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ABSTRAKT

Kyselina polymlécna (PLA) je polymerni materidl, ktery v soucasné dobé hraje kli¢ovou roli
pfi budovani udrzitelné bioekonomiky. Znalost biologické degradace PLA je z4sadni pro
zpracovani plastovych odpadl a zmirnéni vazné energetické krize. V diplomové praci je shr-
nuta problematika a mechanismy tykajici se biodegradabilnich polymeri, také uvedena nor-
movana metoda stanoveni biologické rozlozitelnosti neplovoucich plastovych materiali
v moi'ské sedimentdrni oblasti a zminény dalsi existujici metody stanoveni biologické roz-
lozitelnosti polymernich materialti v rizném prostiedi. K charakterizaci PLA vzorkt z hle-
diska jejich biologického rozkladu ve vodném aerobnim prosttedi byla pouZzita zkusebni me-
toda dle mezinarodni normy ISO 19679 a aplikovana na fi¢ni sedimentarni oblast. Nejprve
byla provedena volba vhodného zkusebniho média a nasledné probé&hla optimalizace jeho
davkovani pomoci screeningovych testii. ZkuSebni sestava slepého stanoveni byla spusténa
s normovanym objemovym pomeérem voda : sediment mezi 3 : 1 az 5 : 1. Na zakladé zvole-
ného objemového poméru zkusebniho média 5 : 1, ktery se prokazal jako nejvhodné;jsi, byla
urcena testovaci hmotnost studovanych vzorkia. Zkusebni i referen¢ni materialy byly testo-
vany o hmotnosti 20 mg na 102 ml fi¢ni vody a sedimentu. Ze ziskanych vysledkl vyply-
nulo, Ze plnidla MAPEG a L101 méli vyznamny vliv na bioticky 1 abioticky rozklad testo-
vanych PLA materidlti. Nicmén¢ presnost méteni nebyla uspokojiva a zkouska si zada dalsi

testy pro zlepSeni metodiky.

Klicova slova: biodegradace, kyselina polymlécénd, vodné aerobni prostiedi, fi¢ni sediment,

biologicka spotteba kysliku.

ABSTRACT

Polylactic acid (PLA) is a polymeric material that currently plays a key role in building
a sustainable bioeconomy. Knowledge of the biological degradation of PLA is essential
for the treatment of plastic waste and the mitigation of a serious energy crisis. The diploma
thesis summarizes the problems and mechanisms related to biodegradable polymers, also

presents a standardized method for determining the biodegradability of non-floating plastic



materials in the marine sedimentary region and mentions other existing methods for deter-
mining the biodegradability of polymeric materials in various environments. To characterize
PLA samples from the point of view of their biodegradation in an aqueous aerobic environ-
ment, a test method according to the international standard ISO 19679 was used and applied
to the river sedimentary area. First, a suitable test medium was selected and then its dosage
was optimized using screening tests. The blank test set-up was run with a standardized
water : sediment volume ratio between 3 : 1 to 5 : 1. Based on the selected test medium vo-
lume ratio of 5 : 1, which proved to be the most suitable, the test weight of the studied
samples was determined. Test and reference materials were tested weighing 20 mg
per 102 ml of river water and sediment. The obtained results showed that MAPEG and L101
fillers had a significant effect on the biotic and abiotic decomposition of the tested PLA
materials. However, the accuracy of the measurements was not satisfactory and the test

requires further tests to improve the methodology.

Key words: biodegradation, polylactic acid, aqueous aerobic environment, river sediment,

biological oxygen demand.
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UvVOD

V poslednich nékolika letech nabyva stale vétsiho vyznamu vyuzivani biologicky rozlozi-
telnych plastii. Povédomi o problému s plastovym odpadem a jeho dopadu na Zivotni pro-
sttedi, vzbudilo novy zajem o postupné se rozsitfujici oblast biologicky rozlozitelnych mate-
riald, které vyznamné nezatézuji zivotni prostiedi.

S cilem prekonat ekologické problémy spojené s plastovym odpadem, byly provedeny roz-
sahlé studie biopolymerd. Za jeden z nejatraktivnéjSich biologicky odbouratelnych materi-
ali, diky svému termoplastickému chovani, kompatibilité a dobré zpracovatelnosti, je pova-
7zovéna kyselina polymlé¢na (PLA). Ta je slibnou alternativou béZnych polymera pro né-
které konkrétni aplikace. Kromé toho 1ze PLA plné ziskat z obnovitelnych zdroji. Plasty
vyrabéné z ptirodnich zdroji vynikaji schopnosti rozkladu v ptirodé. Oproti konvencnim
polymernim materidliim, maji ale zhorSené vlastnosti. Z toho diivodu vzniké potieba je né-

jeden ze zpiisobil Gipravy vlastnosti téchto material{i patii piiprava jejich smési.!

Abychom pochopili, co je nezbytné pro ptislusné mechanizmy a biodegradaci takovych ma-
teridlli, vyzaduje to porozuméni interakcim mezi materidly, mikroorganismy a souvisejicich
biochemickych zmén. V pfirozeném prostiedi probiha degradace PLA hydrolytickym, nebo
enzymatickym §tépenim esterovych vazeb na nizkomolekularni oligomery a monomery, coz
umoziuje asimilaci mikroorganismy.? Na zikladé dlouhodobych studii je zndmo, ze PLA
prokazuje dobrou biologickou odbouratelnost v pidé¢, aktivovaném kalu nebo kompostu,
ale podstatné mén¢ zprav mame o biologické odbouratelnosti PLA v fekach nebo mofti. Pro-
aerobni biodegradaci plastovych materialii na rozhrani motské vody a sedimentu, existuje
normovany postup v podobé metody ISO 19679. Objasnéni mechanismu biologického od-
bouravéni, vede ke snizeni dopadu plastového odpadu na oceany.® Avsak je tieba vzit
v uvahu, Ze jednim z vyznamnych zdroji vyskytu téchto materialt v motich jsou feky, a pro
fi¢ni prostfedi normované stanoveni biologického rozkladu na rozhrani vody a sedimentu
neexistuje. Z tohoto divodu byla zminéna ISO norma modifikovéana a aplikovana k posou-
zeni biologické rozlozitelnosti ¢ist¢ho PLA a dalSich Sesti smési PLA s riznou koncentraci

aditiv v i¢ni sedimentarni oblasti, dle stanoveni biologické spotteby kysliku (BSK).
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADACE

Proces biodegradace umozinuje biologické odbouravani organickych latek. K preméné ma-
teridlu v mensi komplex produkti dochazi pomoci enzymatického plisobeni zivych mikro-
organismi.* Mikroorganismy rozkladem materialu ziskavaji n&které biogenni prvky, které
jim slouzi jako zdroj energie potiebny pro svij rtst. Schopnost biologického rozkladu je

ovliviiovana zejména rliznymi faktory a vlivy prosttedi.’

1.1 Prubéh biodegradace

Biodegradace probiha ve dvou fazich. Nejdtive zac¢ind depolymerace makromolekuly poly-
meru, ktera je postupné Stépena na oligomery, dimery a monomery pomoci extracelularnich
enzymil. Béhem tohoto procesu dochazi k sekvenénimu St€peni na koncovych monomernich
jednotkach anebo ke Stépeni vnitinich vazeb polymernich fetézcti. Jakmile je polymer roz-
Stépen na dostate¢né malé oligomerni fragmenty, dochdzi k jejich transportu do buiky a za-
¢ina druha faze biodegradacniho procesu, a tou je mineralizace. V buiikach jsou oligomerni
fragmenty postupné mineralizovany pomoci intracelularnich enzymt a dochézi k jejich

energetickému vyuziti.*

Podminky prostfedi urcuji, jakym zplsobem bude k degradaci dochéazet. V ptipade, je-li
k dispozici kyslik, dochéazi k biologickému rozkladu pomoci aerobnich mikroorganismil.
Naproti tomu v podminkach anoxickych ¢i anaerobnich se jedna o fakultativni nebo striktni
anaeroby (obrazek 1). Mnohem vice energie poskytuji aerobni procesy, protoze kyslik je

efektivn&j$im akceptorem elektronti neZ nap¥. oxid uhli¢ity.°

POLYMER
|

depolymerazy

mikrobidlni biomasa,

mikrnbiiljrgbinmasa. e oligomery, p— CIE':JH‘?S_
i rozklad | dimery, [ rozkiad |7 o
H20 monomery H-0

Obrazek 1: Schéma procesu biodegradace.

Kompletni mineralizace nastava, kdyz je plivodni polymer zcela pteménén na plynné pro-
dukty a mineraly. JelikoZ je ale ¢ast uhliku zaclenéna do mikrobialni biomasy a humusu,

tak nastava velmi ziidka.*
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1.2 Vliv prostredi na biodegradaci

Aktivita a pfezivani mikroorganismu v prostfedi je ovlivnéna fadou faktorti, mezi které patii
napiiklad obsah Zivin, dostupnost kysliku, teplota a pH prostiedi. Tyto parametry maji za-
sadni vliv na priib&h biodegradace.®

Ziviny

Pro rlst mikroorganismt je nezbytny zdroj uhliku a energie, ale také i jiné prvky a akceptory
elektront. Kyslik je akceptorem vodiku a elektronti pro aerobni mikroorganismy, zatimco
pro anaerobni druhy to mize byt CO,, nitrat, sulfat, organické slouc¢eniny nebo zelezité
ionty. Nékteré mikroorganismy vyzaduji navic specifické rastové faktory: predevsim ami-
nokyseliny, také vitaminy rozpustné v tucich, vitaminy skupiny B nebo jiné organické mo-
lekuly, zejména s obsahem dusiku ¢i fosforu. Jestlize je téchto latek v prosttedi nedostatek,
omezuje to rust mikroorganismil a rychlost biodegradace uhlikaté organické latky se sni-

zuje.b

Dostupnost kysliku

Pribéh biodegradace je mnohem rychlejsi v aerobnim prostfedi, nez v anaerobnim. Do ne-
vyhod anaerobni biodegradace spada relativné dlouhd doba aklimatizace mikroorganismu
k vyuzivani ur¢itého materialu, také pomaly pribéh transformace a mozné hromadéni orga-

nickych produkti, které mohou byt rozloZeny pouze aerobné.®

Teplota a pH prostiedi

Biodegradace obecné probiha 1épe pii vyssich teplotach. Dal$im parametrem ovliviujici jeji
pribéh je hodnota pH, kterd ma vliv na rozpustnost latek v prostfedi. VétSina biologicky
rozkladnych reakci probihéd v neutralnim prostiedi, ale mohou také probihat 1 v Sirokém roz-

mezi pH, zv143té tehdy, kdyz se biologického rozkladu ti¢astni vice druhti mikroorganismi.®

1.3 Faktory ovliviiujici biodegradaci

Mechanismus biologického rozkladu je mimo environmentalni faktory také tizce ovliviiovan
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi daného materialu. Pfi biodegradacnich procesech za-
lezi nejen na molekulové hmotnosti polymeru, ale i na dalSich dtlezitych faktorech, jako
je jeho konfigurace, krystalinita, pohyblivost polymernich fetézct, specificky povrch i vlast-

nosti riiznych ptisad, vyuzivanych pfi vyrobé materialii a dalsi.®
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Molekulova hmotnost, konfigurace retézce

Biodegradabilita makromolekuly zavisi na jeji velikosti a vé€tveni polymerniho fetézce. Zvy-
Senim molekulové hmotnosti biologicky rozklad klesa. Linearni polymery byvaji ve vétsiné
pripadut vice nachylnéjsi k mikroorganismiim nez ty rozvétvené, protoze enzymy pusobi spe-
cificky vici chemické struktufe a konfiguraci fetézce. U makromolekul, které jsou tvoreny
opakujicimi se jednotkami monomerd, probiha rozklad od konce polymeru postupné po fe-

tézci. Produkty degradace jsou poté tvofeny odstépenymi nizkomolekuldrnimi fragmenty.’

Krystalinita a pohyblivost polymernich Fetézci

Kontrolnim faktorem pro biodegradaci polymerii je pohyblivost neboli mobilita jejich fe-
tézcl. Jedna se o specifickou schopnost segmentil fetézce do¢asné uniknout na uréitou vzda-
lenost od ,,zaclenéného krystalu“. Pohyblivost fetézcli také izce souvisi s krystalinitou.
Z toho vyplyva, ze fetézce polymert jsou vysoce mobilni v amorfnich ¢astech polymeru,
kde enzymové degradace probiha rychleji nez v oblastech krystalickych. Struktury krysta-
lickych ¢asti polymeru oproti amorfnim, zabraiuji v prostupu Oz a H>O, ¢imz omezuji pri-
béh rozkladu.”

Specificky povrch

Pro biodegradabilni polymery jsou specifické dva rizné erozni mechanizmy. RozliSujeme
povrchovou a také celkovou neboli homogenni erozi. Pti povrchové erozi polymert je v du-
sledku $patného pronikani vody do polymeru narusena pouze jeho povrchova struktura. Bé-
hem celkové eroze jsou degradovany casti v celém prifezu polymeru, jelikoZ je umozZznéno

snadnéjsi pronikani vody do polymeru.®

Aditiva

Zasadni vliv na biodegradaci materiali mohou mit aditiva a modifikétory (napt. zmékcova-
dla, plnidla, pigmenty, aj.). PouZivanim téchto pfisad dochézi ke zlepSeni mechanickych
1 fyzikalnich vlastnosti polymernich materiali. V soucasné dobé¢ je vyvoj vysoce ucinnych
aditiv rozsifovan o nové pozadavky na zpracovani, podminky pouziti a také jsou vice feSeny
otazky tykajici dopadu odpadnich polymernich materiald na zivotni prostfedi. Hlavnim tce-

lem avsak stale ziistiva zachovani pozadovanych polymernich vlastnosti.’
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2 BIODEGRADOVATELNE SYNTETICKE POLYMERY

Odpadni plasty se stavaji velkou zatézi pro Zivotni prostiedi, tudiz se n€kteti vyrobci snazi
pfijit s novymi vyrobnimi technologiemi polymernich materiald, které by byly méné zaté-
zujici pro prostiedi. V environmentu pak takové materialy podléhaji biologické rozlozitel-
nosti a fadime je mezi biodegradabilni polymery.’ Mohou to byt polymerni materialy vyra-
béné Cisté z biomasy, nebo modifikované syntetické polymery u kterych se pfi jejich vyrobé
pfimichéavaji rlizna aditiva (napf. prooxidanty), jeZ kone¢nému materidlu zajist'uji biologic-

kou rozloZitelnost, které by samotny polymer nebyl schopen dosahnout. '

Charakteristickou vlastnosti biodegradabilnich polymert je jejich schopnost podléhat roz-
kladu vlivem mikroorganismil v danych podminkéach aerobniho nebo anaerobniho prostiedi,
jako je napf. puda, odpadni voda, kompost nebo sediment. Materialy, které jsou rozloZzeny
pouze ¢astecné, nebo se rozlozi jen jejich aditivum, nelze oznacit za biodegradabilni. Naroky
na ekologicky Setrné nakladani s odpadem obalovych materialii neustale nartistaji, proto

i spotieba biologicky rozloZitelnych polymeri v poslednich letech vyrazné nartist4.’

2.1 Biodegradabilni polyestery

Do skupiny polyesterii patii vSechny polymery obsahujici esterové vazby v hlavnim poly-
mernim fetézci. Tyto vazby jsou spojovany strukturnimi jednotkami, jejichz chemické slo-
zeni se muze znacné lisit. Polyestery se tak stavaji rozmanitou skupinou, ktera zahrnuje vse
od nestalych biomedicinskych matrici az po tekuté krystaly, vldkna a tepelné odolné mate-
ridly. Radime je mezi odbouratelné polymery, jelikoZ esterové vazby jsou hydrolyticky §té-
pitelné. V praxi podléhaji degradaci jen alifatické polyestery s relativné kratkymi methylo-
vymi segmenty mezi esterovymi vazbami. Pfi §tépeni fetézce dochazi ke vzniku koncovych
karboxylovych skupin, které nasledné zvysuji rychlost dalsi hydrolyzy, diky jejich kyselému

charakteru.'!

