Biodegradace novych syntetickych materialu

Bc. Vladimir Pis

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2011 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav inzenyrstvi ochrany 7iv. prostredi
akademicky rok: 2010/2011

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Be. Vladimir PIS

Osobni ¢islo: T080319

Studijni program: N 2808 Chemie a technologie materiald

Studijni obor: InZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Téma prace: Biodegradace novych syntetickych polymernich
materialt

Zasady pro vypracovani:

1. Provést biodegradaéni experiment v prostiedi kompostu se vzorky podrobenymi
kontrolované degradaci.

2. Zahajit a provést biodegradaéni experiment v prostiedi kompostu.

3.V zavislosti na éasovych moznostech uskuteénit dalsi experimenty se vzorky.

4. Provést literarni resersi a zpracovat vysledky experimenti do formy DP.




Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Odborné publikace v databazovych zdrojich na internetu.

Vedouci diplomové prace: doc. Mgr. Marek Koutny, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany Ziv. prostiedi

Datum zadani diplomové prace: " 14. unora 2011
Termin odevzdani diplomové prace:  13. kvétna 2011

Ve ZIiné dne 14. tnora 2011

v [ERSR

doc. Ing. Pe\tr/Hlavééek, CSc. : doc. RNDr. Jan Ruzicka, Ph.D.
dékan \ reditel iistavu

/)
7 ﬁ[




Ptijmeni a jméno: Pi§ Vladimir Obor: IOZP

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zmén¢ a doplnéni dal-
Sich zédkonl (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich piedpist, bez
ohledu na vysledek obhajoby ;

*  beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupna k nahlédnuti, ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakalaiské prace bude uloZen na ptisluSném ustavu Fakulty technologické UTB ve
Zliné a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaléiskou praci se plné vztahu-
je zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autor-
skym a o zméné nékterych zadkonil (autorsky zakon) ve znéni pozdéjsSich pravnich
predpist, zejm. § 35 odst. 3 2),

*  beru na védomi, Ze podle § 60 % odst. 1 autorského zédkona ma UTB ve Zling pravo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského za-
kona;

+  beru na v&domi, 7e podle § 60 2 odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomo-
vou/bakaléfskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s ptedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity TomaSe Bati ve Zliné, ktera je opravnéna v takovém
pfipadé ode mne pozadovat piiméteny piispévek na tihradu nakladd, které byly Uni-
verzitou TomaSe Bati ve Zlin€ na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skute¢né vy-
Se);

* beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vy-
sledky diplomové/bakaléiské prace vyuzit ke komerénim Gceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwa-
rovy produkt, povaZzuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze
kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni
préce.

Ve Zlin¢ 20.5.2011



Y zGkon €& 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a dopinéni dalSich zékonu (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prdv-
nich predpisd, § 47 Zverejriovdni zdavérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudku oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplisob zverejnéni stanovi
vnitfni predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitfnim predpisem vysoké $koly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miuZe ze zverejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% zdkon €& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdakon( (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému Ci vzdéldvaciho zarizeni (Skolni dilo).

% zdkon €& 121/2000 Sh. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkon( (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
Jjeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvad nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo skolského Ci vzdeéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské Ci vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primeérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZi-
ly, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym ¢i vzdéldvacim
zarizenim z uZiti skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Byla sledovana biodegradabilita série vzorki aromaticko-alifatického kopolyesteru Ecof-
lex a serie vzorkli PLA polyesteru, které¢ byly podrobeny procesu urychleného starnuti
v zafizeni SEPAP 12/24 vybaveného vykonnymi lampami simulujicimi ti¢inek slune¢niho
zateni. V tomto zafizeni byly féliové vzorky ecoflexu vystaveny zaieni po dobu 0, 10, 25 a
100 hodin, a foliové vzorky PLA polyesteru po dobu 0, 10, a 50 hodin. Béhem ozafovani
doslo u vzorkd ecoflex pfedevsim k sitovacim reakcim a u vzorkti PLA ke $t€pnym reak-
cim. Pfedpokladem bylo, ze tyto zmény v ozafenych polymerech by mohli ovlivnit nasled-
nou biodegradabilitu v prostiedi kompostu. Biodegrada¢ni experimenty provedené s fo-
todegradovanymi vzorky ecoflex a PLA ukazaly, Ze doba ozafovani nema vliv na nasled-
nou rychlost biodegradace v prostiedi kompostu. Pravdépodobnym vysvétlenim je to, ze
pii starnuti nedochédzelo k vyznamné zméné poctl dostupnych hydrolyzovatelnych vazeb

Vv polymeru.

V ramci préace se provedl i biodegradacni pokus se vzorky PBAT, Ecoflex, nizkomoleku-
larnim PLA a vysokomolekularnim PLA v praskové formé za ucelem sledovani zmén mi-
krobialniho oziveni v kompostu. Byly sledovany termofilni bakterie rostouci na TYA aga-
ru, aktinomycéty, vlaknité plisn¢ a mikroorganismy schopné rozkladat dany polyester. By-
lo zjisténo, ze v prib&hu tohoto biodegradaniho pokusu doslo k vyraznéjSimu nartstu

pouze u skupin mikroorganismi schopnych rozkladat zkoumané polyestery

Klic¢ova slova:

aromaticko-alifaticky kopolyester, Ecoflex, PLA, biodegradace, kompost



ABSTRACT

The series of samples made from aromatic-aliphatic co-polyester Ecoflex, was subjected to
accelerated aging procedure in SEPAP 12/24 unit equipped with high power lamps simula-
ting the effects of sunlight and subsequently biodegradation of the irradiated samples were
studied. Film’s samples of ecoflex were exposed to irradiation for 0, 10, 25 and 100 hours
and film’s samples of PLA polyester for 0, 10, and 50 hours in the apparatus. Primarily,
Crosslinking in the samples of ecoflex and chain scission in the samples of PLA occurred
during irradiation. It was supposed that changes in the irradiated polymers might affect
subsequent biodegradability in compost. The biodegradation experiments conducted with
photodegradable samples of ecoflex and PLA showed that duration of irradiation did not
have effect on a subsequent speed of the biodegradation in compost. The most probable
explanation was that the number of available hydrolysable ester bonds did not change sig-
nificantly during the aging.

Even the biodegradation experiment with the samples of PBAT, Ecoflex, low-molecular
PLA and high-molecular PLA in state of powder was made in order to observe changes in
microbial resuscitation in compost within this study. Thermophilic germs growing in TYA
agar, actinomyces, mildew and micro-organisms which are able to lyse given polyester
were studied. It was discovered, in the course of the biodegradation experiment, more ob-
vious increase occurred only in micro-organisms which are capable of lysing observed

polyester.

