methylenu — CHo-.

Dalsi spektrum, tentokrat pro BPA je charakterizovano Sirokym pdsem s vrcholem pfi
3348 cm, jez odpovida vlastnimu vodiku vazané hydroxylové skupiny. Charakteristické
vibrace aromatické skupiny C-H se objevi tentokrat dvakrat a to pfi 3065 cm™ a 2871 cm™,
neboli piky pii (1612, 1598, 1511, 1178, a 826) cm™ patii para-substituovanym aromatiim.
Pik o hodnoté 1363 cm™ souvisi s isopropylovou strukturou BPA. Charakteristické signaly
1511 cm? tak jako 826 cm™ viditelnd v pozadi spekter nam potvrzuji adsorpci BPA na

povrchu ¢astic.
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Obr. &. 11: FTIR-ATR spektra BPA, MC_S_H a &astic po adsorpci BPA
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Obr. &. 12: FTIR-ATR spektra BPA, MC_S_A a &astic po adsorpci BPA
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5.3 Biodegradacni pokus

K adsorpci BPA z vodného prostiedi a nasledné biodegradaci byly na zaklad¢ piedeslych
méfeni vybrany za nejvhodngjsi MC_S_A, které byly v biodegrada¢nim pokusu pouZity.
Soucasné byly vyuzity i castice bez NHsHCOs, tedy Castice neporézni, pro srovnani vy-

slednych hodnot.

Z Obr. ¢. 13, kde je znazornéna celkova mineralizace jednotlivych struktur, je mozné vidét,
jak biodegradace v priabéhu nékolika tydna probihala. Nejvyraznéjsi a nejrychlejsi biode-
gradaci mizeme zaznamenat u ¢astic poréznich i neporéznich bez adsorbovaného BPA.
Tyto ¢astice byly mineralizovany z 80 % jiz po dvou tydnech. Lze tedy fici, jak je jiz uve-
deno v jinych studiich schopnosti biodegradace PBAT, Ze tento polymer je v aerobnim
prostedi rychle degradovan a to i ve form& mikro a submikro poréznich struktur. Dale pak
po 35 dnech pokusu dochazi k jeho skoro 100% degradaci. Tyto hodnoty lze srovnat
s celkovou mineralizaci celuldzy, ktera zde spiSe slouzila pro kontrolu schopnosti biode-

gradace pouzivanym kompostem. Tato mineralizace byla proto po 81 dnech ukoncena.

Castice s adsorbovanym BPA podléhaji mineralizace vyrazné pomaleji. Tuto skuteénost
zjevné ovlivituje neadsorbovanym BPA, ktery se v zivotnim prostiedi rozklada vyrazné
pomaleji nez PBAT. Po 70 dnech kontinualniho pokusu jsou tyto ¢astice s BPA minerali-
zovany z cca 50 %. Z casovych divodi danych rdmcem diplomové prace nebylo mozné
pockat, az dojde k celkové mineralizaci. Z tohoto méfeni nelze striktné fici, zda dochazi
k biodegradaci pouze PBAT ¢i i adsorbovaného BPA. Je pravdépodobné, ze mineralizace
castic PBAT s BPA bude zpomalena pravé bisfenolem sorbovanym na jejich povrchu.
Inhibici mineralizace v pfitomnosti BPA lze pfedpokladat z kiivky celkové mineralizace
pro samotny BPA v ekvivalentnim mnoZstvi k BPA naadsorbovaného na ¢astice. Pro po-
tvrzeni biodegradace BPA na adsorbovanych ¢asticich je tudiz vhodné vyuzit analytickou
metodu pro uréeni zbytkového mnozstvi BPA v biometrickych lahvich po biodegradaci,
kterd nam ukaze, zda dochdzi k mineralizace nejen PBAT, ale i samotného BPA adsorbo-

vaného na tomto materialu.
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Obr. ¢. 13: Celkova mineralizace pfipravenych struktur v pribéhu n€kolika tydnd

Pozn.: Néktera méfeni byla ukoncena diive (67. den) jelikoz jiz nékolik tydnti nedochazelo
Vv téchto biometrickych 1dhvich ke zméné mineralizace vzorku, pravdépodobné byl jiz ves-

kery vzorek zmineralizovan.