4

2.2 Kyselina polymlééna

V soucasné dobé¢ patii kyselina polymlécna (obrazek 2) mezi perspektivni biologicky rozlo-
zitelné polymery (biopolymery) s velkym potencionalem vyvoje do budoucna. Tento alifa-
ticky polyester ma vyborné fyzikalni a mechanické vlastnosti, proto je velice snadno srov-
natelny s komoditnimi polymery na bazi ropy. AvSak na rozdil od téchto polymeri se PLA
vyjimd svou vyrobou z obnovitelnych zdroji a schopnosti se biologicky rozkladat. Svymi

piinosnymi vlastnostmi tak postupné nahrazuje klasické polymery v celé skale aplikaci.'?
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CH 3
Obrazek 2: Strukturni vzorec PLA."3

Moznosti syntézy PLA

Monomerem PLA je kyselina mlécna, kterou lze ziskat z obnovitelnych zdrojt, fermen-
taci glukdzy a glykogenu. Diky asymetrickému atomu uhliku ma kyselina mléénéa dvé op-
ticky aktivni formy, ze kterych lze PLA nejCastéji syntetizovat dvéma hlavnimi zplisoby
(obrazek 3).! Syntézu lze provést ptimou polykondenzaci kyseliny mlé&né, pfi které vznika
produkt kyseliny polymlécné, nebo je zahdjena polymerace oteviranim kruhu laktidu, kde je
cyklicky diester kyseliny mlé¢né polymerovan na polylaktid. Ziskané produkty, tzn. kyse-
lina polymléc¢na a polylaktid, jsou chemicky identické. Oznacuji se jednotnou zkratkou

PLA."?

CH CH
’ Kondenzace ’
OH —-H,0 _ H oH
HO # H,0 ©
0 ©-n
|
Kondenzace Otevirani katalytického kruhu
+H,0 - H,0
y
o}
CHa H4C.
Depolymerizace H \O
H OH -
——
O
o] H
o

Obrazek 3: Zpiisoby syntézy PLA.'
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Aplikace PLA

Dfive byla aplikace PLA, pro jeji vysoké vyrobni néklady a relativné nizkou molekulovou
hmotnost, omezena zejména na biomedicinsky sektor. Postupné se ale objevuji nové tech-
niky, které ndm umoziuji ekonomickou vyrobu vysokomolekularni PLA s relativné dob-
rymi mechanickymi, tepelnymi a zpracovatelskymi vlastnostmi, které ptinesli vétsi rozma-
nitost ve vyuzivani PLA.'®> Na zakladé t&chto vlastnosti, vykazuje zminény biopolymer ob-
rovsky potencidl pro aplikace v mnoha oblastech. V soucasné dobé se velmi pouziva k vy-
rob¢ biologicky rozloZitelnych vlaken, plasti a 1€katskych materiald, které lze zpracovat az
na nasledné Siroké spektrum produkti, jako jsou napt. zemeédélské folie, obalové materialy,
odévy a biomedicinské pomocné prostiedky.! Omezujici nevyhodou pro jejich vyuzivani je
vy$$§i cena v porovndni napft. s polyetyleny. S cilem snizit naklady na material, byly navrzeny
smési polyesteri a plniv. Nejcastéji pouzivana plnidla jsou odvozena od rozsitenych piirod-
nich materiald, jako je napt. skrob, ktery snizuje hydrofobicitu, zlepsSuje termické vlastnosti
a zvysuje propustnost pro vodu a plyny ve smési s PLA. Casto vyuzivanymi anorganickymi
aditivy pro PLA jsou silikaty nebo uhlicitan vapenaty, které zlepSuji jeji fyzikalni a mecha-

nické vlastnosti a zvysuji rychlost biodegradace.’

2.3 Mechanismy degradace PLA

Degradaci polymeru mizeme charakterizovat jako proces vyvolavajici zmény ve vlastnos-
tech materialu v dtsledku chemickych, fyzikalnich nebo biologickych reakci, které vedou
ke Stépeni vazby a k naslednym chemickym transformacim. Z toho vyplyva, Ze vyvolavaji
zmény ve vlastnostech polymeru v duisledku biotickych a / nebo abiotickych procesii. Ta-
kové zmény zahrnuji §tépeni vazby, chemickou transformaci a tvorbu novych funk¢nich

skupin.

2.3.1 Abioticka degradace

Abiotickéd degradace polymert je zpisobena zménou fyzikalnich nebo chemickych vlast-
nosti, které vznikaji v disledku ptisobeni abiotickych faktort, jako je svétlo, teplota, voda,
vzduch a mechanické sily. D€lime ji na foto, termickou, mechanickou a chemickou degra-

daci.'®
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Fotodegradace

Fotodegradace je proces vyvolavajici rozklad polymert vlivem reakci zprostfedkovanych
volnymi radikaly iniciovanych slunecnim zafenim. Fotodergadovany material obvykle pod-
1éha vysokoenergetickému ultrafialovému (UV) zéateni UV- B a stfedné energetickému

UV- A zafeni.'®

V biodegradabilnich polyesterech jsou fotosenzitivni karbonylové skupiny, které zptisobuji
citlivost k fotodegradaci. MiiZe tim dojit k ndhodnému $tépeni hlavnich polymernich fetézct
a jejich zptistupnéni molekulam vody 1 mikroorganismiim. To vede az ke ztraté mechanic-
kych vlastnosti daného polyesteru.'® Bylo prokazano, ze fotodegradace ¢isté PLA probih4
prostfednictvim ur¢itého mechanismu, ktery vysvétluje sté€peni fetézce poklesem molekulo-
vych hmotnosti. Mezi dal$i mechanismus fotodegradace patii sitovani uvnitf polymeru,
které je zpusobené rekombinaci volnych radikalt. Sitovani zapfiCini ztratu taznosti poly-
meru a ten se tak stdva velmi kiehkym.!” Janorkar a kol. studovali vliv UV zafeni na povr-
chové vlastnosti PLA filmii. Behem 12ti hodinové doby expozice doslo ke zna¢nému po-
klesu molekulové hmotnosti, ale nebyla prokazdna zadna zména povrchové hydrofilnosti.

V jejich praci byl PLA film po vystaveni UV zafeni popsan za znatelné kiehky.'®

Tepelna degradace

Tepelnou degradaci lze charakterizovat jako rozpad polymera v disledku energetického
vstupu vyplivajiciho ze zvysené teploty. V moment¢, kdy polymer absorbuje dostatecné
mnozstvi tepla k pfekonani energetické bariéry, mohou degradované polymerni fetézce tvo-

fit radikaly a podilet se na reakci s kyslikem a tvorbé hydroperoxidi.'®

Tepelné degradace PLA je zptisobena nahodnou Stépnou reakci hlavniho fetézce, stejné jako
oxidacni degradaci, depolymeraci a transesterifikaénimi reakcemi. Krom¢ toho, tepelnou
degradaci PLA zvySuji reaktivni koncové skupiny, nezreagovany vychozi monomer, zbyt-

kovy katalyzator a dalsi nedistoty."”

Mechanicka degradace

Pfi mechanické degradaci dochazi k rozpadu polymeri v disledku ptisobeni vnéjsich fak-
tord. V environmentalnim prostfedi jsou to napt. deStové srazky a odér polymerti o kameny
¢1 pisky zptisobené vinami. Mechanické faktory béhem priubéhu degradace nejsou povazo-

vany za dominantni, nybrz p¥ispivaji k ostatnim abiotickym faktortim.!'® Ve studii Upadhya-
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yho a kol. sledovali mechanickou degradaci PLA materidlu v simulovaném moiském pro-
stfedi po dobu 30ti dnii. Pfi vysoké rychlosti zatéZovani PLA v tahu byla ovéfena dostate¢na
lomova odolnost materialu a také prokazany jeho dobré mechanické vlastnosti. Ze zavéra
jejich prace tak vyplyva, ze testované PLA environmentéalni mechanické degradaci nepod-

1éha.?°

Chemicka degradace - hydrolyza

Chemicka degradace patii mezi prvni degradacni krok, ktery zptisobi otevieni kostry poly-
meru a zptistupnéni specifickych mist pro navazani enzymu. Pti hydrolyze dochazi k uvol-
fovéani polymerniho fetézce $t€penim hydrolytickych vazeb.!® O charakteru chemické de-
gradace muze vypovidat i chemicka struktura polymeru napft. typy vazeb a reaktivita, po-

stranni fetézce, pfitomnost heteroatomil, molekulova hmotnost atp.?!

Mezi dilezity chemicky faktor ovliviiujici degradaci polymerti ve vodnim prostiedi patii
hodnota pH.'® U polyesterti probiha hydrolyza nejlépe v bazickém prostiedi, coz je ddno
moznosti nukleofilniho ataku hydrolyzovanych karbonylovych skupin. Z vysledka studie
Junga a kol., ktefi se zabyvali hydrolyzou PLA vyplyva, Ze je polymer rychleji hydrolyzovan
za silnych bazickych podminek (pH = 13) nez siln€ kyselych (pH = 1), a velmi nizkou roz-
lozitelnost vykazuje za neutralnich, sttedné bazickych a stiedné kyselych podminek.?* Dalsi
z dulezitych vlastnosti ovlivitujici hydrolytické chovani polymerii je teplota prostiedi.
Obecné rychlost hydrolytické degradace PLA roste s teplotou. Teploty nad teplotou skel-
ného pfechodu (Tg) PLA 55 - 62 °C s vysokou relativni vlhkosti (> 60 %), zajist'uji rychly
hydrolyticky rozklad materidlu.'®

2.3.2 Bioticka degradace

Biotickd degradace pfedstavuje rozklad polymeru v disledku plisobeni mikroorganismt.
Tomuto procesu miize pfedchazet degradace abioticka, pii které vznikaji produkty s nizkou
molekulovou hmotnosti. Povrch polymeru je poskozen a objevuji se trhliny ¢i pory, coz
urychluje nasledné biodegradacni procesy. Nékteré polymerni materidly Ize za urcitych pod-

minek prostfedi mineralizovat az na koneéné produkty biologického rozkladu.'®

Biochemické procesy pri degradaci PLA

Biochemické procesy rozkladu PLA (obrazek 4) jsou iniciovany zejména chemickou hydro-
lyzou a naslednou biodegradaci mikroorganismy v pfirozeném prostiedi. Vlivem chemické

hydrolyzy postupné dochazi k rozkladu fetézce na oligomery s niz$i molekulovou hmotnosti.
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Pfi poklesu piiblizné pod 10 000 g/mol se proces degradace stava zavisly na ptitomnosti
mikroorganismi degradujici PLA. Tyto mikroorganismy nejprve vylucuji extracelularni de-
polymerdzu, kterda napadd intramolekularni esterové vazby a dochazi tak k produkci oli-
gomerd, dimerti a monomerti. Vzniklé slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti vstupuji
do mikrobidlnich membran, kde jsou pomoci extraceluldrnich enzymii rozlozeny na, oxid

uhli¢ity, vodu poptipadé metan v anaerobnich podminkéch.!

V Zivotnim prostiedi je polocas rozpadu PLA stanoven v rozmezi Sesti mésicti az dvou let
v zavislosti na tvaru a velikosti vyrobku, molekulové hmotnosti polymeru, poméru isomert

a také na faktorech prostiedi jako je pH, teplota, vlhkost, kyslik atd.!

('3”3 0
n = 2
CH; O PLA depolymeraza/ OH}CH—C}O} m'kaO!’_ga{?rsmy
OH}(':H a + Hy0 x  (extracelularnienzymy)  mikrobialni biomasa,
- H ; > . P
nO | oligomery, C0,.H,0, popi.CH,
dimery,
PLA hydrolyza Y
monomery
CH (l"»” CH CHy
|
PLA—C—C—0—C—C—0—PLA > PLA—C—C L0 C—C—O0—PLA
Ho I Ho |l ¥ i
0\
| /-.0 HO ( OH
H \\H
J
CHy KIZH.
F’L}‘\—ClL—C—{]H + HO—C—C—0—PLA
LA || Ho
0 o

Obrazek 4: Schéma biochemickych procesi pii degradaci PLA.

Mikroorganismy degradujici PLA

Pti enzymatickém rozkladu polymert, dochazi k ptichyceni mikroorganismi na povrch ma-
terialu a nasleduje kolonizace exponovaného povrchu.?® Ve studiich zaméfenych na mikro-
bidlni enzymy potencionaln¢ zapojenych do degradace PLA byly identifikovany napf. en-
zym serinprote4za nebo proteinaza K.?! U nasledujicich druh@i bakterii, byl v ramci dlouho-
dobych studii potvrzen vliv na degradabilitu PLA: Amycolatopsis sp. (puda), Amycolato-
psis sp. (puda), Bacillus licheniformis (puda), Bortetella petrii (pida) a dalsi. Také nckteré

houby jako jsou napt. Thermomyces lanuginosus (puda/kompost), Aspergillus fumigatus
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(ptda/kompost), Fennellomyces linderi (ptida), Verticillium sp. (kompost), Aspergillus ustus

(kompostovatelna piida) maji vliv na rozkladné biologické procesy PLA .24

Biologicky rozklad PLA v riznych prostiedich

Rozkladné procesy polymeru a vyskyt dominantnich skupin mikroorganismi jsou uréeny
zejména podminkami prostfedi. Za uc¢elem zkoumani biologické rozlozitelnosti PLA v riz-
ném prostredi, byly provedeny rozsahlé studie. V tabulce 1 je uveden piehled degradace
PLA v kompostu, piid€ a inokulu z komunalni ¢istirny odpadnich vod za riiznych podminek.
Z vysledki testovani bylo zjisténo, Ze PLA pti dostate¢né vlhkosti a vysoké teploté nejlépe
podléha biologickému rozkladu v kompostu, také i kvili jeho dobré mikrobiadlni rozmani-
tosti.?* V posledni dobé je predmétem velkého zajmu vstup plasti do moiského prostiedi.
Avsak v soucasné literatufe prozatim neni mnoho informaci o biologickém rozkladu PLA

v tomto prostiedi.?*

Tabulka 1: Biologick4 rozloZitelnost PLA (folie) v réiznych typech prostredi.?*

Biologicka  Doba biologické

Typ prostiedi Podminky HOdr}O.thl kri- odbouratelnost rozlozitelnosti
terium
[7o] [den]
o Produkce
Kompost 58 °C CO, 13 60
58 °C,
Kompost 70% vlhkost, Procdgkce 84 58
pH = 38,5 ?
55 °C, Produkce
Kompost 70% vihkost ~ CO» 70 28
X 30% Ztrata
Puda vlhkost hmotnosti 10 o8
Piida pozn.: granulovana 30% Ztrata 14 28
forma PLA vlhkost hmotnosti
Inokulum z komunalni 25°C, Ztrata 39 8

¢istirny odpadnich vod aerobni hmotnosti
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3 STANDARDIZOVANE METODY SLEDOVANI BIOLOGICKEHO
ROZKLADU

Mezinarodni organizace pro normalizaci vyvinula rizné zkusebni metody, pro stanoveni bi-
ologickeé rozlozitelnosti plastl. Jednotlivé ISO normy se 1i8i s ohledem na mikrobidlni ozi-
veni, koncentraci zkouseného materialu a dobu trvani zkousky.? V nasledujicich podkapi-
tolach je uveden piehled pouzivanych ISO norem pro sledovéani biologického rozkladu

plastt.

Za aerobnich podminek lze biodegradacni proces vyjadfit nize uvedenym zjednodusenym

reakénim schématem (rovnice 1).

CpoLymer + 02 = CO; + H;0 + Cgiomasa (1)

Podobné¢ jako u kazdé chemické reakce je mozné monitorovat biologickou degradaci sledo-
vanim spotieby reaktanti nebo vzniku produkti. Mezi nejpouZzivanéjsi zpiisoby vyjadieni

biologické degradace patii metody méfeni spotieby O, nebo mnozstvi vyvinutého CO».2

Vizualni pozorovani

K popisu viditelnych zmén degradace polymernich materiald, 1ze poZzit vyhodnoceni stupné
zdrsnéni povrchu, tvorby otvorii nebo trhlin, zmény barvy, defragmentace nebo tvorby bio-
filmt na povrchu materidlu. Tyto zmény nejsou prokazatelnym diikazem pfitomného pro-
cesu biodegradace, avSak hodnoceni parametru vizualnich zmén lze pouzit jako prvni pred-

poklad jakéhokoli mikrobialniho zasahu.?