Keywords:

aromatic-aliphatic copolyester, Ecoflex, PLA, biodegradation, compost
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UvVOD

V soucasné dob¢ jsou lidé jednim z nejvice rozsifenych zivocisSnych druht zijicich na ze-
mi. Velké mnozstvi lidi pak zakonité produkuje znaéné mnozstvi odpadu, které zamotuje
zivotni prostiedi. Pfirodni odpady relativné neptedstavuji az takovy problém, jelikoz jsou
dobfe odbouratelné v piirozeném prostiedi. Vazné€jsi problém vsak ptredstavuji syntetické
materidly, které se uz ponékud lisi svou strukturou a v prostedi pak mohou ziistavat desit-
ky az stovky let. Hojné vyuzivanym syntetickym materidlem v poslednich desetiletich je
plast a z n&j vyrobené plastové vyrobky. Nejlepsi cestou, jak s pouzitymi plasty nakladat,
je samoziejmé recyklace. Casto je vak plastovy vyrobek po jednom pouziti natolik zne-
hodnocen, Ze jeho recyklace je takika nemozna, pfedev§im z technickych a finan¢nich da-

vodu, a musi se tak ulozit na fizenou skladku, kde pfetrvava spousty let.

Je proto vhodné vyrabét strukturné takové plasty, které se v prostiedi rozlozi ptisobenim
organismi v dostatecné kratké dob¢ a nezanechaji zadna skodlivé rezidua. Takovéto plasty

se pak oznacuji jako biodegradabilni.

V soucasné dobé je na trhu fada komeréné vyrabénych biodegradabilnich polymert, mezi
néz patii i PBAT, Ecoflex a PLA, které budou pifedmétem naseho z4jmu. Hlavnim cilem
prace bude zpracovani literarni Casti, predev§im se zaméfenim na standardni podminky,
které musi byt pti sledovani biodegradace v prostiedi kompostu dodrzeny. Z hlediska prak-
tické casti pak bude stéZejnim tkolem sledovéani degradace v prostiedi kompostu se vzor-

ky, které byly v zatizeni SEPAP 12/24 podrobeny urychlenému starnuti.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADABILNiI POLYMERY

Polymery (makromolekuly) jsou latky slozené z velkého poctu atoml vazanych chemic-
kymi vazbami do dlouhych fetézcti (obvykla My > 1000 g*mol’l). Tyto fetézce tvoii pra-
videln€ se opakujici ¢asti, které se nazyvaji monomerni jednotky. Polymery je mozno délit
z n¢kolika hledisek, napt. podle pivodu je délime na pifirodni polymery (biopolymery) a
syntetické polymery [1,2]. Syntetické polymery na$ly Siroké uplatnéni v fad¢ aplikaci a
odvétvich, predevsim kvili svym piednostem. Mezi tyto piednosti patii lehka véha, snadna
zpracovatelnost, odolnost viici chemikaliim, atmosférickym zméndm a mikrobialnimu spo-
leCenstvu atd. Problém vSak nastava, kdyz se z téchto polymera stane odpad, ktery jiz nel-
ze jinak vyuZit a musi se ulozit na skladku. Casto viak tyto odpady konéi i ve volné piiro-
dé, kde zpiisobuji fadu problému (napt. v motském ekosystému maji tyto plastové odpady
drastické az devastacni ucinky na vodni spolecenstvo, které si je Casto splete s potravou a
po pozieni se jimi zadusi) [3]. Tento problém je umocnén tim, Ze vétSina syntetickych ma-
teridlll je vyrabéna tak, aby maximalné odolala vn&j$im vliviim Zivotniho prostfedi, a proto
pak v prostiedi pietrvava desitky az stovky let bez vyraznych zmén. V poslednich desetile-
tich se vSak tento pohled zménil a zacaly se vyvijet a zkoumat tzv. biodegradabilni synte-
tické polymery, které by mohly nahrazovat v nékterych aplikacich konvenéni polymery
[4,5].

Biodegradabilni polymery by mély spliiovat dobré uZitkové, mechanické a zpracovatelské
vlastnosti a zaroven po opotiebeni by se mély v dostate¢ném Case v piirozeném prostiedi
rozlozit bez toho, aniz by zanechaly problematicka rezidua. Béhem aerobni biodegradace

je uhlik v polymeru pfeménén mikroorganismy na biomasu nebo humus, uhlikaté zbytky a
CO; [6].

C + OZ - COZ + Czbytek + Cbiomasa (1)

polymerni

V soucasné dobé je fada komercnich vyrobki, které vyrobci propaguji jako biodegradabil-
ni. Mezi tyto biodegradabilni polymery patii napi. Polyhydroxyalkanoate (PHA), Po-
ly(lactic acid) (PLA), které jsou vyrabény z obnovitelnych zdroj. Dale jsou to biodegra-
dabilni polymery zaloZeny na ropném ptivodu, napt. Polycaprolactone (PCL), polyestera-
mide (PEA), alifatické kopolyestery (polybutylene succinate (PBS), polybutylene succina-
te/adipate (PBSA)) a aromaticko-alifatické kopolyestery (polybutylene adipe-co-
terephthalate (PBAT)) [7,8].
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Obr. 1 chemické struktury vybranych biodegradabilnich polymert
[8].

1.1 Aromaticko-alifatické kopolymery

PBAT a Ecoflex patii mezi aromaticko-alifatické kopolyestery. Ecoflex je komeréné vyra-
bén firmou Basf od roku 1998. Oba polymery obsahuji nasledujici stavebni jednotky: kyse-
linu tereftalovou, kyselinu adipovou a 1,4-butandiol. Da se zjednodusen¢ fici, ze alifaticka
sloZka podporuje snadnou biodegradaci materidlu a aromaticka slozka zlepSuje mechanic-

ké a zpracovatelské vlastnosti materialu [7,8,9].

Vlastnosti materialu na bazi PBAT jsou srovnatelné s vlastnostmi LD-PE. Film je odolny
vuci protrzeni, kolisani vody a vzdusné vlhkosti, je také velmi flexibilni. Zakladni mecha-
nicko-fyzikalni vlastnosti aromaticko-alifatického PBAT materialu, vyrabéného spole¢nos-

ti Eastman Chemical pod komer¢nim nazvem Eastar Bio, jsou uvedeny v Tab. 1 [6,7].
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1.2 PLA (Poly(lactic)acid)

PLA patii mezi polyestery a jeho zakladni monomerni jednotkou je kyselina mlé¢na. PLA
se muze piipravit dvéma zpusoby, jednak pfimou polykondenzaci kyseliny mlé¢né a také
oteviranim laktidového cyklu s naslednou polymeraci, tzv. Ring opening polymeration
(ROP). Ob¢ metody piipravy jsou schematicky ukdzany na obr. 4. Z obr. 4 je patrné, ze
pfimou polykondenzaci vlastné vznika kyselina mlé¢na, zatimco z ROP vznika po-
ly(lactid). Jelikoz se vSak jedna o chemicky totozné latky, vzila se pro n¢ zkratka PLA.
Ptiprava PLA polykondenzaci je finan¢n¢ méné narocna nez u ROP, ale poskytuje polymer

s mens$i molekulovou hmotnosti [10,11,12].