5.3.1 Stanoveni zbytkové koncentrace Bisfenolu A po biodegradaci

Pro extrakci byly odebrany vzdy dvé biometrické 1dhve obsahujici BPA od kazdého typu
vzorku ( MC_S_A porézni i neporézni s adsorbovanym BPA a samotny BPA). Pii¢em?
jedna biometricka lahev kazdého typu vzorku byla odebrana o tyden diive, 67. den (1. od-
bér), nez druha odebrana 74. den (2. odbér). Lahve uréené k odbéru 67. den byly zvoleny
dle své nejvyssi produkce oxidu uhli¢itého v pribéhu celého méfeni v porovnani
S ostatnimi biometrickymi ldhvemi stejného vzorku. Po provedené extrakci byly vzorky

skladovany v lednici do doby analyzy na UPLC-MS/MS.

Vysledné naméfené hodnoty analyzy v pozitivni a negativni ionizaci prokazaly, Ze nega-
tivni ionizace poskytovala deprotonovanou molekulu [M-H] jako nejvice intenzivni iont.
Proto byl [M-HJ]iont BPA zvolen jako prekurzor pro kolizné¢ indukovanou disociaci.

Na Obr. ¢. 14 je uvedeno &arové profilové hmotnostni spektrum MS?BPA (koncentrace
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10 mg-IY) v negativni ionizaci. Ve spektru je patrny zakladni pik spektra prekurzorového
iontu deprotonované molekuly [M-H] s 227,2 m/z. Také jsou zde patrné produktové ionty
s m/z 211,4; 133,0 a 92,8. Veskeré nalezené a identifikované exaktni hmoty se shoduji

S témi v provedené resersi.
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Obr. €. 14:Hmotnostni spektrum BPA

Po separaci byla provedena tandemova hmotnostné spektrometricka analyza, pficemz pa-
rametry byly ur€eny jako nasledujici: napéti na kapilare -4,5kV, teplota iontového zdroje
400 °C, deklasteracni potencidl -36,0 V, fokusaéni potencial -330,0 V, vstupni potencial -
12,0 V a kolizni energie -24,0 V. Ostatni parametry byly ponechany defaultné nastavené
vyrobcem. Kolizn¢ indukovana disociace na specifické fragmenty analytu ve skenovacim
médu MRM (Multiple Reaction Monitoring) byla provedena za vyuziti dusiku jako koliz-
niho plynu. Pro analyzu byly vybrany 2 specifické ptechody: 226,853/211,800 pro kvanti-
fikaci a 226,853/92,800 pro potvrzeni pfitomnosti slouceniny.

Nasledujici provedena tandemova hmotnostné spektrometricka analyza nadm poskytla jed-
notlivé chromatogramy bisfenolu A (tr = 2,76 min). Chromatogram UPLC-MS/MS pro
vzorek MC_S_A s adsorbovanym BPA je zobrazen na Obr. &. 15.
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Obr. &. 15: Chromatogram bisfenolu A pro vzorek MC_S_A s adsorbovanym BPA

Nasledné byla z rovnice regrese (rovnice 18) provedené kalibrace (0 — 100) mg.I*t vypog-
tena vysledna koncentrace BPA v jednotlivych vzorcich. A urCena vytéZznost extrakce, jez
byla ur¢ena dle vzorce (viz. rovnice 17) a ¢inila 83,39 %. Modelovy vzorek pro vytéznost
byl pfipraven navazenim 7,9 mg BPA ve 40 ml ethylacetatu (hodnota 7,8 mg BPA je vy-

poctena jako ekvivalentni k mnozstvi BPA moZného sorpce na piipravené Castice).

y=110x + 2,78 (18)