Mezi moderni zpiisoby pozorovani povrchové morfologie polymernich materiala po biolo-
gickém rozkladu patii naptiklad skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) nebo mikrosko-
pie atomovych sil. Také k vyhodnoceni biologické degradace 1ze pouzit fadu technik, jako
je napft. infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), spektroskopie nuk-

learni magnetické rezonance nebo diferencialni skenovaci kalorimetrie.?

Méieni ubytku hmotnosti

Pii metodé méteni je stanoven hmotnostni ubytek zkuSebnich polymernich materiald napt.
v podobé filmi nebo ty¢inek. Pro jemné rozptylené vzorky praSkovych polymert, mizeme

pokles hmotnosti ur¢it pomoci vhodné separacni nebo extrakéni techniky. Tato standartni
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zkuSebni metoda je pouZzivdna zejména pro simulacni a terénni testy degradace, avSak

ani zde neni ziskan piimy diikaz biologického rozkladu.?

Produkce COz2 / spotieba O2

Prabéh aerobniho biologického rozkladu lze sledovat na zakladé zmén slozeni plynné faze
(obsah CO», O»), které probihaji v disledku mikrobidlnich pochodl v uzavienych testova-
cich podminkéch. Stanoveni téchto zakladnich biologickych ukazateld je normovéno stan-

dartnimi postupy pomoci ¢eskych i mezinarodnich norem v zavislosti na typu prostiedi.?

Dle uveden¢ho postupu v normach ISO 14852 a ISO 17556, 1ze stanoveni produkovaného
CO; sledovat kontinualnim stripovanim testovaciho systému vzduchem, ktery je zbaven
vzdusného CO;. Kde produkovany CO; je undsen v proudu nosné¢ho vzduchu, pohlcen v roz-
toku NaOH a nésledné acidimetricky stanoven (vodni, piidni a kompostovaci testy). Postup
stanoveni pro O> dle norem ISO 17556 a ISO 14851, spociva ve sledovani zmén tlaku plynné

faze pomoci vhodného typu respirometru.?®

Kwviili zna¢né pracnosti a omezené testovaci kapacité standardnich postup, jsou stale ¢astéji
vyuzivany alternativni instrumentalni metody stanoveni aktualniho obsahu CO; a O, mezi
které patii napi. pfima analyza plynu v headspace plynovou chromatografii nebo infracer-
venou spektroskopii (pro vodni i padni testy). Vyhodou plynové chromatografie je, ze umoz-

fiuje soub&zné stanoveni obsahu O, i CO,.%

Pii sledovani pribehu biorozkladu lze také vyuzit automatizované konduktometrické me-
tody, které spocivaji ve stanoveni produkovaného CO» v kombinaci s paralelnim métenim
BSK v uzavieném respirometru (vodni i ptidni test). Casto jsou také vyuZivany automatické
analyzatory typu Micro-Oxymax (Columbus inst., USA) s infradervenou analyzou CO-

a analyzou Os elektrochemickym nebo paramagnetickym analyzitorem.2

3.1 Zkousky biologické rozlozitelnosti plastii

Mimo mezinarodni normu ISO 19679, ktera se zabyva stanovenim aerobni biodegradace
neplovoucich plastovych materialii na rozhrani moiské vody a sedimentu pomoci analyzy
vyvinutého oxidu uhli¢itého v uzavieném systému, mizeme proces biologické rozlozitel-
nosti plastd sledovat v riznych mikrobialnich prostfedich a pomoci urcitych typl testova-

cich metod, které jsou nize zminény.
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ISO 18830 - Plasty — Stanoveni aerobni biodegradace neplovoucich plastovych materiali
na rozhrani mofské vody a sedimentu — Metoda méteni spotieby kysliku v uzavieném respi-

rometru.”’

U zkousky je sledovan parametr BSK. ZkuSebni metoda simuluje ptirodni stanovisté nacha-

zejici se v motské sedimentarni oblasti.?’

ISO 14851 - Stanoveni kone¢né aerobni biologické rozlozitelnosti plastii ve vodném pro-

sttedi — Metoda stanoveni spotieby kysliku v uzavieném respirometru.?®

Za laboratornich podminek je zkouSeny material ve vodném prostiedi vystaven inokulu z ak-

tivovaného kalu. Metoda spo¢iva v mé&feni BSK.?®

Zkouska je aplikovatelna na materialy, jako jsou pfirodni a syntetické polymery, kopolymery
nebo jejich smési, vodou rozpustné polymery. Také na plastové materialy, které mohou ob-

sahovat ptisady (napf. zmék¢ovadla, barviva nebo jiné slouceniny).?

ISO 14852 - Stanoveni kone¢né aerobni biologické rozlozitelnosti plast ve vodném pro-

stfedi — Metoda stanoveni uvolnéného oxidu uhli¢itého.?

ZkousSeny materidl je za aerobnich a mezofilnich podminek vystaven inokulu z aktivovaného
kalu, pidy nebo zralého kompostu. Metoda je zalozena na meéteni biogenné vyvinutého
oxidu uhli¢itého.? Za stanovenych podminek je pouZitelna pro stejné materialy jako v ISO

14851.

ISO 14855-2 - Stanoveni kone¢né aerobni biologické rozlozitelnosti plasti za fizenych pod-
minek kompostovani — Metoda stanoveni uvolnéného oxidu uhli¢itého — Cast 2: Gravime-

trické stanoveni uvolnéného oxidu uhli¢itého v laboratornim méfitku.>°

Zkusebni metoda navrhuje upravu vlhkosti, teploty a provzdusnovani v kompostovacim za-
fizeni pro optimalni rychlost biodegradace. Zkouska je za stanovenych podminek pouzitelna

pro stejné materidly jako v ISO 14851.%°

ISO 17556 - Stanoveni uplné aerobni biodegradability materidlii z plastti v ptidé méfenim

spotieby kysliku v respirometru nebo méfenim mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého.?!

Metoda je specidln€ navrZena tak, aby poskytla optimalni stupen biodegradace tipravou vlh-
kosti testované pudy. Zkouska je za stanovenych podminek pouzitelnd pro stejné materialy

jako v ISO 14851.°!
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3.2 ZkousSky potencionalni biologické rozlozitelnosti

ISO 9887 - Jakost vod — Hodnoceni aerobni biologické rozlozitelnosti organickych latek

ve vodném prostiedi — Semikontinudlni metoda s aktivovanym kalem (SCAS test).*?

Zkusebni metoda spociva ve stanoveni kone¢né biologické degradace sledovanim rozpuste-

ného organického uhliku.*?

Metoda je aplikovatelna pro organické latky, které jsou dle podminek zkousky rozpustné
v pouzitych koncentracich a vyrazné se nesorbuji v aktivovaném kalu a na povrchu skla. Dle
zvolenych koncentraci v souladu se zkouskou, nesmi dané organicka latka ptisobit inhibi¢né

na mikroorganismy inokula.*?

ISO 9888 - Jakost vod — Hodnoceni aerobni biologické rozlozitelnosti organickych latek

ve vodném prostiedi — Statick4 zkouska (Zahn-Wellensiiv test). >

Zahn-Wellensiiv test popisuje statickou aerobni vodni zkousku s pouzitim standartnich pod-
minek. U této metody se porovnava naméfend hodnota rozpusténého organického uhliku
na za¢atku zkousky s koneénou hodnotou na jejim konci.** Normovana metoda je za stano-

venych podminek pouzitelna pro stejné materidly jako v ISO 14851.
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4 MEZINARODNI NORMA ISO 19679

Mezinarodni norma ISO 19679 se zabyva stanovenim aerobni biodegradace neplovoucich
plastovych material na rozhrani moiské vody a sedimentu. Navrhovand zkuSebni metoda
spoc¢iva v analyze vyvinutého oxidu uhli¢itého v uzavieném systému. Méteni aerobni bio-
degradace lze také ziskat sledovanim biologické spotieby kysliku v uzavieném respirometru

podle ISO 18830.3°

Podstata zkousky

Zkusebni médium zahrnuje pevnou a kapalnou fazi. Pevnou fazi tvoii motsky piscity sedi-
ment a kapalnou fazi je moiska voda. ZkuSebni material je umistén na rozhrani sedimentu
a vody, tak abychom simulovali podminky pro objekt v Zivotnim prosttedi, ktery se potopil
a dosahl dna. Tento proces probiha v uzavieném systému. Zkusebni sestava musi zahrnovat
alespon tfi biometrické lahve pro zkuSebni material, tfi [dhve pro slepé stanoveni a tii lahve
pro referencni material. Pro ti€ely screeningovych testa 1ze v kazdém ptipad€ pouzit namisto

tfi biometrickych lahvi jen dvé.>’

Inkubace je vedena v temnu nebo rozptyleném svétle v uzavieném termostatickém zatizeni.
Po dobu testovani je udrzovana konstantni teplota v rozsahu 15 °C - 25 °C s ptesnosti + 2 °C.
Je potieba brat v tivahu, Ze data jsou ziskavany pro teplotu, ktera se muaze lisit od skute¢nych
podminek v Zivotnim prosttedi.>> Vysledkem zkousky je maximalni urovent biodegradace,
ktera se stanovi pomoci vhodné analytické metody vyvijeného CO» nebo spotiebova-

ného Os.

Priprava zkuSebniho média

V normované¢ metod¢ je vyuzivano médium moiskeé vody a pis¢itého sedimentu. Moiskou
vodu lze odebrat ptirodni, nebo si ji v laboratofi pfipravit umélou dle normovaného postupu.
Je taky mozné motskou vodu i sediment odebrat z dobfe fungujiciho motského akvaria.
Vzorky vody a sedimentu se povrchové odebiraji pomoci lopatky do uzaviratelnych nadob.
Béhem jejich transportu do laboratote jsou udrzovany pii nizké teploté (ptiblizné€ 4 °C). Lze

je spotiebovat do &tyf tydnii po provedeném odbéru.®

V sedimentu a pfirodni motské vodé je doporuceno zméfit obsah celkového organického

uhliku (TOC). Hodnota TOC v sedimentu by se méla pohybovat v rozmezi 0,1 % az 2 %.*
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Predkondicionaéni faze

Na sediment lze aplikovat pfedbéZznou oxidaci, aby se sniZil obsah organickych latek a re-
spirace v pozadi. Sediment s vodou lze aerovat vzduchem, popiipad¢ je mozné vyuzit i jem-

ného michani (max. 20 r/min az 30 r/min).%

Piiprava zkuSebniho a referenéniho materialu

Vzorek zkuSebniho materidlu by mél byt idedlné ve formé filmu, ktery je vystfizen do tvaru
disku. Forma a tvar je velice dilezité, protoze mize ovlivnit jeho biologickou rozlozitelnost,
a pokud jsou porovnany rtizné druhy plasti, mély by se pfednostné pouzit podobné tvary

a tloust’ky jednotlivych polymernich vzorki.*

Disky musi mit mensi pramér nez biometrické lahve, aby mohly byt snadno poloZeny na je-
jich dno. Koncentrace zkuSebniho materidlu se méa pohybovat nejméné od 100 mg/l moiské
vody plus sedimentu. Je doporuceno pouzit 150 mg az 300 mg zkuSebniho materialu na litr

moiské vody plus sedimentu.®

Za referenéni material je dle metody doporuceno pouzit bezpopelové celulozové filtry. Po-
kud je to mozné, méla by byt jejich forma, hmotnost a velikost srovnatelnd se zkuSebnim
materidlem. V ptipad¢ zavedeni negativni kontroly Ize pouzit biologicky nerozlozitelny po-

lymer (napf. polyetylen) ve stejné formé jako zkusebni materil.>

Provedeni zkousky

V typickém piipad€ se pouZije biometricka ldhev o objemu 250 ml, do niZ se navazi 30 g

mokrého sedimentu a nadavkuje 70 ml vody. ZkuSebni sestava by méla byt spusténa s obje-

movym pomérem voda : sediment mezi 3 : 1az5: 1.

Platnost zkouSky
Zkousku povazujeme za platnou, jestlize:
— je stupen biodegradace u referen¢niho materidlu vétsi nez 60 % po 180 dnech;

— uvolnény COz u slepého stanoveni nepiesahuje 3,5 mg CO> na gram mokrého sedi-

mentu po 6 mésicich;

— mnozstvi vyvinutého CO; ze tfi slepych stanoveni je na konci zkousky v primérném

rozmezi do 20 %;
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— rozdil mezi procentudlni biodegradaci referen¢niho materialu v jednotlivych biome-

trickych ldhvich je na konci zkousky v priméru mensi nez 20 %.°

Vyse zminéna zkuSebni metoda se fidi stejnym principem pro méfeni biodegradace jako
normovand zkuSebni metoda ISO 17556, kterd popisuje stanoveni biodegradace plast
v pudé¢. Tato metoda doporucuje vétsi baniky do objemu 4 1 a také vySsi hmotnost testova-
nych materialti az do 2000 mg. Puda je navic porézni médium, které v porovnani s vodou
umoziiuje snadnéjsi difuzi kysliku. Proto je zfejmé, Ze ISO 19679 ukladéa zkuSebni metodé
urcitd omezeni, ktera mohou snizit G¢innost a piesnost méfeni. Z tohoto diivodu ve studii
Brissoulise a kol.*®, ktefi sledovali aerobni biodegradaci plastii v moiském sedimentarnim
prostiedi pomoci analyzy vyvinutého oxidu uhli¢itého, byly navrzeny zmény metody v po-
uziti vétsich bioreaktord i vyssich hmotnosti vzorkl. Testovani spustili s bioreaktory o ob-
jemu 4 1, které obsahovaly 170 g mokrého sedimentu a 400 ml ptirodni motské vody. Hmot-
nost zkuSebnich materiali byla zvolena tak, aby v kazdém bioreaktoru bylo zastoupeni

300 mg organického uhliku ve vzorku.*®

Jejich prvni experiment byl proveden bez michani vodni hladiny, tak jak je uvedeno v normé.
Vysledky zkousky ukazaly, Ze testované materidly byly biologicky odbourdny riznymi
rychlostmi, avSak jejich pfesnost méteni nebyla uspokojiva. Namétend data vykazovala vy-
sokou variabilitu, kterd vyplynula z velkych intervalii spolehlivosti pozorovanych ve fazi
plat6. Zkouska pro tento experiment nesplnila kritéria doporuc¢enych normou ISO 19679,
protoZe méteny stupenl biodegradace referencniho materidlu neptesédhl po pil roce 60 %
a rozdil mezi procentualni biodegradaci tohoto materidlu ve tfech bioreaktorech ptekrocil

na konci zkousky 20 %.%¢

Aby Brissoulis a kol. pfedesli vzniklym problémim z prvniho experimentu, zavedli ve dru-
hém experimentu michani vodni hladiny specialné navrzenymi plovoucimi magnetickymi
michadly tak, aby nedoslo k naruSeni vrstvy sedimentu. Michani mélo simulovat pohyb mot-
ské vody a zvysit tak pienos kysliku do sedimentu. Test prokazal znacné zlepSeni piesnosti
metody, protoze byla snizena variabilita vysledka a zlepSena reprodukovatelnost dat. Také
byl dosazen 90% stupen biodegradace u referencniho materialu za 200 dni. Bylo tak proka-
zano, ze michani vodni hladiny béhem zkousky usnadiiuje pienos kysliku na rozhrani

voda/sediment, a Ze navrhované zmény zlepsuji presnost a reprodukovatelnost stanoveni.*®

Pomérné nedavno vyvinuté standardni zkusebni metody urcené k simula¢nimu chovani bio-

degradace plasti v motském prosttedi jsou mimo ISO 19679 a ISO 18830 (sublitoralni
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zo6na), dostupné jesté dalsi dvé normy uréené pro jiné typy motského prostredi. Norma ISO
22404 urcuje biodegradaci v pisCitém sedimentu (pfilivova zona) a metoda ASTM-D6691
stanovuje biodegradaci ve sloupci moiské vody (pelagickd zona). Tyto normy pouZzivaji po-
dobné méfici techniky se zkuSebnimi metodami, které jsou urceny pro stanoveni biodegra-
dace plastti nejen v pade (ISO 17556) ale i ve sladké vodé (ISO 14852). Ale vzhledem k ab-
senci standardizovanych podminek pro aerobni hodnoceni biodegradace v fi¢ni sedimen-
tarni oblasti, nejsou v dostupné literatufe zatim zadné védecké prace, které by se zabyvaly

touto problematikou.*¢
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5 CILE PRACE

Mezi podstatny zdroj vyskytu plastového materidlu v moi'ském prostiedi patii fi€ni pfitoky,
kterymi se do mofi a ocedni dostava naprostd vétSina tohoto materidlu. JelikoZ v mezina-
rodnich normaliza¢nich postupech je metoda stanoveni biologického rozkladu plasti cha-
rakterizovdna pouze pro stanoveni v moiském sedimentarnim prostfedi, byla v rdmci této
prace zkusebni metodika mezindrodni normy ISO 19679 aplikované na fi¢ni sedimentarni
oblast. Cilem je posoudit stanoveni aerobni biodegradace neplovoucich polymernich mate-
riali na rozhrani fi¢ni vody a sedimentu, pomoci kvantitativni metody biologické spotieby
kysliku v uzavieném respirometru. Nasledné zvolenou metodiku otestovat na realnych vzor-
cich kyseliny polymlécné a dalSich Sesti modifikovanych smési PLA s riiznym procentual-

nim zastoupenim aditiv.