O

CHy
COOH Dimerization O
lactic acid /l\ O  Lacide
H,C A OH HsC

O

. Ring opening
F
l olycondensation l sohymerization
Poly(lactic-acid) Folylactide
CHy ?Ha
" 9 i
_{ s __..._._._C_

| |
H H

Obr. 2 Moznosti piipravy PLA polyesteru [10]

Vysledné vlastnosti PLA polyesteru zavisi pfedevS§im na metod¢ jeho pfipravy a na zastou-
peni L a D formy. Zajimavou vlastnosti PLA je jeho biokontabilita, ¢ehoz se vyuziva
Vv lékatstvi. Zakladni mechanicko-fyzikalni vlastnosti PLA polymeru, vyrabéného spolec-

nosti Cargill pod obchodnim nazvem Natureworks, jsou uvedeny v Tab. 1. [10,11].
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Tab. 1 Zéakladni parametry komeréné dostupnych materiald PBAT

aPLA [8].
PLA PBAT
NatureWorks | Eastar bio 14766
Hustota (g*cm™) 1,25 1,21
Teplota tani (°C) 152 110-115
Teplota skelného piechodu (°C) | 58 -30
Kristalinita (%) 0-1 20-35
Prodlouzeni pii pretrzeni (%) 9 500
Propustnost vody (g*m“*den) 172 550

1.3 Aplikace biodegradabilnich polymeri

Vhodné aplikace aromaticko-alifatickych kopolyesteru:

Tyto materidly nachazeji vyuZiti v mnoha odvétvich. PfedevSim se vyuZivaji k vyrobé

kompostovacich pytll, filml pro zemédé€lské ucely tzv. mul¢ovaci folie, folii pro domaci

pouziti, také Casto tvoii povlak ¢i vrstvu rliznych materidli. Ecoflex miZe byt smiSen se

Skrobem nebo PLA a z takovych smési jsou pak vyrabény kelimky, tacky a talife, pouziva-

né v rychlych obcerstvenich [7,9].

Vhodné aplikace PLA:

PLA se vyuziva v potravinaiském primyslu (balici folie, obaly na potraviny a napoje, sac-

ky), automobilovém priimyslu, elektronice (vyroba CD), zemé&d¢lstvi (uméld hnojiva, kvé-

tinace). Castym vyuZitim je také p¥iprava PLA vlaken pro textilni vyrobky, které pak vyni-

kaji vyssi odolnosti proti vodé, UV zafeni a maji snizenou hoflavost. Rovnéz se PLA

uplatiuje 1 v medicing, kdy se naptiklad pouzivaji samovstiebatelné stehy, které se v lid-

ském téle po uréité dobé rozlozi [11,13].
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1.3.1 Biodegradabilni muléovaci félie

MulCovani se stalo jednou ze zadkladnich technik péstovani plodin v zeméd¢lstvi. Princip
spoc¢iva v tom, ze na zasetou ptidu se zavedenym zavlazovacim systémem se poklada tenky
polymerni film, diky cemuz vznika fada vyhod. Film udrzuje padni vlhkost, tvoii bariéru
proti ochlazovani pady proudénim vzduchu a tak zabranuje jejimu prochladnuti, napf.
tim padem ocekavat irodu mimo hlavni sezonu, coz pro zemédélce zpravidla znamena
vyssi vykupni cenu. Folie také brani rustu plevele, umoziuje efektivnéjsi pouzivani hnojiv

a herbicidu, a to zpravidla vede k lepsi trod¢ [14,15].

Navzdory témto vyhodam se objevuje nékolik problému spojenych s mul¢ovanim. Tim
hlavnim je, co S polymernimi filmy po sklizni. Material je ¢asto zna¢n¢ znecistény, je pro-
maceny, ¢astecné protrhany a degradovany pusobenim slune¢niho zateni, coz ho déla ob-
tizn€ recyklovatelnym. Jelikoz se doposud pro tyto aplikace prevazné vyuzivaji konvencni
polymery, hlavné polyetylen, dochazi k tomu, ze se tento material hromadi v enviromentu
bez vyraznych zmén po mnoho let. Proto se v poslednich letech fada vyrobct snazi vyvijet
biodegradabilni mulCovaci filmy, které¢ by mohly nahradit polyethylen. Pfi navrzeni téchto
filmd musi byt uvazeny vSechny faktory zivotniho prostfedi, aby nedoslo k pred¢asnému

nebo naopak pomalému rozkladani filmu [15].

Jednim z hlavnich degrada¢nich mechanismi pisobicich na vystaveny mulcovaci film je
vliv solarniho zéfeni respektive jeho UV sloZzky v oblasti vinovych délek 300 — 400 nm.
Diky ptisobeni UV zéfeni Casto vznikaji v polymerech radikaly, které miZou vyvolat na-
piiklad $t€pné nebo sitovaci reakce. Jsou-li pak radikaly nachylnéjsi k disproporcionaci
nebo Kk terminaci vzdusnym kyslikem, ptfevladnou v polymeru §tépné reakce a dojde ke
ztraté molekularni hmotnosti. Jestlize jsou vzniklé radikaly nachylnéjsi k pfenosu a termi-

naci vzajemné rekombinuji, pfevladnou v polymeru sitovaci reakce [1].

V praci [15] se autofi zabyvali touto problematikou a nastinili moznosti, jak nalozit s bio-
degradabilnim polymernim materidlem po sklizni a také, jaké hlavni degrada¢ni mecha-
nismy se uplatiuji pii rozkladu PBAT filmu v redlnych podminkach na poli, obr. 1. Na
obr. 1 Ize vidét, ze po sklizni se mohou fotodegradované folie ulozit na skladku, kompos-
tovat nebo zaorat do polni pudy. Zaorani je asi nejlepsi cestou, protoze odpadaji naklady na
odvoz folie. Je zde vSak jedna z4sadni podminka, a to takova, ze folie musi byt zcela roz-

loZena do jara. Cilem prace bylo proto navrhnout modifikaci PBAT filmu schopnou nahra-
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dit LD-PE. Jako zkouman¢ polymery byly vyuzity filmy vyrobené z PBAT. Jednak se vy-
tvorila z PBAT bila folie s oxidem titani¢itym a ¢erna folie s ptidavkem sazi. Oxid titanici-
ty byl katalyzatorem fotodegradaci, zatimco saze byly vyuzity jako stabilizator. Rovnéz
byl pro srovnani vyuzit i film LD-PE. Folie se polozily na ptadu se zasetou plodinou (raj¢a-
ta) na jatfe a béhem celého vegetacniho vyvoje péstovani se u nich sledovaly fyzikalni, me-

chanické a optické zmény.

Po dvou tydnech se u bilych folii vytvarely prasklinky, dirky a postupné se film zacal roz-
padat a piestal tak plnit svou funkci. Cerny film tyto zmény zacal vykazovat az po 8 tyd-
nech a folie LD-PE nevykazovala zadné viditelné zmény. Pfestoze dochazelo k viditelnym
zménam u ¢erného filmu, zda se, Ze takto ptipraveny film by mohl nahradit LD-PE, proto-
ze si uchoval podobnou ochranu proti riistu plevele a poskytnul podobnou trodu jako po-

lyethylen, ktery vSak nevykazoval zadné fyzické zmény na pohled.