Vysledné hodnoty koncentraci jednotlivych méfenych vzorkl obsahujicich BPA jsou uve-
deny v Tab. ¢&. 16. Nejvyssi koncentrace bisfenolu A pfiblizné 33 mg. It maji po biodegra-
daci ldhve obsahujici pouze BPA, naopak lahve, jez obsahovaly BPA adsorbovany na ¢és-
ticich PBAT, maji zbytkovou koncentraci pomérmé nizsi (12,9 — 24,8) mg. It . Hodnoty
koncentraci jednotlivych vzorkd jsou uvadény s ohledem na Gcinnost extrakce, ktera ¢inila
83,39 %, tudiz byly hodnoty koncentraci zbytkového BPA po biodegradaci
Vv biometrickych lahvich jeSté o néco vyssi. Z tohoto experimentalniho méfeni 1ze fici, ze

biodegradace BPA adsorbovaného na polymernich strukturach probiha rychleji nez biode-
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gradace samotného BPA. Pfi samotné biodegradaci tedy dochazi k degradaci nejen PBAT,
ale i BPA na ném sorbovaném. Porézni a neporézni struktury pro adsorpci fenolickych
latek neslouzi tedy jenom pro samotny proces adsorpce, ale taktéz vyraznéji zrychluji bio-

degradaci téchto fenolickych latek v Zivotnim prostredi.

Ptiblizna koncentrace BPA adsorbovaného na casticich pti zavedeném pokusu ¢inila pii
100% tcinnosti extrakce okolo 197,5 mg.l™l. Pro pfesné zjisténou ucinnost extrakce
(83,39 %) pak nabyvala hodnot okolo 164,7 mg.I"t. Pii srovnani této hodnoty s hodnotami
zbytkového BPA v biometrickych lahvich po biodegradaci, uvedenych v Tab. ¢. 16, lze
fici, ze vlivem mikroorganismii dochazelo k pomérné vysoké mineralizaci 1 samotného

bisfenolu A az do hodnot 12,9 mg.1™.

Pii srovnani vyslednych hodnot koncentraci BPA porézni a neporézni struktury po biode-
gradaci byly hodnoty zbytkové koncentrace BPA nizs$i u struktur neporéznich, kde dosahly
hodnoty témét o polovinu nizsi nez u struktur poréznich. Tyto hodnoty mohou byt zptiso-

beny pomalejsi degradaci BPA uvnitt pora Castic.

U lahvi odebranych o tyden pozdéji probihala biodegradace déle, je zde tedy predpoklad,
ze hodnoty koncentrace zbytkového BPA budou nizsi. Vzorek MC_S A s BPA odebrany
67 den ma viak niz&i hodnotu (21,3 mg.1™) nez vzorek odebrany o tyden pozd&ji MC_S A
s BPA (24,8 mg.I"). Tyto vysledné hodnoty mohou byt zpiisobeny nizs§imi hodnotami pro-
dukce oxidu uhlicitého béhem celého biodegrada¢niho pokusu ¢i slepenim pouzitych ¢as-

tic.
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Tab. ¢. 16: Vysledna koncentrace BPA v jednotlivych biometrickych lahvich po biodegra-

daci
Oznaceni Odbér Biodegradace Plocha Peaku Koncentrace vypoc-
vzorku (dny) A tena z rovnice lin.
regrese
Clin"
[mg.I"]
MC S A 1. odbér 67 2,36.10° 21,3
s BPA
2. odbér 74 2,74.10° 24,8
MC_BEZ 1. odbér 67 2,34.10° 21,1
s BPA
2. odbér 74 1,43.10° 12,9
21 BPA 1. odbér 67 3,79.10° 34,3
2. odbér 74 3,61.10° 32,7

*Tyto vysledné hodnoty koncentrace zbytkového BPA se vztahuji na vytéznost modelového vzor-

ku, ktery mél hodnotu vytéZznosti 83,39 % vypoétenou dle vzorce (18).
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ZAVER

Cilem této prace bylo vytvofit porézni mikro a submikro Castice z biodegradovatelného
polymeru PBAT se schopnosti adsorpce fenolickych latek, pfevazné bisfenolu A. Struktury
byly vytvofeny porézni i neporézni s nadouvadlem hexan a NHsHCO3 ve dvou rtuznych
velikostech (malé a velké cCastice). Pritomnost nadouvadla na pfipravené struktury byla
velmi dilezita pro vytvoreni poréznich c¢astic. Samotny typ nadouvadla mél pak vliv

na vznikly specificky povrch ¢astic.