Z 1dajti uvedenych v mezinarodni norm¢ ISO 19679 vyplyva nutnost urcit optimalni obje-
movy pomér zkuSebniho média v biometrické lahvi. Zaroven zvolit odpovidajici hmotnost

zkuSebniho a referen¢niho materialu.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 VYROBA VZORKU

6.1 Pouzité chemikalie a jejich vlastnosti

PLA

kyselina polymlécna (firma: Nature works)
p=1.21g/cm?

T =150-160 °C

Tg=60-68°C

biopolymer®’

MAPEG (M)

poly (ethylenglykol) methyl ether methakrylat (firma: Sigma-Aldrich)
chemicky vzorec: HC=CCH3CO>(CH>CH>0),CH3

My, = 500 g/mol

p=1,08 g/lcm?

Tn=1-2°C

zmékéovadlo®

L101 (L)

2,5-dimethyl-2,5-di-(tert-butylperoxy) hexan (firma: Sigma-Aldrich)
chemicky vzorec: CisH3404

My, = 290,44 g/mol

p=0,877 g/lcm?

radikalovy iniciator*”

TS-530 (T)

Cab-O-Sil TS-530 (firma: Cabot)
p=22-273 g/em’
nanoplnivo - pyrogenni silika

pyrogenni oxid kifemicity, upraveny Hexamethyldisilazanem
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6.2 Proces zpracovani

Pii ptipravé jednotlivych vzorkl, bylo mimo €ist¢ho PLA, namichéano také 6 modifikova-
nych smési PLA s riznou koncentraci aditiv. Vzorky byly pfipravené v piistroji Thermo
Scientific HAAKE Minilab II Micro Compounder (obrazek 5). Jedna se o dvousnekovy ko-

nicky extruder se zpétnym kanalem, ktery funguje na procesu vytlacovani.

Obrézek 5: Thermo Scientific HAAKE Minilab II Micro Compounder.

Ptistroj Thermo Scientific HAAKE Minilab II Micro Compounder s dusikovym médiem byl
vzdy pfi ptipravé vzorkd vytemperovan na teplotu 200 °C a nastaven na 100 otacek/min.
Samotné davkovani komponentli probéhlo vrchnim plnénim pomoci vestavéné dutiny,
do které byla celkova navazka smési pfidana po Gastech. Cas plnéni trval maximalné do 5ti
minut a poté byla smés dal§ich 5 minut promichavana uvniti uzavieného pfistroje. Tésné
pfed ukoncenim cyklu byl pocet ota¢ek dvouSnekového konického extruderu snizen
na 50/min a nasledné byla smés vytlacena a pfemisténa do studeného lisu, ktery jednotlivé

vzorky vylisoval do nepravidelnych kulovitych tvarh (obrazek 6).

Vzorky byly dale zpracovany na pfedehiatém hydraulickém lise pfii teploté 200 °C, kde byly
lisovany do formy o rozmérech (12,5 x 12,5 x 0,01) cm. Pfi procesu lisovani byla na spodni
vyhtatou lisovaci desku umisténa ochranné foélie s formou. Vzorek byl vlozen do stfedu
formy, opét prekryt ochrannou f6lii a vrchni lisovaci deska lisu byla dotaZzena. Doba lisu
pii teploté 200 °C byla 2,5 minuty, a poté nasledoval 10minutovy proces chlazeni v chladi-

cim lise, kde teplota klesla na 40 °C. Pro vytvofeni jedné folie Cinila navazka vzorku s 30%
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prebytkem 2,5 g. Takto vylisované vzorky (obrazek 7) o primérné tloust’ce 0,1 mm byly

pfipraveny k nasledujicim testim abiotické a biotické degradace.

Obrazek 6: Vzorky po studeném lisovani. Obrazek 7: Vzorek vylisované folie.

V nize uvedené tabulce 2 je detailni piehled celkem 7mi vyrobenych vzorkd PLA s riznym

procentualnim zastoupenim aditiv ve smési.

Tabulka 2: Procentualni zastoupeni aditiv ve smési s PLA vztaZzené na celkovou

navazku.
Cislo N i) PLA[%]| M[%] | L1%] | T[]
vzorku

e 100 0 0 0
I |PLA+TS% 95 0 0 5
I |PLA+M20% 80 20 0 0
IV |PLA+M20%+L05% | 795 20 0,5 0
V  |PLA+M+L+T25% 77 20 0,5 25
VI |PLA+M+L+T5% 74,5 20 0,5 5
VII |PLA+M+L+T10% 69,5 20 0,5 10
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7 STANOVENI HYDROLYZY

Pro studium hydrolytického rozkladu byly pouZity vzorky PLA pfipravené dle postupu uve-

deného v kapitole 6. Vzorky byly nastiihdny na zkuSebni téliska o rozméru cca 1x1 cm.
7.1 Chemikalie, roztoky a jejich priprava

Destilovana voda

Pro pripravu veskerych roztokt a jednotlivych fedéni byla pouzita destilovana voda pftipra-
vena v laboratofi pomoci zafizeni Aqua osmotic 02.

Fosfatovy pufr

Pro abiotickou hydrolyzu testovanych vzorka byl ptipraven 0,1 M fosfatovy pufr. Navazka
27,205 g KH>PO4 byla kvantitativné pfevedena do odmérné lahve a doplnéna destilovanou
vodou do objemu 2 1. Roztok byl zneutralizovan pomoci 3M roztoku NaOH na pH = 7.
Pro potlaceni mikrobidlniho ristu bylo do roztoku pfidano 4,023 g NaNs.

7.2 Pristroje a pomucky

analytické vahy ABJ-NM/ABS-N, Kern

komorovy termostat

— pH metr inoLab pH/ION 7, WTW

— magnetické michadlo Heidolph

— 29 sklenénych lahvi (V = 100 ml) Fisherbrand™

— Shimadzu TOC LCSH, Shimadzu corporation

— infracerveny spektrometr Nicolet Is10, Thermo scientific

— béZné laboratorni sklo a vybaveni

7.3 Postup zkousSky

Do vSech sklenénych lahvi o objemu 100 ml bylo davkovano po 50 ml fosfatového pufru
pfipravené¢ho dle kapitoly 7.1. Nastiithané folie testovanych materidli po hmotnosti

cca 50 mg (tabulka 3), byly od kazdého vzorku vlozeny do ¢ty 1dhvi. Inkubace nachystané
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zkuSebni sestavy (obrazek 8) probéhla v komorovém termostatu s vytemperovanou teplotou

na 25 °C.

Tabulka 3: Test hydrolyzy - hmotnost testovanych materiali ve sklenénych

l4hvich.
Cislo Hmotnost Cislo Hmotnost
Vzorek , Vzorek ‘.
lahve | vzorku [mg] meéfeni | vzorku [mg]
1 56,13 1 51,10
2 47,68 PLA + 2 48,52
PLA
3 49,50 T5% 3 48,80
4 52,21 4 50,23
1 50,01 1 54,01
PLA + 2 50,67 | TEAT 2 50,22
M 20 % 3 53,08 M20 7% + 3 53,66
> L 0,5% 2
4 53,64 4 51,12
PLA 1 49,97 PLA 1 55,09
+ -
ML+ 2 50,47 ML+ 2 54,69
T2.5% 3 53,88 T 5% 3 53,49
4 53,20 4 50,10
1 50,53 )
ol e
T 10% 3 52,65 PUFR
4 51,21

Ptiblizn€ v dvoumési¢nich Casovych intervalech, bylo vzdy z prvnich tii sklenénych lahvi
od kazdého vzorku, odebrano po 7 ml kapalného vzorku. Pomoci analyzatoru uhliku Shi-
madzu TOC LCSH byl v kapalné fazi stanoven obsah celkového uhliku (TC). Po kazdém
odbéru kapalnych vzorkt bylo stejné mnozstvi (7 ml) ptipraveného fosfatového pufru pipe-
tovano zpét do sklenénych lahvi, aby byl po celou dobu stanoveni udrzen objem 50 ml
v kazdé lahvi. Vznikly faktor fedéni byl nasledné zohlednén ve vypoctech stupné hydrolyzy
(DH). Béhem analyzy byl také sledovan obsah TC ve fosfatovém pufru, ktery byl taktéz
zohlednén ve vypoctech DH.

Soubézné byl po prvnim mésici testu z kazdé ctvrté lahve odebran vzorek folie pro vizualni
pozorovani a zdznam zmeén ve struktufe zkousenych vzorka pomoci FTIR. Druhy odbér pev-
ného vzorku byl proveden s tfimési¢nim odstupem od prvniho odbéru a teti odbér az s Ctyi-
mésicnim odstupem od odbéru druhého. Test hydrolyzy byl ukoncen po 8mi mésicich a sta-

noven hmotnostni ubytek zkusebnich materialti z prvnich tiech sklenénych lahvi.
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Obrazek 8: Test hydrolyzy - zkuSebni sestava.

Stanoveni TC

Na zakladg vysledk v pracich Michaely Bartutikové a Radima Holinky,***! ktefi sledovali
hydrolyticky rozklad PLA materialu na tstavé inzenyrstvi ochrany zivotniho prostiedi
ve Zling, bylo u¢inéno rozhodnuti, Ze v odebranych kapalnych vzorcich bude stanoven jen
TC namisto celkového stanoveni TOC, protoze naméfené hodnoty anorganického uhliku
v kapalném vzorku byly na trovni hodnot destilované vody a pohybovaly se okolo 0,5 mg/l.
Kwvtli tomuto usneseni nedochazelo béhem stanoveni TC k velké spotiebé kapalného vzorku
ve srovnani s celkovou analyzou TOC a v pribéhu testu tak nevznikaly velké objemové

zmeny.

TC vyjadiuje celkové mnozstvim uhliku obsazeného v testovaném vodném vzorku. Béhem
jeho stanoveni dochézi ve spalovaci trubici s platinovym katalyzatorem o teploté 680 °C
v proudu kysliku k oxidaci veskerého uhliku obsazeného v kapalném vzorku. Vznikly CO-,
ktery vznika po oxidaci, je veden na infracerveny detektor, kde absorpci zafeni vhodné vl-
nové délky vznika signal ve formé piku. Zaznamenana plocha piku je pfimo umérné kon-

centraci TC v testovaném vzorku.*?

7.4 Vyhodnoceni

Na zéklad¢ parametru ukazujici mnoZzstvi organickych latek ptitomnych v daném kapalném

vzorku, byl stanoven stupen hydrolyzy pomoci nasledujici rovnice 2.
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Kde:

DH

CTC

mMfslie

wc

DH = -V . 100 (2)

Meslie " WC

stupen hydrolyzy [%];

koncentrace TC obsazeného v kapalné fazi po hydrolyze [mg/1];
celkovy objem kapalné faze ve sklenéné ldhvi (tj. 50 ml) [1];
hmotnost vzorku polyesteru pouzitého pii hydrolyze [mg];

procentualni zastoupeni uhliku ve zkuSebnich materialech [%].
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8 STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

8.1 ZkuSebni médium - priprava
Ri¢ni voda a sediment

Vzorky ti¢ni vody byly odebirany pfimo do plastové uzaviratelné nadoby z t€sné hloubky
nad sedimentem. Vzhledem k tomu, ze v norm¢ neni blize specifikovana hloubka pro odbér
sedimentu, byla pomoci lopatky odebrana horni vrstva. Odbér byl proveden cca 2 cm
do hloubky a pteveden do sklenéné odbérové nddoby. ZkuSebni médium (fi¢ni voda/sedi-
ment) bylo béhem piepravy do laboratofe udrZzovano v nizkych teplotach a vzdy v tentyz,
nebo nasledujici den po odebrani zpracovano dle doporuceni uvedeném v normé. Pred sa-

motnym testovanim bylo pfiblizné 24 hodin provzdusnovano vzduchem.

Po aeraci byla ti¢ni voda oddélena od sedimentu prostfednictvim sedimenta¢ni metody. Na-
sledné byla ze sedimentu odstranéna piebytecnd voda pomoci filtraéniho papiru sto¢eného
do hrubého trychtyfe. Po ukonceni filtrace, byl sediment pfipraven k testovani jako

tzv. mokry sediment.

Odbérova mista

Odbeéry biologického materidlu byly provedeny na tiech mistech. Prvni se uskutecnil z feky
Dievnice ve Zliné (obrazky 9 a 10), druhy u pramene feky Kopiivnicky v Kopfivnici (ob-
razky 11 a 12) a posledni, teti odbér, byl odebran nize od druhého odbéru; ptiblizné 1 km
po proudu feky Koptivnicky (obrazky 13 a 14). Béhem transportu do laboratoie byly vzorky

zkusebniho média udrzovany v chladnych podminkach.

=
= Vy letn;

<

Drevnice

bvnickovo ngpy: - L] .
RybenarZlin®

Obrazek 9: Mapa odbérového mista 1. Reka Obrazek 10: Odbérové misto 1 - feka
Dievnice, Zlin.*? Drevnice, Zlin.
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Obrazek 11: Mapa odbérového mista 2. Pramen  Obrazek 12: Odbérové misto 2 - pra-
feky Koptivni¢ky, Kopfivnice.* men feky Kopfivni¢ky, Kopfivnice.

f_f- -

L] 49556097, 18.9457406 Koprivnicka

Obrazek 13: Mapa odb&rového mista 3. Reka  Obrazek 14: Odbérové misto 3 - Reka
Koptivni¢ka, Kopfivnice.*’ Kopfivnicka, Kopiivnice.

8.2 ZkuSebni a referenéni material

ZKkuSebni material

Byly pouzity polymerni vzorky (viz tabulka 2) ve formé folii o tlouStce 0,1 mm a nastiihany
na disky o pfiblizné¢ hmotnosti 20 mg a priméru 1,2 - 1,4 cm. Hmotnost zkusebniho materi-

alu byla zvolena podle popsaného postupu v mezinarodni norme ISO 19679.

Mezi zkuSebni materidl byl zatfazen i kapalny vzorek ve formé smési plnidel o ptiblizné

hmotnosti 10 mg M + 10 mg L. Smés plnidel byla vaZena na inertnim materidlu (keramicky
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kaminek). Toto feSeni bylo zvoleno s ohledem na kapacitni moznosti piistroje Oxi-
Top®Control. Limitovany pocet biometrickych lahvi jiz neumozioval stanoveni biologic-

kého rozkladu jednotlivych aditiv samostatn¢.