Mulch films cycle
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Obr. 3 Vyuziti a moznosti odstranéni biodegradabilnich folii

[15].
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2 KOMPOSTOVANI

Kompostovani je ptfirodni cesta recyklovani a odbouravani organického odpadu. Je to fize-
ny rozklad organickych material ptisobenim bakterii, hub, hmyzu, zizal a dalSiho ptidniho
edafonu za kontrolovanych podminek. Produktem kompostovani je humus neboli kompost.

Vysledny kompost se muze vratit do pfirody [4,16].

2.1 Podminky kompostovani

Rychlost kompostovani a kvalita vysledného kompostu zavisi na tom, jaké podminky se
zajisti mikroorganismliim, podilejicich se na mineralizaci a huminifikaci biologicky rozlo-
zitelného materialu. Mezi tyto zakladni podminky patii pomér C:N, vlhkost, aeraéni status

a teplota.
Pomér C:N

Vstupni smés biologicky rozlozitelného materidlu, by méla mit v idedlnim ptipadé 40-30
dilk® uhliku na 1 dilek dusiku. Obecné plati, Ze material Cerstvy, zeleny a Stavnaty je bo-
hatsi na dusik nez material star$i, hnédy a dievnaté struktury. Navic je vétSinou potiebné
piidavat dfevnaty material, nebot’ ma zasadni vliv na porovitost kompostu. Vstupni materi-
al by m¢l mit dostatecné velky specificky povrch umoZznujici pfistup mikroorganismim

(drceni, Stepkovani).
VIhkost

Idealni vlhkost pfi kompostovani by méla byt mezi 50-60%. Voda je nezbytna pro zivotni
pochody vSech organismil a jeji nedostatek pii kompostovani zptisobuje nékolik problém.
Tim hlavnim je zpomaleni biochemickych d&, tim 1 celého procesu kompostovani. Nao-
pak nadbytek vody miiZze vést k ucpavani péru a tim padem k vytésnéni zasob kysliku, ale 1

ke snizovani teploty v kompostéru, coz vede opét ke zpomaleni celého déje.
Aeracni status

Dostatek kysliku je pro aerobni organismy Zivotné dilleZity a pfi jeho nedostatku tyto dru-
hy organisml umiraji. Zpisob provedeni aerace je ddn kompostovacim procesem a pouzi-

vanou technikou.
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Kompostovaci procesy se déli dle velikosti na:
e Domovni (kompost z jedné domécnosti)
e Komunitni (nékolik domacnosti kompostuje odpad dohromady)
e Primyslové

Pii domovnim a komunitnim kompostovani se pouziva k provzdusnéni jednoduchy princip

prohazeni kompostu jednou az dvakrat do meésice.
Primyslové kompostovani mize byt provadéno n¢kolika zptisoby, napiiklad:

o Kompostovani v pasech — zde je aerace provadéna mechanickym pirekopavanim

pomoci ptekopavact

e Kompostovani v uzavienych nadobach — aerace provadéna vétsinou pomoci venti-

latoru vhanénim ¢i odsavanim vzduchu nebo mechanickym ota¢enim
e Kompostovani v polo-uzavienych nadobach
Teplota

Teplota ovliviiuje zasadné rychlost kompostovani. V pribéhu kompostovani teplota kolisa
(viz obr. 6) a ma zasadni vyznam na daném biotickém sloZeni. Pfi velmi nizkych teplotach
kompostovani vitbec nezacne probihat. Nicméné tento stav je reverzibilni a pfi zvySeni
teploty zacnou organismy a mikroorganismy vykonavat svou ¢innost. Naopak piili§ vysoké

teploty vedou Kk postupnému odumirani organismti a tento déj je jiz ireverzibilni [4,16].
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Obr. 4 pribéh teploty pii idealnim kompostovani [16]

2.2 Faze kompostovani dle teploty a mikrobialniho oZiveni
Pribéh kompostovani z mikrobidlniho pohledu, probiha ve tiech fazich:

e Mezofilni faze

e Termofilni faze

e Faze chladnuti a zrani (mezofilni faze)
Prvni mezofilni faze:

Na zacatku procesu kompostovani se uplatiiuji predevs§im mezofilni bakterie a houby, které
odbouravaji snadno rozlozitelné slozky organické hmoty, jako jsou sacharidy, tuky a bil-
koviny. Pfi téchto rozkladnych procesech se zacne zvySovat teplota, ktera se uvoliuje vli-
vem piisobeni organismu. Degradace proteini vede k uvoliiovani amoniaku, coZ ma za
nasledek zvySeni pH na hodnotu 8-9. Tato faze kompostovani konéi, kdyZ teplota prevysi

40°C a trva nékolik hodin az dnu.
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Termofilni faze:

Tato fdze kompostovani zacina, kdyz teplota ptesahne 40°C. Termofilni bakterie a houby
za¢nou byt v kompostu dominantni skupinou. Teplota se postupné déle zvysuje a to vede
ke zrychlenému rozkladu a pfeméné organického odpadu. Jakmile vsak teplota piesdhne
teplotu 55-65°C, dojde k tomu, ze mikrobialni aktivita a diverzita klesne, protoze mnoho
organismu pifi téchto teplotdch odumira. Pfi tak vysokych teplotach dochazi k ¢aste¢né

hygienizaci kompostu. Tato faze trva nékolik dnii az mésict.
Faze chladnuti a zrani:

Po zkonzumovéani snadno rozlozitelnych organickych zdroji za¢ne kompost chladnout a
stava se stabilnim. Znova se za¢nou vyskytovat predev§im mezofilni bakterie a houby,
které provadéji konecné zrani kompostu. Druhové zastoupeni je vSak rozdilné, oproti prvni
mezofilni fazi. V kompostu je pfedev§im hojné mnozstvi aktynomycét a protozoy. V této
fazi probihaji biologické pochody pomalu, ale kompost je nadale pfeménovan a stava se

postupné vyzralym.

Trvani vSech fazi a celého kompostovani zavisi na kontrolovanych podminkach, kterym

jsou mikroorganismy vystaveny [4].
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3 POZADAVKY A SMERNICE PRO SLEDOVANI
BIODEGRADACE V LABORATORNIM ROZSAHU

S naristajicim rozvojem a vyuzivanim biodegradabilnich polymert na komerc¢nich trzich
bylo zapotiebi vyvinout uzancni postupy pro pravoplatné a vérohodné zhodnoceni biode-
gradace. Spotiebitelim pii koupi téchto materialti, které jsou Casto drazsi nez konvencni
polymery, totiz nestaci pouze oznaceni biodegradabilni plast a ¢asto po dodavateli ¢i vy-
robci vyzaduji certifikat, ze produkt je skuteéné biodegradabilni dle mezinarodnich stan-

dardu [17].