Z provedenych experimentalnich méteni (specificky povrch, morfologie, adsorpéni izoter-
ma) byly malé expandované &astice s nadouvadlem NH4HCOs; (MC_ S A) vyhodnoceny
jako nejvhodnéjsi pro adsorpci fenolickych latek z vodného prostiedi a naslednou biode-
gradaci. Tyto ¢astice sou¢asné malymi &asticemi bez nadouvadla (MC_bez) byly minerali-
zovany, po dobu 81 dni, jak s adsorbovanym BPA, tak bez BPA. Soucasn¢ probihala
za stejnych podminek i mineralizace samotného BPA. Po dvou tydnech mineralizace byly
MC_S A iMC_bez, neobsahujici adsorbovany BPA, z 80 % mineralizovany. Po 40 dnech
se mineralizace pozastavila v hodnotach okolo 95 %. Castice s adsorbovanym BPA byly
mineralizovany pomaleji. Jelikoz samotny BPA biodegradacni procesy spise inhiboval,
bylo nasledné v prostiedi kompostu provedeno stanoveni ubytku bisfenolu A vlivem bio-
degradace mikroorganismy. Za vhodnou metodu pro toto stanoveni byla na zéklad¢ studii
zvolena kapalinova chromatografie ( LC- MS/MS). Vysledkem tohoto stanoveni byly kon-
centrace zbytkového BPA po biodegradaci, které nabyvaly hodnot vyrazné nizsich, nez

byla ptivodni koncentrace adsorbovaného BPA pfi zavedeném pokusu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APCI
APEOs
APs
BET
BFMT
BHJ
BPA
BSM
BSTFA
CMR
COD = CHSK
CPE
DEHP
DMF
DOC
DSC
El

E2

ED
EDCs
EE2
ESI
FTIR-ATR
GC/MS

GCE

Ionizace za atmosférického tlaku.
Alkylfenolpolyethoxylaty.

Alkylfenoly.

Brunauer-Emmett-Teller adsorp¢ni izoterma.
Bendroflumethiazid.

Barret-Joyner-Halend metoda.

Bisfenol A.

Solné médium.

Bis (trimethylsilyDtrifluoracetamid.

latky karcinogenni, mutagenni ¢i toxické pro reprodukeci.

Chemical oxygen demand (Chemicka spotfeba kysliku).

Thionin/ uhlikova elektroda.

Bis ( 2- ethylhexyl) ftalat.
Dimethylformamid.

Celkovy rozpustény uhlik.
Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie
Estron.

17B — estradiol.

Elektrochemicky detektor.
Endokrinni disruptory.

17a — ethinylestradiol.

lonizace elektrosprejem.

Infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci.

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci.

Skelna uhlikova elektroda.
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HDPE
HPLC
HSDM
MC
MSTFA
MTBE
NP
NPNEQOs
O/ W/ O
O/0
o
OP
PBAT
PDI
PLA
PSD
PVA
QMA
SEM
SML
SPE
TBBPA
TCBPA
TCD

TDI

Vysokohustotni polyetylén.

Kapalinova chromatografie.

Difuzni model s homogennim povrchem.
Methylceluléza.
N—methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid.
Methyleter-buthyleter.

Nonylfenol.

Nonylfenolpolyethoxylat.

Oil/ water/ oil.

Oil/ ail.

Oil/ water (nepolarni latka/ polarni latka).
Oktylfenol.

Poly (butylen adipat co-tereftalat).
Polydisperzni index.

Kyselina polymlé¢né.

Primérna distribuce ¢astic a velikosti.
Polyvinylalkohol.

Skenovaci elektronova mikroskopie.
Specificky migra¢ni limit v potraving.
Extrakce v tuhé fazi.

Tetrabrombisfenolu A.
Tetrachlorbisfenolu A.

Teplotné vodivostni detektor.
Tolerovany denni piijem.

Teplota skelného ptechodu.
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THF
TKO

Tm

TN

TSS

W/ O/ W

ZD

Tetrahydrofuran.
Tuhy komunalni odpad.
Teplota tani.

Total nitrogen (celkovy dusik).

Total suspended solids (Celkové nerozpusténé latky).

Water/ oil/ water.

Prumeér c¢astic.
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