Referenéni material

Za referen¢ni material byl pouzit celulézovy filtra¢ni papir znacky MUNKTELL (ISO
19679). Podle postupu ve zkusebni metod¢, byla zvolena ptiblizna hmotnost vzorku 20 mg
ve formé& disku o priméru 1,9 cm. Pred zacatkem testovani byly disky referenéniho materi-
alu proprany v destilované vod¢ o teploté 100 °C a poté suSeny v suSarn¢ pii teploté 105 °C

do konstantni hmotnosti.

8.3 Pristroje a pomiicky

analytické vahy ABJ-NM/ABS-N, Kern

— susSarna UM 200 MEMMERT, Nordiska

— vzduchové pumpy JK-AP9500, Atman a ELITE 800, Hagen
— 30 biometrické lahve (V = 250 ml) Fisherbrand™

— uzavieny respirometricky systém OxiTop®Control, WTW
— termostat TS 606-G/4-i, WTW

— infracerveny spektrometr Nicolet Is10, Thermo scientific

— rastrovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro X vybaveny sadou Pro Suite, Phe-

nom-World BV
— fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX53, software: cellSens

— bézné laboratorni sklo a vybaveni

8.4 Postup zkousky

Hlavnim cilem screeningové zkousky ptred spusténim zkusSebniho testu bylo stanovit opti-
malni pomér mezi kapalnou a pevnou fazi tak, aby biologicka spotteba kysliku byla deteko-
vatelnd pomoci pfistroje OxiTop®Control. Testovaci sestava se zkuSebnim médiem byla

spusténa ve tfech objemovych pomérech voda : sediment—3 : 1,4 : 1 a5 : 1. Do biometric-
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kych 1dhvi o objemu 250 ml bylo vzdy navazeno piiblizné¢ 30 g mokrého sedimentu a v za-
vislosti na vySe zminénych pomérech byl zvolen pfisluSny objem fi¢ni vody a nasledné pi-
petovan na vrstvu sedimentu. Prvné€ byla provedena slepa stanoveni s riznymi poméry zku-
Sebniho média, pozdé&ji se zafadila i stanoveni kontrolni, u nichz byly pfipravené disky refe-

ren¢niho materialu vkladany na rozhrani voda/sediment (obrazek 16).

V ptipadé€ zkuSebniho testu, v ramci kterého jiz byl sledovan biologicky rozklad testovanych
PLA materiali, byla sestava spuSténa ve vybraném optimalnim poméru voda : sediment dle
screeningové zkousky — 5 : 1. Do biometrickych ldhvi o objemu 250 ml bylo navaZeno pfi-
blizné€ 30 g mokrého sedimentu a pipetovano 85 ml fi¢ni vody. Piipravené disky zkuSebnich
materialli (7 vzorkl), vzorek kapalné smési plnidel M + L navaZené na inertnim nosici v po-
dobé& keramického kaminku a disky referen¢niho materidlu, byly vloZeny do biometrickych
lahvi na rozhrani sediment/voda. ZkuSebni sestava (obrazek 15) obsahovala 3 biometrické

lahve od kazdého vzorku, dale 3 kontrolni stanoveni a 3 slepa stanoveni.

Obrazek 15: Zkusebni sestava uza- Obrazek 16: Detail rozhrani sedi-
vieného systému OxiTop®Control. ment/voda s diskem referen¢niho
materialu.

Do kazdého adaptéru byla vloZzena gumova epruvetka naplnénd ze 2/3 Spherasorbem a upev-
nénd na métici hlavici OxiTop®Control. Spherasorb je natronové vapno s indikatorem pro
absorpci oxidu uhli¢itého (firma: Intersurgical). Poté byly hlavice OxiTop®Control sparo-
vany se zafizenim kontroleru pro zaznam dat biologické spotieby kysliku v zavislosti na ¢a-

sovém useku.
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Inkubace ptipravenych sestav byla vedena v temnu, v uzavieném termostatickém zatizeni
s konstantni teplotou 25 + 1 °C a kazdé dva mésice bylo zahdjeno 20minutové provzdusio-
vani vodné faze vzduchem a zaroven prob¢hla i vyména Spherasorbu. Béhem celého procesu

biodegradace byla pribézné monitorovana biologicka spotieba kysliku.

8.4.1 Screeningova zkouSka

Test ¢. 1

Prvni odbér zkuSebniho média se uskutec¢nil 15. 7. 2020 z feky Dievnice ve Zlin€. Na zku-
Sebni médium byla aplikovana 24hodinova aerace vzduchem a néasledné prob¢hla screenin-

gova zkouSka, kterd byla zahajena 16. 7. 2020 a ukoncena 12. 8. 2020.

Testy byly spuStény ve tfech objemovych pomeérech voda : sediment — 3:1, 4:1 a 5:1.
Pozn.: 30 g fi€niho sedimentu odpovidalo pfibliznému objemu 16 ml. Inkubace pfiprave-
nych sestav byla spusténa v temnu, v uzavieném termostatickém zatizeni s konstantni tep-

lotou 25 + 1 °C.

Test €. 2

Druhy odbér zkusebniho média se uskutecnil 10. 8. 2020 u pramene feky Koptivnic¢ky v Ko-
privnici. Na zkuSebni médium byla aplikovana 24hodinova aerace vzduchem a nasledné pro-

behla screeningova zkouska, ktera byla zahajena 12. 8. 2020 a ukoncena 11. 9. 2020.

Testy byly spusStény ve tfech objemovych pomeérech voda : sediment — 3:1, 4:1 a 5:1.
Pozn.: 30 g fi¢niho sedimentu odpovidalo pfibliznému objemu 19 ml. Inkubace pfiprave-
nych sestav byla spusténa v temnu, v uzavieném termostatickém zafizeni s konstantni tep-

lotou 25 + 1 °C.

Test ¢. 3

Tteti odbér zkusebniho média se uskutecnil 23. 8. 2020 z feky Koptivnicky v Kopfivnici.
Na zkuSebni médium byla aplikovand 24hodinova aerace vzduchem a nasledné probéhla

screeningova zkouska, ktera byla zahajena 26. 8. 2020 a ukoncena 25. 9. 2020.

Testy byly spusStény v jednom objemovém pomeéru voda : sediment viz tabulka 4. Pozn.: 30 g
ficniho sedimentu odpovidalo pfibliznému objemu 19 ml. Inkubace ptipravenych sestav
byla spusténa vtemnu, vuzavieném termostatickém zatizeni s konstantni teplotou

25+1°C.
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Tabulka 4: Screeningova zkouSka odbérového mista 3.

Stanovent (v?vif.lo ’ Zk}légbni Riéni Riéni sedi- Refe‘r’enéni
méfeni [ médium | voda [ml] ment [g] material [mg]
1 30,142
Slepé 2 30,035
3 |Objemovy 30,031
1 e %3 30,160 20,88
Referenéni | 2 ' 30,145 20,15
3 30,029 21,33

8.4.2 ZkuSebni test

Odbér zkusebniho média se uskutecnil 4. 10. 2020 z feky Koptivnicky v Kopfivnici. Na zku-

Sebni médium byla aplikovana 24hodinové aerace vzduchem a nasledné probéhl zkusebni

test s referen¢nim a zkuSebnim materidlem (tabulka 5), ktery byl zahdjen 6. 10. 2020.

Testy byly spustény v jednom objemovém poméru voda : sediment — 5 : 1. Pozn.: 30 g fi¢-

niho sedimentu odpovidalo ptibliZnému objemu 17 ml, tzn. 85 ml vody : 17 ml sedimentu.

Tabulka 5: ZkuSebni test — navazky sedimentu a testovanych material.

Cislo | Ri¢ni |Zkusebni Cislo | Ri¢ni |Zkusebni
Vzorek mé- [sediment | material | Vzorek mé- [sediment | material
feni [g] [mg] feni [g] [mg]
1 30,054 1 30,072 | 22,38
SLEPY | 2 | 30.042 i REFE- 1757130 020 | 21,12
d RENCNI ’ ’
3 30,020 3 30,054 | 21,96
1 30,043 | 22,01 1 30,003 | 20,02
PLA 2 | 30053 | 2188 I;L?O/j 2 | 30076 | 20.74
3 30,003 | 22,88 3 30,041 | 20,68
1 30,072 | 21,89 PLA + 1 30,009 | 21,31
PLA S 1730057 | 2056 | M20%+ | 2 | 30072 | 2231
M 20 %
3 30,007 | 20,85 L 0,5% 3 30,041 | 21,45
PLA + 1 30,022 | 22,29 PLA + 1 30,014 | 20,84
M+L+ 2 30,045 | 22,26 | M+L+ 2 30,070 | 22,17
T 2,5% 3 30,064 | 22,14 T 5% 3 30,027 | 22,65
1 30,027 | 22,42 1 30,007 l?gff 5+
PLAF 11,96+
M+ L+ 2 30,045 | 21,51 M+L 2 30,034 ‘
T 10% 129 ,1639 +
3 30,055 | 20,75 3 30,050 | 566
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Inkubace ptipravenych sestav byla spusténa v temnu, v uzavieném termostatickém zatizeni
s konstantni teplotou 25 + 1 °C. Sestava (vodna faze) byla kazdé dva mésice provzdusnéna
vzduchem na 20 minut a zaroven probéhla vyména Spherasorbu. Béhem celého procesu bi-

odegradace byla pribézné monitorovana biologicka spotieba kysliku.

8.4.3 Modifikovany Zahn-Wellens test

Biologicka rozlozitelnost zkoumanych vzorkl v fi€ni sedimentarni oblasti, byla hodnocena
také podle metodiky zaloZené na modifikovaném testu Zahn-Wellense. Dand metoda umoz-

fluje hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti organickych latek ve vodnim prostiedi.

Test byl spustén za uc¢elem hodnoceni pevnych vzorkd v prubéhu biologického rozkladu,
aniz by byl narusen soubézny test na BSK v uzavieném respirometru. Pro Zahn-Wellens test
byly vytvofeny identické podminky dle zkuSebniho testu. Sestava obsahovala 4 uzaviené

biometrické ldhve od kazdého zkuSebniho materialu (tabulka 6).

Tabulka 6: Modifikovany Zahn-Wellens test - navazky sedimentu a testovanych materialt

islo Ri¢ni | ZkuSebni islo Ri¢ni | Zkusebni
Vzorek .. | sediment | material Vzorek .. | sediment | material
mereni mereni
[g] [mg] [g] [mg]
1 30,074 | 21,79 1 30,039 20,25
PLA 2 30,018 22,22 PLA + 2 30,030 20,42
3 30,053 22,93 T5% 3 30,054 22,21
4 30,007 22,82 4 30,068 22,13
1 30,067 21,67 1 30,011 20,23
PLA +
PLA + 2 30,030 21,59 M 20 % + 2 30,063 20,73
M 20 % 3 30,004 | 21,16 L 5(;) 3 30,058 | 22.51
4 30,065 21,86 ’ 4 30,046 2231
1 30,003 22.43 1 30,021 21,11
PLA + PLA +
ML 2 30,048 21,13 N 2 30,016 22,24
T2.5% 3 30,006 20,96 T50% 3 30,017 20,67
’ 4 30,015 20,12 4 30,001 21,64
1 30,039 20,84
PLA +
Mool 2 30,048 21,83
T10 % 3 30,015 22.36
4 30,077 21,51
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Inkubace ptipravenych sestav byla spusténa v temnu, v uzavieném termostatickém zatizeni
s konstantni teplotou 25 £+ 1 °C. Sestava (vodna faze) byla kazdé dva mésice provzdusnéna
vzduchem na 20 minut. Béhem ptilro¢niho procesu biologického rozkladu byly prabézné
monitorovany aktualni koncentrace rozpusténého kysliku a hodnoty pH ve vodném médiu,
méfeny zmény ve struktuie zkousenych pevnych vzorki pomoci FTIR a zaznamenany jejich

hmotnostni Ubytky s celkovym vizudlnim hodnocenim.

8.5 Vypocet biologického rozkladu

Procento biologického rozkladu dle TSK

Substratova biologicka spotieba kysliku referencniho a zkusebniho materidlu byla vyjadiena
odectenim primérnych hodnot biologické spotieby kysliku slepého stanoveni od hodnot bi-
ologické spotteby kysliku testovanych vzorki v kazdém casovém intervalu, a poté vydélena
aktualni koncentraci testovaného vzorku v biometrické lahvi. Ziskand hodnota substratové

BSK je uvadéna v jednotkdch mg spotfebovaného kysliku na mg testované¢ho vzorku.

Procento biologického rozkladu bylo vyjadieno podilem hodnot substratové BSK a speci-

fické teoretické spotieby kysliku (TSK), jehoz vypocet je vyjadien nasledujici rovnici 3.

Drsk = —BSI,(F‘;ZK__fVSZKSS 100 ®)
Kde
Drsk je procento biologického rozkladu dle TSK [%];
BSKvz naméfena biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku v ¢ase t [mg/1];
BSKss nameéiena biologicka spotfeba kysliku slepého stanoveni v ¢ase t [mg/1];
TSK teoreticka spotieba kysliku testovaného vzorku [mg/mg];
cvz aktudlni koncentrace testované¢ho vzorku v biometrické 1ahvi [mg/1].

Specificka TSK potfebna na uplnou oxidaci organické slouceniny byla vypoctena z moleku-

lového vzorce dle nize uvedené rovnice 4:
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16[2C + 2(H - C1 - 3N) + 35 + 3P + 2Na - 0| )
TSK = 2 22
Mr
Kde
TSK je teoreticka spotieba kysliku [mg/mg];
Mr relativni molekulova hmotnost kontrolni slouc¢eniny;

C,H,CLN, S, P,Na, O relativni molekulové hmotnosti prvkil zastoupenych v kon-

trolni slouceniné.

Vypocet hmotnostniho ubytku

m, (5)
m=—"-100
my
Kde
m hmotnostni ubytek [%]
mi pocatecni hmotnost zkuSebniho téliska [mg]

mp hmotnost zkusebniho téliska na konci testu [mg]

SEM - Skenovaci elektronova mikroskopie

Po 164 dnech stanoveni biologické degradace byly odebrany dvé série vzorki zkusebnich
material na analyzu SEM. U prvni odebrané série vzorkt, byl jejich povrch jemné ocistén
pomoci destilované vody a papirové utérky, tak aby nedoslo k mechanickému poskozeni.
Po vytazeni vzorkll ze zkuSebniho média u druhé série, nebylo provedeno jejich ocisténi.
Nasledovalo suseni v§ech odebranych vzorktli po dobu tfi dnli v exsikatoru nad silikagelem
ptiteploté 25 = 1 °C. Poté byly vzorky nasttihany do optimalniho tvaru (¢tverecek o rozméru
50 x 50 mm) a analyzovany na rastrovacim elektronovém mikroskopu Phenom Pro X vyba-

veny sadou Pro Suite; Phenom-World BV.

Pomoci metody SEM dopadaji elektrony na pozorovany preparat a interakci s hmotou vyrazi
ze vzorku elektrony. Excitované elektrony jsou poté pomoci vhodného potencialu ptitaho-
vany na detektory, které vytvari signal upraveny pro zpracovani v zobrazovacim systému.

Zobrazovacim systémem miiZze byt obrazovka, na niz se vytvaii pfisluSny obraz rastrovanim
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elektronového paprsku po snimané plose. Vyslednym obrazem je snimek zachycujici povr-

chovou morfologii sledovaného preparatu.

FM - Fluorescen¢ni mikroskopie

Po 164 dnech stanoveni biologické degradace byla odebrana série vzorkl zkuSebnich mate-
rialti na analyzu FM. Hned po jejich odbéru byly vzorky oplachnuty, polozeny na podlozni
sklicko a barveny roztokem fluorescen¢ni barvy po dobu 30ti sekund. Tento indikacni roztok
obsahoval 1 ml destilované vody; 1,5 pl roztoku A a 1,5 pl roztoku B. Roztok A a B zahr-
noval kombinaci barviva SYTO®9 a propidium jodidu. Barvivo SYTO®?9 se vaze na bak-
teridlni membranu, nac¢ez dochézi k oznaceni zivych i nezivych mikroorganismti. Propidium
jodid je vdzano na DNA mikroorganismu, ov§em dany mikroorganismus musi mit poruse-
nou membranu, pfes kterou mize proniknout a navazat se. Proto barvivo propidium jodid
je indikatorem pouze mrtvych mikroorganismt, diky jejich porusené membrané. Pii nava-
zani barviv SYTO®9 1 propidium jodidu na mrtvé mikroorganismy, dochazi ke snizeni flu-
orescence SYTO®?9, kviili pisobeni propidium jodidu. Proto mikroorganismy oznacené bar-

vivem SYTO®?9 jsou oznacovany za zivé a propidium jodidem za mrtvé.