Standardni metody tykajicich se biodegradace plasti byly zavedeny napt. American Nor-
mative Reference (ASTM), Japanese Industrial Standards (JIS), European Normative Refe-
rence, Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), International
Organization Standardization (ISO). Zakladni vycet ISO norem zabyvajicich se biodegra-
daci polymert je uveden v tab. 1. V této tabulce jsou uvedeny normy, které byly vydany
v ramci pracovni skupiny TC61/SC5/WG22. Je zde uvedeno 9 I1ISO norem, které popisuji,
jak provadét biodegradacni test v daném enviromentu (vodni prostiedi, kompost a ptuda), 1
ISO norma popisujici vhodnou ptipravu zkousenych vzorkd a 1 ISO norma uréujici speci-

fikace pro kompostovatelné plasty [17,18].

Pro sledovani biodegradace polymerti v prostfedi kompostu existuji dvé platné normy, a to
ISO 14 855 a ASTM D 5338, které v nasledujicim textu budou popsany.
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Tab. 2 zakladni vycet ISO norem zabyvajicich se biodegradaci polymernich materialt [18]

Cislo ISO normy | Nazev
Stanoveni Uplné aerobni biodegradability polymernich materialti ve

14851 vodném médiu — metoda méfeni spotieby kysliku v uzavieném respi-
rometru.

14852 Stanoveni Uplné aerobni biodegradability polymernich materidlii ve
vodném mediu — metoda analyzy vyvinutého COs.
Stanoveni Uplné aerobni biodegradability polymernich materidlii za

14855-1 fizenych podminek kompostovani — metoda analyzy vyvinutého CO,
— Cast 1: obecna metoda
Stanoveni Uplné aerobni biodegradability polymernich materialt za

148552 tizenych podminek kompostovani — metoda analyzy vyvinutého CO;
— ¢ast 2: Grafimetrické méteni vyvinutého CO; Vv laboratornim zkous-
ce

16629 Plasty — stanoveni stupné rozkladu plastovych materiali za definova-
nych podminek kompostovéani v priizkumné zkousce

20200 Plasty — stanoveni stupné rozkladu plastovych materialti za simulace
podminek kompostovani — Vv rozsahu laboratorni zkousky

17556 Plasty — stanoveni Gplné aerobni biodegradace v pud¢, métenim odbe-
ru kysliku v respirometru, nebo mnozstvi vyvinutého CO;

14853 Plasty — stanoveni uplné anaerobni biodegradace ve vodném systému
— metoda méfeni produkovaného bioplynu

15985 Plasty — stanoveni uplné anaerobni biodegradace a rozpadu - metoda
analyzy uvolnéného bioplynu

17088 Specifikace pro kompostovani plastil

DIS 10210 Plasty — Piiprava zkouSenych materiald pro biodegrada¢ni zkousku
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3.1 Stanoveni uplné aerobni biodegradability polymernich materiali za

fizenych podminek kompostovani dle ISO 14855-1

Tato norma pfesné popisuje princip, parametry a sestaveni respirometrického systému,
environmentalni testovaci podminky, zékladni parametry pouzit¢ého kompostu, vhodnou

ptipravu vzorki a zkousené smési[6,19].

3.1.1 Pozadavky na kompost

Dle ISO 14855 je doporucovany vyzraly kompost, ktery nejlépe vznikl pii primyslovém
kontrolovaném kompostovani pevného komunalniho odpadu, nebot’ je zde zaruka dosta-
te¢né mikrobialni rozmanitosti. Kompost by m¢l byt homogenni a nemél by obsahovat
velké inertni predméty jako sklo, kameny a kousky kovl a pred pfidanim do bioreaktoru
by se m¢l presit na velikost okolo 0,5 — 1 cm. Stafi kompostu by mélo byt okolo 2 az 4

mesicl od jeho zaloZeni.

Pted zacatkem biodegradacniho experimentu se musi u kompostu stanovit pH, celkova
suSina, spalitelny podil a mikrobidlni aktivita. Hodnota pH by méla byt v rozmezi 7 — 9.
V laboratornich podminkach se zjisti hodnota pH piipravou roztoku kompostu a deminera-
lizované vody v poméru 1:5. Roztok se intenzivné promicha a zméii se okamzité pH

S vyuzitim pH metru.

Celkova suSina se obecn¢ ziskava odebranim znamého mnozstvi zkoumaného materialu,
latky ¢i smési, s naslednym suSenim pii teploté¢ 105 °C do konstantni hmotnosti. Celkova
susina kompostu by méla byt mezi 50 — 55 % a je indikatorem vodniho obsahu. Zregulo-
vani vodniho obsahu se provadi bud’ pfidanim vody nebo provzdusnénim kompostu su-

chym vzduchem.

Spalitelny podil ¢astic se ziskava diky spaleni zndmého mnozstvi zkoumaného materidlu,
latky ¢i smési pii teploté 550 °C do konstantni hmotnosti a jeho odectenim od celkové su-

Siny. MnozZstvi téchto ¢astic by nemélo byt vétsi nez 70% u pouZzitého kompostu.

Ovéfeni mikrobialni aktivity inokula se provadi jiz v pribéhu testu sledovanim rychlosti
rozkladu pozitivniho vzorku (celulézy) a mnozstvim vyvinutého CO; Vv nddobach, které
obsahuji pouze kompost. Referencni material by se mél rozlozit za dobu 45 dnti alesponi z
70% a rozdily mezi jednotlivymi naddoby s referencnim vzorkem by nemély byt vétsi nez
20%. Samotné inokulum by mélo béhem prvnich 10 dni testu produkovat 50 — 150 mg

CO; na spalitelny podil kompostu. Kdyz je produkce CO, vyssi, tak se kompost pro-
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vzdusiiuje po ne€kolik dnli a nasledné se pripravi nové inokulum k novym testim. Kdyz je

vsak aktivita inokula pfili§ nizka, potom se musi vyuzit a pouzit jiny kompost.

Je dale doporucovano stanovit celkovy organicky uhlik, celkovy dusik a celkové mastné

kyseliny na zacatku a na konci testu [19].

Ve studii [20] se autofi snazili zjistit, zda rozdilna teplota a délka skladovani kompostu
ovlivni mikrobialni aktivitu, mikrobidlni diverzitu a naslednou biodegradaci zkoumanych
materialti. Kompost byl zaloZzen pfimo na pracovisti a byla u néj sledovana teplota. Tyden
po zacatku zrajici faze kompostovani se kompost odebral a nasledn¢ byl vlozen do sklen¢-
nych nadob, které se uzaviely a skladovaly pfti -20 °C, 4 °C a 20 °C po dobu 30, 60 a 90
dnt. Z hlediska mikrobialniho rozboru kompostu se stanovovaly pocty mezofilnich a ter-
mofilnich organizmt. Pfedpokladalo se, ze jejich pocet bude nizsi u kompostu skladované-
ho pfi -20 °C nez u kompostli skladovanych pti vyssich teplotdch. Mezofilnich mikroorga-
nismi vSak bylo v poctech vice pii nizsi teploté skladovani. U termofilnich mikroorganis-
mu se vSak predpoklad potvrdil, coz se ptiklada tomu, ze tyto druhy jsou vice nachylné na
mrazivé podminky nez mezofilni druhy. Rovnéz se provedla analyza aktivity tzv. exo-
enzymu. Zjistilo se, Ze aktivita mirn¢ klesala s dobou skladovani kompostu. Nicméné bio-
degradace celulozy byla téméf nezavisla na délce a teploté skladovani, coz naznacuje, ze

delka a zplsob skladovani kompostu nemé zésadni vliv na biodegradac¢ni experiment.

3.1.2 Pozadavky na vzorky a zkouSenou smés

U testované¢ho vzorku je nezbytné urcit jeho celkovy organicky uhlik (TOC), aby bylo
mozno vypocitat teoretické mnoZstvi CO,, které miZe vzniknout pfi Uplné mineralizaci
vzorku. TOC vzorku se mtize zjistit napf. elementarni analyzou za predpokladu, ze slouce-

nina neobsahuje zadny anorganicky uhlik.

Do bioreaktoru by se mélo ptidat takové mnozstvi vzorku, aby vznikajici CO, bylo mozno
stanovit. BEéZné je vyzadovano na jeden bioreaktor minimalné 50g susiny s obsahem 20g

TOC.

Zkoumany material mize byt vyuzit v riznych modifikacich, naptiklad ve formé prasku,
zrnicek, tenkych folii ¢i jinych jednoduchych tvart. Maximalni vnéj$i povrch kazdého
kousku zkoumaného materidlu by mél byt 2 X 2 cm. Specificky povrch zkoumaného mate-

rialu vyrazné ovliviiuje rychlost biodegradace, coz bude zminéno nize v praci [19].
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SmiSenim kompostu, testovaného materidlu a inertniho materidlu dostaneme zkousSenou
smés. Mnozstvi smési zavisi na objemu pouzit¢ho bioreaktoru. Doporucuje se ptidat 1 di-
lek suSiny materiadlu na 6 dilku suSiny inokula kompostu. Inertni material se do tohoto
vztahu nezahrnuje a slouzi piedevs§im jako podpurny material umoznujici dostate¢nou po-
rovitost smési. Je dulezité, aby vysledna smés méla spravnou vlhkost (idealné mezi 50 —

55%). Je také dulezité, aby v kazdé kompostovaci nadobé bylo stejné mnozstvi kompostu.

Stejné principy pfipravy plati i pro smés s referen¢nim vzorkem [19].

3.1.3 Pozadavky na respirometricky sytém

Respirometricky systém ¢i respirometr je zafizeni, které je vyuzivano k métfeni (monitoro-
vani) respiracni aktivity zijicich organismi. Pfi aerobni respiraci je O, kone¢nym akcepto-
rem elektronii pochézejicich ze substratu, ktery je postupné rozkladan a mineralizovan az
na CO,, H,0O a minerélni soli prvkil obsazenych v substratu. Respirometrem se tedy muize
meéfit bud’ spotieba Oy, nebo mnozstvi vyvinutého CO; z rozkladaného materidlu. Obecné

je respirometricky systém vétSinou slozen z 3 hlavnich komponent [6,19].:
e Ptivod vzduchu
e Bioreaktor
e Me¢fici zafizeni

Piivod vzduchu

Ptivod vzduchu do kompostovaci nadoby je vétSinou zajistén vyuzitim tlakové lahve se
stlaenym vzduchem nebo syntetickym vzduchem bez CO; s uréitou vlhkosti. Synteticky
vzduch nemusi byt dale upravovan a konstantnim tlakem se vhani do bioreaktoru. Naopak
neupraveny stlaeny vzduch se pfed vstupem do bioreaktoru probublavéa skrz nadoby s

roztoky hydroxidi, kde dochazi k odstranéni atmosférického CO,.

Vzduch se nejprve vede pres vodny roztok NaOH, kde dochazi k absorpci atmosférického

CO, dle:

CO, +2NaOH — Na,CO, + H,0 @)
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Za roztokem NaOH je umistén roztok Ba(OH),, ktery slouzi jako indikator absence CO; ve
vzduchu. Pokud se ve vzduchu nachazi dostatecné mnozstvi CO, dojde ke vzniku bilé sra-

Zeniny dle:
CO, + Ba(OH), —» BaCO, +H,0 (3)

Vzduch musi mit také ur¢itou vlhkost, kterd by méla byt mezi 15 — 90%. Vlhceni se déje
piimo ve vodném roztoku NaOH. Casto se v§ak vzduch jestd probublava skrz nadobu

s vodou, ktera se umistuje za absorp¢ni roztoky. Vlhkost se ovétuje RH metrem.

Usporadani absorpénich roztokl neni striktné déno, je dulezité, aby ptivadéjici vzduch mél
co nejmensi mnozstvi CO,. Nékdy se do bioreaktoru ptivadi neupraveny vzduch
s atmosférickym CO,. V takovych ptipadech se méti mnozstvi CO; pted vstupem do reak-

toru a zjisténa hodnota se pak odecte od vychazejiciho CO; s reaktoru.
Biorekator a inkubacni mistnost

Kompostovaci nadoba neboli bioreaktor je prostor, kde se umistuje zkouSena smeés. Biore-
aktor musi byt vzduchotésny. Objem nadoby by nem¢l byt mensi nez 2 litry a musi byt
vyroben z inertniho materialu, aby nedochazelo k narusovani zkousky. Timto materialem
je povétsinou sklo. Dle této normy musi byt vyuzito nejméné 9 bioreaktori s naslednym

sloZenim:
a) 3 nadoby pro smés se zkousenym materidlem
b) 3 nadoby pro smés s referenénim materidlem
¢) 3 nadoby pro smés pouze s inokulem (tzv. Blank)

Do bioreaktoru je pfivadén vzduch zbaveny CO, nejlépe ze spodu nadoby. Voli se takové
proudéni, aby byly zachovany aerobni podminky po celou dobu testu (kyslik by nemé¢l
klesnout pod 6%). Bioreaktory jsou umistény v inkubatoru pfi teploté 58°C+2°C. Pravidel-
n¢ jednou tydné by se mély prottepat. Délka zkouSky by neméla trvat déle nez 180 dnfi.

Bioreaktor musi byt zaplnén smési tak, aby zbyl volny prostor. Obvykle se zaplituje ze 2/3.
Mé¥ici zafizeni:
Meéteni mnozstvi CO; vyvinutého z kompostu a zkouSeného materidlu mize byt realizova-

no bud’ pomoci absorpénich roztokt NaOH a Ba(OH); s naslednou acido-bazickou titraci,

ktera se provadi pomoci HCI o znamé koncentraci nebo s vyuzitim instrumentalnich tech-
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nik, napf. plynova chromatografie je hojné vyuzivanou koncovkou respira¢niho systému

pro sledovani biodegradace v prostiedi kompostu. [6,19].