Pouzity indikac¢ni roztok byl po obarveni analyzovaného vzorku odsan. K odstranéni nepfti-
chyceného barviva byl vzorek 1 x proplachnut destilovanou vodou a nasledn¢ mikroskopo-
van na fluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX53. Dodanim energie pomoci svétla o urcité
vlnové délce dochazi k excitaci barviv, coz zpusobi jejich fluorescenci. SYTO®9 ma exci-
taéni maximum pii 480 nm a propidium jodid pii 490 nm. Tyto vinové délky byly dosaZeny
pouzitim filtru 3 pro excitaci barviva SYTO®9 a filtru 5 pro excitaci barviva propidium

jodidu. Pro vyhodnoceni dat v podob¢ snimki, byl vyuzit software: cellSens.

FTIR - Infradervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

FTIR patii mezi spektroskopickou metodu, ktera je zaloZena na absorpci infracerveného za-
feni pii prichodu vzorkem, pfi niz probéhnou zmény rota¢né vibracnich energetickych stavii
molekuly v zavislosti na zménach dipélového momentu molekuly. Vysledné infracervené
spektrum je funkéni zavislosti energie vyjadiené v jednotkach absorbance nebo procentech

transmitance na vinové délce dopadajiciho zateni.*’
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Béhem hydrolytického stanoveni a stanoveni biologické rozlozitelnosti zkusebnich materi-
alt, byly pribéZné odebirany vzorky na analyzu FTIR. Pfi kazdém odbéru byl povrch jed-
notlivych vzorkli jemné ocistén pomoci destilované vody a papirové utérky s opatrnosti
k mechanickému poskozeni. Nasledn¢ probéhlo suseni vzorkl v exsikatoru nad silikagelem
pii teploté 25 + 1 °C do konstantni hmotnosti (doba suseni cca 7 dni). Vzorky byly analyzo-
vany na infra¢erveném spektrometr Nicolet Is10, Thermo scientific s ATR nadstavcem a di-

amantovym krystalem a méfeny vzdy na tfech mistech.

Pro experiment byla vyuZita konkrétni technika zeslabeného UpIného odrazu neboli metoda
ATR. Podstatou této metody je jednoduchy ¢i vicenasobny odraz zafeni na fdzovém rozhrani
meétfeného vzorku a méticiho krystalu s dostatecné vysokym indexem lomu. Ve vzorku, ktery
je v dokonalém kontaktu s méficim ATR krystalem, vznika pii Gplném odrazu na rozhrani
opticky hustSiho prostiedi (ATR hranol) s prostfedim opticky fidSim (vzorek) zeslabujici
se absorp¢ni (evanescentni) vlna, ktera klesa exponencialné se vzdalenosti od rozhrani (¥a-

dové v um).¥’
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9 VYSLEDKOVA A DISKUSNI CAST

Bylo provedeno stanoveni aerobni biodegradace neplovoucich polymernich PLA materiali
na rozhrani vody a sedimentu, pomoci kvantitativni metody biologické spotieby kysliku.
Postup byl realizovan dle mezindrodni normy ISO 19679 a aplikovan na fi¢ni sedimentarni

oblast.

9.1 Stanoveni hydrolyzy

Soubézné se stanovenim aerobni biodegradace byl spustén test na abiotickou degradaci zku-

Sebnich materiald.

Pocatek testu: 14. 8. 2020 3. odbér: 2. 12. 2020
1. odbér: 15.9. 2020 4. odbér: 3. 2. 2021
2. odbér: 16. 10. 2020 5. odbér: 6. 4. 2021

Pomoci elementarni analyzy (Automatic Elementar Analyzer CHNS, Thermo Fisher Scien-
tific Inc.) bylo ve zkusebnich PLA materialech stanoveno procentualni zastoupeni uhliku,
potiebného pro konecné vyhodnoceni stupné hydrolyzy. NiZe jsou uvedeny naméiené hod-

noty pro jednotlivé materialy.

L PLA: (50,11 +0,01) %

I.  PLA+TS5%: (51,13+0,01)%

L PLA +M 20 %: (49,24 + 0,10) %

IV.  PLA+M20%+L0,5%: (51,25 = 0,04) %
V.  PLA+M+L+T25%: (50,61 +0,04) %
VL. PLA+M+L+TS5%: (50,28 = 0,02) %
VIL PLA+M+L+T10%:(49,13+0,01) %

V prubéhu stanoveni byla sestava lahvi oznacena ¢isly 1, 2 a 3 ur¢ena k monitorovani hodnot
TC v kapalnych vzorcich (tabulka 7) a z naméfenych dat byly vypocteny jednotlivé stupné
hydrolyzy, které jsou uvedeny v tabulce 8. Po ukonceni testu (5. odbér —273 dnt) byly pevné
zkuSebni materialy z téchto 3 sestav odebrany, vysuSeny do konstantni hmotnosti a stano-

veny jejich kone¢né hmotnostni ubytky (tabulka 9).
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Soubézna lahev Cislo 4, byla uréena k nize uvedenym analyzam pro sledovani abiotické de-
gradace — hydrolyzy. U pribézné odebranych pevnych zkusebnich vzorkt z této 1ahve, bylo
po vysuseni do konstantni hmotnosti provedeno vizualni pozorovani a nasledné potizeny

zdznamy zmeén v jejich struktuie pomoci FTIR.

Tabulka 7: Stanoveni hydrolyzy — namétené hodnoty TC v kapalném vzorku.

Cislo TC [mg/l]

Vzorek lahve 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér 5. odbér

(32 dnd) | (63dnt) | (110dnd) | (176 dnd) | (273 dnt)
1 6,75 7,20 7,66 8,03 9,39
PLA 2 6,52 8,03 11,73 9,63 10,68
3 5,58 7,00 9,92 8,73 9,84
AL 1 5,23 7,24 8,19 9,28 10,04
Sy 2 7,18 7,88 8,14 8,63 9,73
3 6,97 7,80 8,92 8,74 10,33
1 61,50 70,62 75,40 79,55 83,75
AL 5 2 62.37 71.26 76,57 80.26 84,23

M 20 % ’ d d d d

3 65,26 74,46 79,99 83,06 87,08
PLA + 1 40,46 67,21 71,77 75,21 80,61
M 20 % + 2 67,60 77,56 82,96 87,91 92,07
L 0,5% 3 60,37 70,51 72,82 81,10 82,92
PLA + 1 74,16 78,20 80,99 83,70 87,71
M+L+ 2 68,95 77,92 80,24 82,79 86,45
T 2,5 % 3 76,28 83,20 84,99 93,14 91,19
PLA + 1 69,81 81,34 83,11 85,63 89,12
M+L+ 2 73,74 80,75 82,03 83,84 87,16
T5% 3 70,66 78,97 81,08 81,64 84,86
PLA + 1 67,24 75,02 77,23 78,58 82,22
M+L+ 2 71,70 81,05 83,24 85,44 88,89
T10% 3 71,21 79,84 81,13 83,68 88,60
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Tabulka 8: Stanoveni hydrolyzy — stanoveny stupeit hydrolyzy u zkuSebnich materialt
(prameér + smérodatna odchylka).

. STUPEN HYDROLYZY [%]
Wiarick {zﬁiz 1.odbér | 2.odbdr | 3.odber | 4.odbér | 5.odbér
(32 dnt)) | (63 dnti) | (110 dnd) | (176 dnd)) | (273 dni)
1 12 13 1.4 1.4 1,7
2 1.4 1,7 2.5 2.0 2.2
PLA 3 11 1.4 2.0 1,8 2,0
Primér: | 1,2+01 | 15202 | 20204 | 1,702 | 2,0£02
1 1,0 1 .4 1,6 1,8 1,9
PLA + 2 1.4 1,6 1,6 1,7 2,0
T5% 3 1,4 1,6 1.8 1.8 2.1
Pramér: | 1,3+02 | 1,501 | 1,7£0,1 | 1,80 | 2,0=0
1 12,5 143 153 16,2 17,0
PLA + 2 12,5 14,3 153 16,1 16,9
M 20 % 3 12,5 14,2 153 15,9 16,7
Primér: | 1250 | 143+0 | 1530 | 16,101 | 16,1 0,1
1 7.3 12,1 13,0 13,6 14,6
M%$£+ 2 13,1 15,1 16,1 17,1 17.9
L0.5% 3 11,0 12,8 13,2 14,7 15,1
Primér: | 10,5+2.4 | 13313 | 141+1,4| 151+1,5 | 159< 1,5
1 14,7 15,5 16,0 16,5 17,3
PLA + 2 13,5 153 15,7 16,2 16,9
M+ L+
50 3 14,0 15,3 15,6 17,1 15.1
Primer: | 14,1 0,5 | 154+0,1 | 158+02 | 16,6+04 | 164+ 1,0
1 12,6 14,7 15,0 15,5 16,1
PLA + 2 13.4 14,7 14,9 15,2 15,9
M+ L+
=i 3 13,1 14,7 15,1 152 15,8
Primer: | 13,003 | 147+0 |150+0,1 | 153=0,1 | 159+0,1
1 13,5 15,1 15,6 15,8 16,6
PLA + 2 13,5 153 15,7 16,1 16,8
M+L+
T 10 % 3 13.8 15,4 15,7 16,2 17,1
Pramér: | 13,6 40,1 | 153+0,1 | 157+0 | 16,002 | 16,8 +0,2




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Tabulka 9: Stanoveni hydrolyzy — procentualni hmotnostni ibytek zkusebnich materialti
po 273 dnech (5. odbér).

Cislo Pocate¢ni | Koncova HMOTNOSTN{ Pr}‘.’lmér ,
Vzorek <. .| hmotnost | hmotnost , + smérodatna
méteni UBYTEK [%]
[mg] [mg] odchylka
1 56,13 56,09 0,07
PLA 2 47,68 47,65 0,06 0,07 £ 0,01
3 49,50 49,46 0,08
. 1 51,10 50,38 1,41
T5% 2 48,52 47,81 1,46 1,45 +0,03
3 48,80 48,08 1,48
A 1 50,01 42,12 15,78
M 20 % 2 50,67 42,52 16,08 16,01 £ 0,17
3 53,08 44,50 16,16
PLA + 1 54,01 45,83 15,15
M 20 % + 2 50,22 42,52 15,33 15,28 £0,10
L0,5% 3 53,66 45,41 15,38
PLA + 1 49,97 41,41 17,13
M+L+ 2 50,47 41,64 17,50 17,28 £0,16
T25% 3 53,88 44,61 17,21
PLA + 1 55,09 47,50 13,78
M+L+ 2 54,69 46,93 14,190 13,98 £0,02
T5% 3 53,49 46,01 13,98
PLA + 1 50,53 42,99 14,92
M+L+ 2 53,99 46,05 14,71 14,76 £ 0,12
T10 % 3 52,65 44,94 14,64




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Piehled vysledkt z abiotické degradace — hydrolyzy, byl vyjadien pomoci grafické zavislosti

vyhodnocenych stupnii hydrolyzy na ¢asovém useku (obrazek 17).
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Obrazek 17: Pribeh abiotické degradace zkusebnich materialti — stupen hydrolyzy.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze inkubacni teplota 25 °C je pftili§ nizka na hydrolyticky
rozklad PLA materidlu a je zde ptedpoklad, ze doslo pouze k uvolnéni celkového uhliku
z ptitomnych aditiv (M a L) obsazenych ve smési a nejedna se tak o samotnou hydrolyzu

PLA.

U PLA a smési PLA + T 5 %, byl zaznamenan 2% stupen hydrolyzy po 8mi mésicich. Z po-
fizeného zdznamu pribézného vizualniho pozorovani (obrazek 18) lze fici, Ze u téchto dvou
zminénych vzorkli nedoslo k zadné viditelné zmén¢ materidlu a také u nich byly naméteny
1 nejnizs$i procentudlni hmotnostni Ubytky. U ostatnich zkuSebnich materidld (PLA +
M 20 %; PLA+M20%+L0,5%; PLA+M+L+T2,5%;PLA+M+L+T5%aPLA+
M+ L+ T 10 %) byla zaregistrovana vizualni zména barvy materidlu uz pfi prvnim odbéru.
Po uvolnéni aditiv se z prihlednych materialt staly neprihledné s mléénym zabarvenim
a nejvyssi procentudlni hmotnostni bytek byl naméten u smési PLA+ M + L+ T 2,5 %.
Po 8 mésicich byly u téchto péti zminénych zkusebnich materialii zaznamenany stupné hyd-
rolyzy od 16 - 17 %, coz ptevazné odpovida ptibliznému obsahu celkového uhliku v aditi-
vech M a L ve smésich s PLA. Vyrazny narust hydrolytického stupné¢ mtizeme vidét do prv-

nich dvou mésicli, béhem kterych doslo k vétSinovému uvolnéni aditiv, poté je sledovany
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stupenl uz témef konstantni a lze dedukovat, ze abioticky rozklad (hydrolyza) samotného

PLA neprobiha.

Procentualni hmotnostni ibytek PLA materialu byl po 273 dnech abiotické degradace témet
nulovy. Podle ziskanych procentudlnich dat hmotnostnich ubytka u jednotlivych materiala
(tabulka 9) 1 na zaklad¢ posouzeného hydrolytického rozkladu Ize usoudit, ze ziskan¢ hmot-
nostni ubytky u jednotlivych zkuSebnich materiali, odpovidaji pouze hmotnostem uvolné-

nych aditiv ze smési s PLA pfi abiotické degradaci.

6.4.2021

Obrazek 18: Stanoveni hydrolyzy — pribézné vizudlni pozorovani abioticky degradova-
nych zkusebnich materiali.

Pro detailni informace o pribézném degrada¢nim mechanismu zkuSebnich materialt v po-
dobé zmén ve struktute, byla vyuzita technika FTIR. V zaznamenanych spektrech, ktera jsou
dolozena v ptiloze (obrazky 46, 48, 50, 52, 54, 56 a 58), byly identifikovany urc¢ité zmény
ve struktuie materiald. Sledovany specificky pik typicky pro esterovou vazbu PLA je dete-
kovan pfi hodnoté vinoétu 1750 cm™. B&hem stanoveni doslo u jednotlivych zkusebnich
materiali k jeho mirnému poklesu, to naznacuje, Ze dochazi k ¢aste¢né degradaci této vazby,

coz odpovidé detekovanému 2% stupni zaznamenané hydrolyzy u PLA materidlu.

9.2 Stanoveni biologické rozlozitelnosti

Test na aerobni biologickou rozlozitelnost zkusebnich materiald trval celkem 164 dni.
Pro jednotlivé PLA materidly byla vypoctena TSK, potfebnd ke kone¢nému vyhodnoceni
stupné biodegradace. NiZe jsou uvedeny vypocitané hodnoty vyjadiené v mg kysliku na mg

zkuSebniho materialu.
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L PLA: 1,333 mg/mg

II. PLA+T5 %: 1,266 mg/mg

.  PLA+M 20 %: 1,444 mg/mg

IV. PLA+M20%+LO0,5%: 1,449 mg/mg
V. PLA+M+L+T2,5%: 1,417 mg/mg
VL. PLA+M+L+T5%: 1,383 mg/mg
VII. PLA+M+L+T10%: 1,317 mg/mg
VIII. M+ L: 2,186 mg/mg

IX. Celuloza (referencni material): 1,032 mg/mg

9.2.1 Screeningova zkouSka

Pii vybéru zkuSebniho média byla v ramci screeningovych testii biologického rozkladu
na rozhrani sediment / voda, zvolena tii odbérova mista — u pramene a cca 1 km od pramene
z feky Kopfivnicky, a dale z feky Dievnice. ZkuSebni médium bylo vybirdno s predpokla-
dem dobrého mikrobidlniho oziveni a s ohledem na vhodny obsah uhliku v sedimentu, ktery

je normovan v rozmezi 0,1 - 2 %.