3.2 Stanoveni Gplné aerobni biodegradability polymernich materiali za

rizenych podminek kompostovani dle ISO 14855-2

Tato norma popisuje vyuziti modifikovaného respirometrického systému tzv. MODA
(Microbial Oxidative Degradation Analyzer). Opét se stanovuje mnozstvi vyvinutého CO»
Z materidlu, tentokrate vSak pomoci gravimetrického véazeni absorp¢ni kolony. Norma byla
zavedena roku 2003 a oproti ISO 14855-1 ma dvé zasadni vyhody. Tou prvni je, Ze zkou-
Seného materialu je vyzadovdno mnohem mén¢ a to asi jen 10 g pro dany typ vzorku (ISO
14 855-1 vyzaduje nejméné 150 g vzorku) a druhou vyhodou je, Ze aparatura MODA je

pomérné mala a zabere tak malo mista v pracovni laboratofi [18,21].

3.2.1 Pozadavky na kompost, vzorek a zkouSenou smés

Ve srovnani s 1ISO 14855 — 1 je v této ¢asti ISO 14855 — 2 pouzito desetinné mnozstvi ino-

kula kompostu a zkusebniho vzorku.

Inokulum musi spliiovat stejné podminky pfipravy a musim mit stejné fyzikalné-chemické

a mikrobialni parametry jak bylo uvedeno v kapitole 3.1.1.

ZkousSeny materidl by mél byt preveden do formy prasku, nicméné malé kousky folii a
ruznych tvari je také mozno testovat. Maximalni primérna velikost ¢astic by vSak neméla
prevySovat 250 um. Bézn¢ se dava do smési 10g suSiny zkouSené¢ho materialu obsahujici-
ho alespon 4g TOC na kompostovaci nadobu [22].

3.2.2 Popis a princip laboratorniho pristroje MODA

Typicka zkuSebni laboratorni aparatura MODA muZe byt sestavena, jak ukazuje obr. 1. Je

sloZena ze 4. zakladnich ¢asti:
e Zasobarnou a upravnou ptitékajiciho vzduchu
e Kompostovaci nddobou umisténou v inkubatoru nebo elektricky vyhifivanou

e Absorb¢niho systému pro zachyt NHs, sirovodiku, VOC latek a vody z plynu vy-

chézejiciho z kompostovacich nadob

e Absorbéni kolony pro zachyt CO, pochazejiciho z rozkladaného materidlu pro gra-

vimetrickou analyzu
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Jako zé4soba vzduchu se vyuziva lahev se stlacenym vzduchem. Ten se vede pies kolonu
naplnénou roztokem NaOH, kde dochazi k odstranéni vzdusného CO, dle rovnice 1 a na-
sledn¢ pies nadobu s vodou, kde dochazi ke zvlhéeni vzduchu. Dale vzduch proudi do

kompostovacich nadob, kterych musi byt nejméné 6 a to:
a) dvé nadoby pro smés se zkousenym materialem
b) dvé nadoby pro smés s referen¢nim materialem
c) dvé nadoby pro smés pouze s inokulem

Kompostovaci nadoby, které maji obvykle obsah 500 ml, musi byt vyrobeny s inertniho
materidlu (nejlépe sklo). Kompostovaci nadoby jsou vystaveny v inkubatoru teploté
58°C+2°C. Zajimavou modifikaci je elektrické vyhtivani kompostovaci nadoby s regulaci

teploty. Doba kompostovani by neméla ptevysit 180 dn.

Z kompostovaci nadoby vychazi vzduch, ktery se musi zbavit amoniaku, vody a tékavych
organickych kyselin. To se provadi ptes absorbenty obsahujici 1M H,SO,, silika gel a bez-
vody CaCl; (je dilezité dodrzet toto poradi). Takto vycistény vzduch se vede do kolony
pro hodnoceni CO, vylouc¢ené¢ho zrozklddané¢ho materidlu. Kolona je naplnéna smési
NaOH a Ca(OH),. Vlivem reakce dojde k vytvofeni uhli¢itant a H,O. Vytvofena H,O je
zachycena pomoci absorbentu (bezvody CaCl,). Mnozstvi CO; se stanovi zvazenim kolo-

ny pied a po provedeni analyzy [18,21,22].
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Obr. 5 schéma piistroje MODA [22]

Kde:

1 absorbér atmosférického CO;
2 NaOH

3 pratokomér

4 indikator s termostatem

5 H.0

6 zvlhéovaci nadoba

7 zkouSena smé&s

8 kompostovaci nadoba

9 1M H,S0O, s indikatorem metyloranz

10

11

12

13

14

15

16

17

18

absorbér NH3

silikagel

odvlh¢ovaci nadoba
odvlh¢ovaci naddoba
bezvody CaCl;
detek¢ni kolona

smés NaOH a Ca(OH);
absorb¢ni kolona CO,

absorb¢ni kolona H,O



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

3.3 Stanoveni uplné aerobni biodegradability polymernich materiala za

fizenych podminek kompostovani dle ASTM D 5338

Norma ASTM D 5338 ma jen nékolik rozdilti oproti jiz zminéné norm¢ ISO 14855-1. Jed-
nim s téchto rozdild je, ze mize byt béhem testovani vyuzit teplotni profil. Tento teplotni
profil miize byt nastaven néasledovné: 1 den 35°C; 4 dny 58°C; 23 dnti 50°C a 2 dny 35°C.
Mize se vSak vyuzit i konstantni teplota 58 °C po celou dobu testu. Druhym podstatnym
rozdilem je, ze se musi testovat i nebiodegradabilni vzorek v prostfedi kompostu. Proto se

navic piipravuji i 3 paralelni bioreaktory se vzorkem LD-PE [6].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

4 STUDIUM BIODEGRADABILNICH POLYMERU NA RUZNYCH
PRACOVISTICH

V ¢lanku [6] byla biodegradace polymert v prostiedi kompostu sledovana pomoci respi-
rometrického systému, ktery byl sestaven dle ASTM D5338. Jako zkouSeny material bylo
vyuzito PLA. PET bylo vyuzito pro negativni kontrolu a jako referen¢ni vzorek pro pozi-
tivni kontrolu byl vyuzit Skrobovy prasek. PLA a PET se pfidavalo do bioreaktort ve for-
mé Castic o velikosti 1cm x 1 cm. Respirometricky systém se nechal bézet bez vyraznéjsi-
ho zasahu po dobu 63 dnti pfi teploté 58+2°C a relativni vlhkosti 55+5%. Béhem této doby
se PLA, Skrobovy praSek a PET rozlozili z 64,2+0,5%, 72,4+0,7%, 2,7+0,2% v tomto po-
radi.