Screeningové testy béhem stanoveni prokazaly, ze zkuSebni médium odebrané z feky Diev-
nice prokazovalo nevyhovujici biologické oZiveni, protoZe v ramci jednomési¢niho testo-
vani doslo k vyraznému pfemnozeni nitének v sedimentu, které negativné ovlivnili stanoveni
v podobé zaznamenané vysoké biologické spotieby kysliku. Médium tak bylo vyhodnoceno
za nevyhovujici pro stanoveni. Vzorek zkusebniho média z feky Kopftivnicky, odebraného
u pramene, naopak po mésicni zkousce vykazoval nizké mikrobidlni zastoupeni. Biologicka
spotieba kysliku byla zaznamendna na dolni hranici meze detekce pfistroje OxiTop®Con-
trol, a proto toto médium bylo také vyhodnoceno jako nevyhovujici pro stanoveni, avSak
vysledek testu naznacoval dobrou spolehlivost — nedochazelo k vyraznym odchylkdm bio-
logické spotteby kysliku v ramci jednotlivych stanoveni. Proto byl dal$i odbér proveden
ze stejné feky, ale cca 1 km dale od pramene za pfedpokladu vyssiho mikrobidlniho oziveni.
Po mési¢nim screeningovém testu byl predpoklad potvrzen a zkusebni médium bylo vyhod-

noceno za nejvhodnéjsi volbu ze vSech testovanych médii.

U vybraného zkusebniho média byla provedena analyza TOC ve vodé¢ - 24,26 mg/l a pomoci
elementarni analyzy byla stanovena hodnota uhliku v sedimentu - 1,92 %, ktera splnila nor-
mované rozmezi. Zkusebni médium tak bylo zvoleno k dal§imu testovani pro stanoveni bi-

ologickeé rozlozitelnosti PLA materiali ve vodném prostiedi.
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Z hlediska testovaciho poméru zkuSebniho média voda : sediment, ktery je taktéz limitovan
normou na rozmezi 3 : 1 az 5 : 1, byly screeningové testy spustény v nasledujicich pome-
rech—3:1,4:1a5: 1. Biologické spotieba kysliku byla pfistrojem OxiTop®Control nej-
1épe detekovatelna pii poméru 5 : 1, a proto byl tento objemovy pomér vybran pro nasledny
zkusebni test. Podle zvoleného poméru zkusebniho média, byla v souladu s normovanou
metodou vypocitdna i odpovidajici hmotnost zkusebniho a referencniho materialu s piibliz-

nou testovaci koncentraci 196 mg/I #i¢ni vody a sedimentu.

9.2.2 ZKkuSebni test

Na zaklad¢ vysledki uvedenych v kap. 9.2.1, byl zkuSebni test zaveden s médiem odebra-
nym z feky Kopfivni¢ky v Kopfivnici; cca 1 km od pramene v objemovém poméru 5 : 1.
Naméiené hodnoty biologické spotieby kysliku pro referen¢ni (obrazek 19) a zkusebni PLA
materialy (obrazky 20 - 27), byly vyjadieny pomoci grafickych zéavislosti biologického roz-
kladu na ¢ase. Pozn.: zaznamenané kiivky celkové biologické spotieby kysliku s oznacenim
ER odpovidaji endogenni respiraci. Oznaceni 1 - 3 udava poradové Cislo méfeni pro refe-

renéni a zkuSebni materialy.
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Obrazek 19: Zkusebni test — celkova BSK pro referencni material.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

59

3000
= 2000
S0
)
-
n
/M
1000
0 1 1
80 120 160
Cas |den]
=] —2 3 —e—ER

3000 o
2000
)
E /
S
»
4]
1000
0 1 1 1 1
0 40 80 120 160
Cas [den]
=] —_2 3 —e—ER

Obrazek 20: Zkusebni test — celkova BSK

pro PLA.
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Obrazek 22: ZkusSebni test — celkova BSK
pro PLA + M 20 %.

Obrazek 21: ZkusSebni test — celkova BSK

pro PLA +T 5 %.
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Obrazek 23: ZkuSebni test — celkova BSK
pro PLA+M 20 % + L 0,5 %.
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Obrazek 24: ZkuSebni test — celkova BSK  Obrazek 25: ZkusSebni test — celkova BSK
pro PLA+M+L+T2,5%. proPLA+ M+ L+ TS5 %.
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Obrazek 26: ZkusSebni test — celkova BSK ~ Obrazek 27: ZkusSebni test — celkova BSK
pro PLA+ M+ L+ T 10 %. pro M + L.
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Piehledy vysledkt z vypoctenych procent biologickych rozkladd, byly také vyjadfeny po-
moci grafickych zavislosti. Vynesené primérné procenta biologickych rozkladi pro refe-
rencni a zkuSebni PLA materidly jsou zaznamenany na obréazcich 28 a 29 v zavislosti
na ¢ase. Vypocitana hodnota Drsk pro referen¢ni material 2 vykazovala na konci stanoveni
nevypovidajici zdpornou hodnotu v diisledku mozné technické zavady (netésnost systému).
Z tohoto diivodu bylo toto méteni (2) vyfazeno ze stanoveni. Pozn.: Namétené hodnoty cel-
kové BSK pro zkuSebni a referencni materialy, byly pfepocitany na skutecny objem zkuseb-
niho média v jednotlivych biometrickych lahvich v zavislosti na softwarove nastaveném ob-
jemu v pfistroji OxiTop®Control (V = 30 ml). Tento limitujici, sw nastavitelny objem byl

zvolen s ohledem na pozadovany rozsah méteni BSK pfistroje OxiTop®Control.
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Obrazek 28: ZkuSebni test — vypocitané hodnoty biologického rozkladu pro referen¢ni ma-

terial.
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Obrazek 29: Zkusebni test — vypocitané hodnoty biologického rozkladu pro zkusebni PLA

materidly.

Zaznamenané kiivky celkové biologické spotieby kysliku pro referencni (obrazek 19) a zku-

Sebni PLA materidly (obrazky 20 - 27), poukazuji na fakt vysoké respirace v pozadi (sl. po-

kus — endogenni respirace), kterd mohla zpisobit poklesy BSK hodnot do ptiblizné 60. dne

stanoveni. Nasledn¢ se tento trend promitnul 1 do vypocitanych hodnot biologickych roz-

kladi u sledovanych materialti. V prezentovanych biologickych kiivkach na obrazcich 28

a 29 lze tak také registrovat poklesy hodnot do 60. dne stanoveni. Zminény trend je zazna-

menan i u referenéniho materidlu. Ovlivnéni testu vysokou endogenni respiraci nebylo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

u kratkodobych 30dennich screeningovych testii zaznamenéano. Tento negativni vliv se pro-
jevil az v ramci dlouhodobéjsiho testovani u spusténého zkuSebniho testu pfi sledované bi-
ologické rozlozitelnosti zkusebnich materialti. To naznacuje jisté nesrovnalosti v postupu
stanoveni a zkouSka si zdda upraveni metodiky a vhodnéj$i nastaveni systému Oxi-

Top®Control.

K vySe uvedenému je nutno podotknout, ze kapacita adsorbentu CO; byla kontrolovana po
celou dobu stanoveni a k jeji uplné spotiebé nedoslo, protoze indikéator nesignalizoval vy-
¢erpani (nedoslo k barevné zméné indikujici vyCerpani kapacity). V ramci testu Zahn-Well-
ense, ktery byl soub&zn¢ spustén za identickych podminek se zkusebnim testem, byly pra-
bézné sledovany kyslikové poméry ve vodné fazi. Naméiené hodnoty prokdzaly, Ze aerobni
podminky v prostfedi byly dodrzeny, protoze obsah rozpusténého kysliku ve vodné fazi ni-

kdy neklesl pod 3 mg/I.

Jako nejpravdépodobné;jsi pficinou vysokych hodnot endogenni respirace se jevi nedostacu-
jici doba aklimatizace zkuSebniho média pfed zahajenim testd. V normé neni blize specifi-
kovéana casovéa doba aklimatizace zkuSebniho média pfed zahdjenim experimentu. Apliko-
vana 24 hodinova aerace vzduchem na zkuSebni médium, byla béhem dlouhodobého stano-
veni biologické spotteby kysliku vyhodnocena za nedostacujici, a proto je nutné pii tprave
metodiky prodlouzit aklimatizaci zkusebniho média tak, aby se snizil obsah organickych la-
tek a tim vysoké respirace v pozadi. Vhodnym feSenim se jevi také zavedeni michani vodni
hladiny specidln¢ navrzenymi plovoucimi magnetickymi michadly podle studie Brissoulise
a kol.*S. Pomoci michadel by byl zajistén dobry piestup kysliku z plynné fize do kapalné
a nasledné do horni vrstvy sedimentu a na druhé strané i dobry ptestup vyprodukovaného
CO; do plynné faze k adsorpci na sorbent. Podle ptfedpokladii, by tak mohlo dojit ke snizeni
variability vysledki a zlepSeni pfesnosti metodiky. Toto feSeni se v ramci diplomové prace
nepodafilo z ¢asovych diivodll ovéfit, nebot’ dané informace ze studie Brissoulise a kol.*®
byly ziskdny az po zah4jeni sté¢Zejniho experimentu. Nicméné u dat, kterd byla namétena pii
stanoveni biologické rozlozitelnosti zkuSebnich materialt v této praci, lze sledovat urcity

trend pfevazné od 60. dne testu, ktery vypovida o jisté biodegradovatelnosti materiali.

U vysledku biodegradace Cisté PLA byl po 164 dnech testu zaznamenan pokles BSK az
na hodnotu BSK/TSK -2 %, nicméné pokud se podivame na hodnoty celkové BSK pro PLA
(obrazek 20) ve srovnani s hodnotami BSK piipadajicimi na endogenni respiraci je patrné,

ze za testovanych podminek biologicky rozklad samotného PLA neprobihd, a nebo probiha



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

jen velmi pomalu. Na obrazku 29 mtzeme vidét, ze zvolena aditiva M, L i T pozitivn€ ovliv-
nila biologicky rozklad PLA. Nejvyssi rozklad byl zaznamenan u smési PLA+M +L+ T
2,5 %, ktera se rozlozila z 39 %. Stejnd testovand smeés s vysSim procentudlnim zastoupenim
plnidla T (PLA + M + L + T 10 %) byla rozlozena z 36 % a smés PLA+ M+ L+ T 5 %
z 21 %. Bylo tedy zjisténo, ze procentualni piidavek plnidla T v testované smési, vyssi nez
2,5 %, castecné snizi biodegradabilitu sledovaného materidlu PLA. Nejnizsi biodegradabi-
litu z testovanych smési vykazovala smés PLA +5 % T, jejiz rozklad byl na konci zkousky
6%, a bylo prokazano, Ze ptidavek aditiv 20 % M + 0,5 % L do smé&si PLA + T 5 %, ptivétivé
ovlivnil rychlost biodegradace PLA materidlu (Drsk PLA+ M+ L+T5 % =21 %).

ZkuSebni smés PLA + M 20 % byla na konci stanoveni rozlozena z 15ti %. Z vysledkt bio-
logické rozloZitelnosti testované smési PLA + M 20 % + T 0,5 % lze vydedukovat, Ze pfi-
davek 0,5% aditiva L do smé&si PLA + M 20 % pozitivné ovlivnil biodegradaci materidlu
a tato smés (PLA + M 20 % + L 0,5 %) byla rozlozena z 32 %. Do stanoveni byla zafazena

1 smés pouhych aditiv M a L, jejichz biologicky rozklad byl na konci zkousky 37%.

U zkuSebniho testu na biologicky rozklad byly podminky stanovené normou zkontrolovany
zejmeéna pro referencni materidl, u které¢ho stupent biodegradace dosahl 60 % do 180 dni
arozdil mezi procentualni biodegradaci referenéniho materidlu v jednotlivych biometric-
kych lahvich (referen¢ni material 1 a 3) byl na konci zkouSky v priméru mensi nez 20 %

(obrazek 28). Primérny biologicky rozklad celulézy byl 68 % za 164 dni.

U zkuSebnich materialii byla po 164 dnech zkousky provedena SEM a fluorescenéni mikro-

skopie (FM). Zaznamenané vysledky jsou uvedeny niZze.

Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomoci SEM byly potizeny snimky zachycujici povrchovou morfologii sledovanych zku-

Sebnich materialt s 3000 x zvétSenim.

Na potizenych SEM snimcich (obrazky 30 - 36), které maji oznaceni 1, jsou uvedeny zku-
Sebni vzorky po biodegradaci, jejichZ povrch byl jemné oc€istén, tak aby nedoslo k mecha-
nickému poskozeni. Na SEM snimcich s oznacenim 2, jsou uvedeny vzorky po biodegradaci,

které nebyly po vytazeni ze zkuSebniho média ocistény.

Nejvetsi povrchové zmény v podobé drobnych trhlin a prasklin byly zaznamenény u smési
PLA+M+L+T25%; PLA+M+ L+ T 10 %; a také u smési s aditivy M a L bez
zastoupen¢ho plnidla T (PLA + 20 % M + L 0,5 %). U téchto materialti byla prokazana
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1 nejucinnéjsi biodegradovatelnost ve spusténém zkusebnim testu na stanoveni biologické
rozloZitelnosti. Zmé&nu povrchové morfologie materidlu v podobé mikrotrhlin, vykazovala
1 smés PLA + M 20 %, u které byla zjiSténa druha nejnizsi biodegradabilita ze vSech testo-
vanych smési (Dtsk PLA + M 20 % = 15 %). VysSe zminéné materialy po biotickém rozkladu
vykazovaly vyrazng€jsi kiehkost, protoze pritomna aditiva v uré¢itém pomeéru ve smési s PLA

byla biologicky dobte odbouratelna.

U neocisténych vzorkl jde kromé vyraznych necistot vidét i jejich povrchova kolonizace

mikroorganismy, ktera byla nasledné sledovana pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Obrazek 30: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA 1 (vlevo)
a 2 (vpravo).

SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + T 5%
1 (vlevo) a 2 (vpravo).

Obrazek 31:
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Obrazek 32: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 %
1 (vlevo) a 2 (vpravo).

Obrazek 33: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 % +
T 0,5 % 1 (vlevo) a 2 (vpravo).
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BSD Full ;

Obrazek 34: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M + L +
T2,5% 1 (vlevo) a 2 (vpravo).

Obrazek 35: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M + L +
5% T 1 (vlevo) a 2 (vpravo).
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Obrazek 36: SEM - modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M + L +
T 10 % 1 (vlevo) a 2 (vpravo).

Fluorescenc¢ni mikroskopie

Po ukonceni zkuSebniho testu na biologickou rozlozitelnost, byly pevné zkusebni materialy
analyzovany pomoci optické metody FM. Pozorovani probéhlo na fluorescenénim mikro-
skopu Olympus BX53. NiZe potizené snimky (obrazky 37 - 43) jsou 20 x zvétSeny a jejich
oznaceni (1 a 2) udava Cislo poradového méfeni. Zelena barva znazoriiuje zivé mikrobialni
osidleni na povrchu zkusebniho materidlu, ¢ervend barva charakterizuje jiz mrtvé mikroor-

ganismy.

Obrazek 37: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA 1 (vlevo) a 2 (vpravo).
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gnifcation: 20 Magificaton: 20x

Obrazek 38: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA +5 % T 1 (vlevo) a 2
(vpravo).

Obrazek 39: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 % 1 (vlevo) a 2
(vpravo).

Obrazek 40: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 % + L 0,5 % 1
(vlevo) a 2 (vpravo).
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Magpification: 20 x Gl o Magnification: 20 x

Obrazek 41: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+ M+ L+ T 2,5 % 1
(vlevo) a 2 (vpravo).

[ [

Obrazek 42: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+ M+ L+T 5 % 1
(vlevo) a 2 (vpravo).

Wagnicaton: 20

Obrazek 43: FM — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+ M+ L+ T 10 % 1
(vlevo) a 2 (vpravo).

Po zhodnoceni fotografii z FM lze fici, Ze u materiald PLA + M 20 % + L 0,5 % a PLA +
M+ L+T2,5% (obrazky 40 a 41) doslo k nejvyraznéjsi povrchové kolonizaci vzorkli mi-

kroorganismy, coz vypovida i o jejich dobré biodegradabilité. Pfitomnost aditiv M, L i T



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

v ur¢itém pomeéru ve smeési s PLA, méla tak pozitivni u¢inek na zvySeni mikrobidlniho osid-

leni v porovnani se vzorkem ¢isté PLA (obrazek 37).

9.2.3 Modifikovany Zahn-Wellens test

Hodnoceni zkuSebnich materialt v pribéhu stanoveni biologické rozloZitelnosti probéhlo

také dle modifikovaného Zahn-Wellens testu.

Pocatek testu: 12. 10. 2020 2. odbér: 13. 2. 2021

1. odbér: 7. 12. 2020 3. odbér: 7. 4. 2021

V tabulce 10 jsou zaznamenany koncentrace rozpusténého kysliku a hodnoty pH ve vodném
médiu, které byly v pribéhu Zahn-Wellensova testu monitorovany. Za uc¢elem udrzeni ae-
robnich podminek, stejné jako u zkusebniho testu s uzavienym respirometrickym systémem,
byla zkousend sestava kazdé dva mésice 20 minut provzdusiiovdna. Vyrazny pokles rozpus-
téného kysliku byl zaregistrovan po 3. odbéru u smési: PLA + M 20 %; PLA + M 20 % +
L05%aPLA+M+L+T2,5%,1pfesto byly dodrzeny aerobni podminky. Béhem testu
mezi 120 a 164 dnem byl registrovan vysoky nariist BSK hodnot, a proto doslo i k rychlej-

Simu ubytku koncentrace rozpusténého kysliku v médiu.

Nameétend pocate¢ni hodnota pH ve zkuSebnim médiu byla 8.,4.

Tabulka 10: Zahn-Wellens test — namétené hodnoty koncentrace rozpuSténého kysliku
a pH ve vodné fazi zkuSebniho média.

O [mg/1] pH

Vzorek 1.odbér | 2. odbér | 3.odbér | 1.odbér | 2. odbér | 3. odbér

(57 dnii) | (126 dndt) | (179 dnii) | (57 dndi) | (126 dng) | (179 dnd)
PLA 6,45 6,04 6,26 7,05 7,20 7,14
PLA+T5% | 6,15 6,45 6,87 7,59 8,16 7,68
PLA+M20% | 636 6,58 4,16 7,81 7,79 7,14
LAt évi.%/(z Nr el 6,87 4,4 7.1 825 742
PLATZ?S/I(;) LT 666 6,49 4,85 7,99 7,50 741
PLA; évf, Af L1 664 6,37 6,55 8,04 7,71 7,48
PLAT+11(\)/IO/+O L1 669 6,80 6,97 8,08 8,18 8,07
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Nasledujici tabulka 11 obsahuje procentudlni hmotnostni tibytky zkuSebnich materialt z jed-
notlivych odbért. Vyrazné hmotnostni Ubytky byly zaznamenany ve smésich s nejvysSim
procentudlnim zastoupenim vSech testovanych aditiv M, L1 T (PLA+ M+ L+ T 5 %
aPLA+M+ L+ T 10 %), naopak nejniz$i hmotnostni tbytek byl naméfen u pomalu bio-

degradovatelného vzorku PLA, ktery po 164 dnech z vychozi hmotnosti ubyl o0 4,2 %.

Tabulka 11: Zahn-Wellens test — procentualni hmotnostni ubytky
zkusebnich materialt v pribéhu zkousky.

HMOTNOSTNI UBYTEK [%]
Vzorek 1. odbér | 2.odbér | 3. odbér

(57 dnti) | (126 dnd) | (179 dnir)
PLA 0,2 0,9 4,2
PLA+T5% 0,5 8,9 9,0
PLA + M 20 % 4,5 5,5 5,7
PLA +M20%+L0,5% 4,3 4,4 4,7
PLA+M+L+T25% 5,7 6,6 6,8
PLA+M+L+T5% 11,9 12,2 12,8
PLA+M+L+T10% 12,2 17,1 17,4

Legenda k obrazkiim 44 a 45:

I PLA

I PLA+T5%

I PLA+M20%

IV PLA+M20%+L0,5%
V. PLA+M+L+T25%
VI PLA+M+L+T5%
VII PLA+M+L+T10%

Na obrazku 44 je uvedena zavislost procentualni biologické degradace (po 164 dnech)
ve srovnani s hmotnostnimi ubytky (po 179 dnech) u jednotlivych zkusebnich materiala. Dle
usudku byla o¢ekavana urcita korelace mezi hodnotami hmotnostnich ubytkl s biodegrada-
bilitou materiali hodnocenou dle BSK/TSK, avsak ze ziskanych dat vyplyva, Ze u materialt
PLA (I); PLA + M 20 % (III); PLA+M 20 % + L 0,5 % (IV); PLA+ M+ L+ T 2,5 % (V)

aPLA+M+L+T 10 % (VII) nebyla zaznamendna korespondujici zavislost hmotnostnich
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ubytki (svétle modré sloupce) s jejich procentudlni biologickou rozlozitelnosti (tmavomodré
sloupce) a vzorky vykazovaly zna¢ny nepomér oproti materialim PLA + T 5 % (II) a PLA +
M+L+TS5 % (VI).

40
35
30
25
20
15
10
oy
-
P I 11 I v \% VI VII

m D TSK [%] B Hmotnostni tbytek [%] (3. odbér)

Obrazek 44: Srovnani kone¢né biodegradace zkuSebnich materialti (po 164 dnech) s jejich
hmotnostnimi tibytky na konci Zahn-Wellensova testu (po 179 dnech).

Na nize dolozeném obrazku 45 jsou zaznamenany fotografie z vizualniho hodnoceni pri-

béhu biologické rozlozitelnosti jednotlivych zkuSebnich materiala.

Obrazek 45: Modifikovany Zahn-Wellens test — pritbéZné vizualni pozorovani biologicky
degradovanych zkuSebnich materiald.
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U odebranych zkusebnich materialt byly jiz po prvnim odbéru stanoveni biologické rozlo-
Zitelnosti, zaznamendny viditelné zmény v barvé 1 struktufe (obrazek 45). Vyraznou zménu
barvy lze zaznamenat u smési PLA+ M +L+T5%aPLA+M+ L+ T 10 % (VI, VII).
Obsazena aditiva M a L ve zminénych smésich byla rychleji biologicky odbourana, coz zpi-
sobilo migraci plnidla T (pevné ¢astice - pyrogenni oxid kiemicity) k povrchu materialu
a tudiz i jeho barevnou zménu v podobé celoplosného mlééného zbarveni. Dle FM na téchto
vzorcich nedochdzelo k vysoké povrchové kolonizaci mikroorganismi oproti ostatnim smé-
sim. Vzorek PLA+ M+ L+ T 10 % (VII) vykazoval 1 vyraznou kiehkost ve formé& snadného
rozlomeni, které bylo otestovano na konci stanoveni, a dle analyzy SEM byly odhaleny ce-

loplosné mikrotrhliny na jeho povrchu.

Naopak vzorky PLA+M20% +L0,5% aPLA+M+L+T2,5% (IV, V) vykazovaly dle
FM vysoké mikrobidlni oziveni, ale podle vizualni kontroly u nich pfi prvnim odbéru nebyla
zaznamenana skoro Zadna barevna zména. Pii druhém odbéru byly vzorky nesourodé mlécné
zbarveny - u vzorku PLA +M 20 % + L 0,5 % (IV) velmi minimaln¢, vyraznéj$i zména byla
zaznamenana u vzorku PLA+ M+ L+ T 2,5 % (V), protoze navic obsahoval 2,5 % plnidla
T ve smési. Pii jejich tfetim odbéru byly na povrchu obou materialti zaznamenany 1 nahnédlé
skvrny, které by mohly byt zpiisobeny (na zakladé FM) vyrazné€jsi povrchovou kolonizaci
mikroorganismu, a opét tato viditelnd barevnd zména byla zietelngji zaznamenéana u vzorku
PLA+M+L+T2,5%(V), ktery byl i dle stanoveni biologické rozlozitelnosti, vyhodnocen
za nejlépe biodegradovatelny material ze vSech testovanych smési (Drsk PLA+M+ L+ T
2,5 % =39 %). Po analyze SEM u tohoto vzorku (V) byly zaznamenény i povrchové zmény
v podobé¢ drobnych trhlin a prasklin, které nebyly odhaleny u pouhé vizuélni kontroly.

Stejn¢ nahnédlé skvrny i nesourodé mlééné zabarveni bylo objeveno také u vzorku PLA +
T 5 % (1), ktery taktéZ vykazoval vyss$i mikrobidlni kolonizaci vzorku v porovnani s celko-
vou analyzou z FM vSech testovanych materidla. Pfi vizudlnim hodnoceni vzorku PLA +
T 5 % (II) byly zaznamenany nejvyraznéjsi povrchové zmény v podob¢ zdrsnéného povrchu,
avsak tento fakt je v nesouladu s vysledkem z analyzy SEM. Zdrsnény povrch tak mohl byt
zpusoben piitomnosti mikro necistot, které ulpély na povrchu materialu z divodu jejich

Spatné odstranitelnosti.

U vzorku PLA + M 20 % (III) nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény barvy, jen minimalni
nesourodé mirné¢ mlééné zbarveni, které mohlo byt zptisobeno degradaci PLA materialu

a aditiva M. Mikrobidlni oZiveni bylo srovnatelné se vzorky PLA+M+ L+ T 5 % a PLA +
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M+ L+T10 % (VI, VII), a pravdépodobné proto (na zdkladé¢ FM) nebyly vizudln¢ zazna-
menany viditelné nahnédlé skvrny na jeho povrchu. Materidl na konci stanoveni vykazoval
podobnou kiehkost jako vzorek PLA + M + L+ T 10 % (VII) a podle analyzy SEM, byly
u vzorku PLA + M 20 % (III) zaznamenany i povrchové zmény v podobé celoplo$nych mi-

krotrhlin.

Vzorek PLA (I) vykazoval podobné barevné zmény jako vzorek PLA + M 20 % (III), av§ak
u Cistého PLA byly zaznamenany i malé nevyrazné nahnédlé skvrny, coz poukézalo na za-
stoupeni povrchové kolonizace vzorku mikroorganismy, jez potvrdily i snimky z potizené

FM analyzy.

Pro detailni vysledky o degrada¢nim mechanismu zkusebnich materiala bylo provedeno na-
sledné stanoveni FTIR (obrazky: 47, 49, 51, 53, 55, 57 a 59). Z potizenych zdznamu lze
vypozorovat, Ze nejznatelnéjsi zmeény ve strukture materialu, dle poklesu sledovaného ma-
xima pfi vlnoétu 1750 cm™!, byly naméfeny u nejlépe biodegradovatelnych smési PLA +
M+L+T25%(V),PLA+M+L+T10 % (VII) a PLA+ M 20 % + L 0,5 % (IV).

Vysledna spektra jsou dolozena v ptiloze této prace.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo aplikovat zkuSebni metodiku mezinarodni normy ISO
19679 na fi¢ni sedimentarni oblast a vyhodnotit vliv aditiv na biologickou rozloZitelnost
PLA pomoci kvantitativni metody biologické spotieby kysliku v uzavieném respirometru.
Celkem bylo testovano 7 vzorkl — €istd PLA a 6 smési PLA s riiznou koncentraci a typem
plniv. Na zaklad¢ screeningovych testl byla provedena vhodna volba a davkovani zkusSeb-
niho média a poté zvolena optimalni hmotnostni koncentrace referencniho a zkusebniho ma-
terialu. Metoda byla zakoncena stanovenim stupné biologického rozkladu u jednotlivych

testovanych vzorkd.

Po vyhodnoceni screeningovych testd bylo zkusebni médium z feky Koptivni¢ky odebra-
ného cca 1 km od pramene v Kopfivnici, vybrano za nejvhodnéjsi z celkovych tii testova-
nych médii. Objemovy pomér média byl zvolen dle biologické spotieby kysliku, ktera byla
pristrojem OxiTop®Control nejlépe detekovatelnd pii poméru 5 : 1. Jednd se o maximalni
mozny pouzity objemovy pomér dle postupu zkousky stanovené v norme. V souladu s nor-
movanou metodou byla zvolena i odpovidajici hmotnost zkusebniho a referen¢niho materi-

alu s pribliznou testovaci koncentraci 196 mg/1 fi¢ni vody a sedimentu.

Po 164 dnech biodegradace ¢isté PLA byl zaznamenan pokles BSK az na hodnotu BSK/TSK
-2 %. Bylo zjisténo, ze kombinace testovanych aditiv M, L a T pozitivn€ ovlivnila rozklad
PLA materialu. Testovana smés PLA + M + L + T 2,5 % dosahla nejvyssiho biologického
rozkladu ze vSech testovanych smési (39 % po 164 dnech), avSak s vy$§im procentudlnim
zastoupenim plnidla T nez 2,5 % ve smési PLA + M + L, klesla biodegradabilita materialu.
Takeé bylo prokéazano, ze 0,5% ptidavek aditiva L do smési PLA + M 20 % piivétiveé ovlivnil
biodegradaci materidlu (PLA + M 20 % + L 0,5 %). Analyza FTIR prokézala, Ze u vSech
zkousenych PLA materiall, doslo k degradaénim zméndm ve struktufe, a tedy 1 k poklesu
sledovaného maxima pii vinoétu 1750 cm™'. Nejvétsi pokles maxima pfi stanoveni biolo-
gické rozloZitelnosti nastal u nejlépe biodegradovatelné smési PLA + M + L + T 2,5 %.
Kombinace aditiv M, L1 T v ur€itém poméru, tak byla vyhodnocena jako ucinna pro biolo-
gicky rozklad PLA materialu. Dale bylo potvrzeno, Ze abioticky rozklad, pfi inkubaéni tep-

loté 25 °C, nemél skoro Zadny vliv na rozloZitelnost testovanych smési.

Béhem stanoveni stupné biologické rozlozitelnosti byly zaznamenany poklesy procentudl-
nich biologicky rozloZitelnych hodnot do 60. dne stanoveni nejen u testovanych vzorki

PLA, ale také u referen¢niho materidlu, a zkouska si tak zada ¢aste¢né upraveni metodiky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BSK
FM
FTIR

ISO

My
PLA
SEM

TC

Tm
TOC
TSK

uv

Biologicka spotieba kysliku
Fluorescen¢ni mikroskopie

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Mezinarodni organizace pro normalizaci
Molérni koncentrace

Molekulova hmotnost

Kyselina polymlécna

Skenovaci elektronova mikroskopie
Celkovy uhlik

Teplota skelného piechodu

Teplota tani

Celkovy organicky uhlik

Teoreticka spotieba kysliku

Ultrafialové

Objem

Hustota
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Obrazek 46: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA
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Obrazek 47: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA
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Obrazek 48: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA + T 5 %

— pred biodegradaci
— 1. odbér
—2. odbér
— 3. odbér

0,1 +

AR

0,0 VVA\’_/A } . 7 >y - = = L 1
STO \r\060 "egd v 3000

Vinoéet [em™]

Obrazek 49: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+ T 5 %
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Obrazek 50: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA + M 20 %
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Obrazek 51: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 %
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Obrazek 52: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA + M 20 % + L 0,5%
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Obrazek 53: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA + M 20 % + L 0,5 %
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Obrazek 54: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA+ M +L+25% T
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Obrazek 55: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+M + L +2,5%
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Obrazek 56: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA+M+L+5% T
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Obrazek 57: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+M +L+5 %
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Obrazek 58: FTIR — stanoveni hydrolyzy: PLA+M+L+10% T
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Obrazek 59: FTIR — modifikovany Zahn-Wellens test: PLA+M + L+ 10 %
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