Dle [18] byla biodegradace zkoumanych polymert v prostfedi kompostu sledovana
MODA analyzatorem, ktery spliioval pozadavky dle ISO 14855 — 2. Jako zkoumané vzor-
ky byly pouzity PCL (poly(caprolactone) a PLA. Cilem studie bylo sledovani stupné roz-
kladu zkoumanych polymert na zakladé jejich raznych velikosti a tvarti. Materidly PLA
byly dodany v riznych komercnich formach, jako napt. PLA kulicky, PLA filmy
s tloustkou 25 pm, vratné kelimky vyrobené z PLA. Na pracovisti se také pfipravila smés

PLA a baviny.

Zavislost rychlosti rozkladu polymeru na velikosti ¢astic byla jasn€ prokazana u prasku
ptipraveného z PLA kuli¢ek. PLA kulicky se mechanicky rozrusily a ptevedly do formy
prasku a nasledné se presily na velikost 0-125 pm, 125-250 um, 250-500 pum. Pfi nasled-
ném testu se ukézalo, Ze praSek s ¢asticemi v rozmezi 0-125 um se rozkladal 2 x rychleji
neZ prasek s ¢asticemi 250-500 pm. B&hem prvnich 10 — 20 dnli biodegradace viibec ne-

probihala, nicméné do 50 dnt dosahly vSechny velikosti praski 80% rozkladu.

Tvar vzorku ma vliv na rychlost rozkladu polymeru v kompostu a je jasn¢ prokazan u
vzorkl pfipravenych z komer¢nich PLA kelimku. Jednak se pfipravil praSek mechanickym
rozrusenim, ¢i se nastfihaly ¢tvercové platky o velikosti 1cm x 1cm. PraSek se rozlozil za
30 dnti cca z 80%, zatimco platky ve formé ¢tverecka této hodnoty dosahly az cca za 100
dnii. Zajimavosti také bylo, Ze prasek z PLA kelimku nevykazoval na zacatku zkouSky
zadnou lagovou fazi, coz mohlo byt zplisobeno zmékcovadly, které se do kelimku ziejme
pfi komer¢ni vyrobé ptidaly.

Rovnéz i v ¢lanku [23] se autofi zabyvali sledovanim zavislosti biodegradace polymert

Vv prostiedi kompostu pomoci respirometrického systému sestaveného dle ASTM D5338.
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Jako zkousSené polymery byly vybrany PLLA, PBS, PCL, PBSA. PLLA, PBS byly ozna-
¢ené jako pomaleji se rozkladajici polymery, zatimco PCL a PBS jako rychle se rozklada-
jici polymery v prostiedi kompostu. Z téchto polymeri se ptipravil prasek a tenka folie o
tloust'ce 47-72 um. Folie byly nastfihany na ¢tvercové kousky. Byla zde vyslovena jasna
myslenka a ptredpoklad, ze polymer s vétSim specifickym povrchem by se mél rozkladat
Vv prostiedi kompostu rychleji, nez tentyz polymer s mensim specifickym povrchem, proto-
ze poskytne mikroorganismim a enzymiim lepsi pfistup k nému. Tento piedpoklad byl
potvrzen, protoze praskové formy vSech sledovanych polymerii se v pocatecni fazi zkous-
ky rozkladaly podstatné rychleji nez vzorky ve formé folii. U PLLA a PBS se tento trend
udrzel po celou dobu zkousky (50 dnil), kdezto u PCL a PBS se stupeii degradace postupné
vyrovnal. Tento fakt je pfikladan tomu, Ze biodegradace snadno rozlozitelnych polymerii
probihala v prostiedi kompostu rychle, a proto se vzorky folii velmi rychle rozpadaly a

jejich specificky povrch se tim zvétsil.

Prace [24] volné navazuje na jiz zminénou studii [15] jeZ je uvedena v kapitole. V praci
[15] autofi zjistili, Ze béhem vystaveni PBAT folii slune¢nimu zafeni dochazelo u vzorku
K sitovani a Stépeni fetézce. Sitovanim se PBAT folie staly kieh¢i a snadno se protrhavaly
a rozpadaly na mensi kousky. Cilem této studie [24] bylo navodit sitovani PBAT vzorka
pusobenim UV zafeni, vySetfit pfipadné zmény v polymeru stejné jako u realného testu a

vySetfit zdali sitovani ovlivni rychlost biodegradace v prostifedi kompostu.

PBAT folie byly vystaveny UV zafeni o vlnové délce 340 nm v zafizeni Q-panel lab. Véd-
ci se snazili navodit takové laboratorni podminky, které by odpovidaly redlnym podmin-
kam. Proto byly PBAT folie ozafované ve 12 hodinovych cyklech (8 hodin napodobeni
denniho svétla a 4 hodiny napodobeni noci) po dobu 6 tydni. Kazdy tyden se vzorky ode-
biraly Kk analyze a porovnanim s daty ziskanymi v praci [11] bylo zji§téno, ze doslo

K uspésnému napodobeni realnych podminek pfi vystaveni folii slune¢nimu zafeni.

Jednou ze sledovanych vlastnosti bylo sitovani. To bylo sledovano rozpousténim v THF
dle ASTM D 2765. Bylo zjisténo, ze jiz po prvnim tydnu doslo ke vzniku gelového podilu
kolem 60 — 70%. V dalsich tydnech jiz nedochazelo k naristu gelového podilu a % vznik-
1¢ho gelu se pohybovala okolo 70%. Aby vSak autofi byli schopni vySetfit, zdali sitovani
skute¢né ovliviiuje naslednou biodegradabilitu vzorku v prostiedi kompostu, museli pfi-
pravit folie, které budou vykazovat po rozpousténi v THF 1 jiné gelové zastoupeni. Proto
byly folie ozatovany v zatizeni Q-panel Lab po dobu 2,5, 6, 10 a 12 hodin. Takto pfiprave-

né folie byly nésledné rozpoustény v THF a produkovaly rozdilné gelové zastoupeni a to
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10%, 30%, 50% a 70%. Ozatené folie tvotici rizné zastoupeni po rozpousténi v THF byly
podrobeny biodegradacnimu experimentu dle ASTM D 5338. Test probihal 45 dnti a bé-
hem této doby se neozatovana folie rozlozila z 60%. Ozatené folie se mineralizovaly po-
maleji. Folie tvotici v THF 10%, 30%, 50% a 70% gelovy podil se zmineralizovaly za 45
dnti z 36%, 43%, 21% a 24% v tomto poradi. Lze vidét trend, ze folie ozarené 2,5 a 6 ho-
din se mineralizovaly 2x rychleji nez folie ozarené 10 a 12 hodin. Védci tak vyslovili mys-
lenku, ze sitovani je klicovy proces rozkladu PBAT filmu, které vsak ovliviiuje naslednou
biodegradabilitu v prostfedi kompostu. Hlavnim vysvétlenim bylo, Ze zasitované vazby

poskytuji horsi piistup mikroorganismum.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem prace je provést biodegradacni experimenty s ozafenymi vzorky Ecoflex a PLA
v prostiedi kompostu. Snahou je vySetfit, zdali nebude ovlivnéna rychlost biodegradace s

dobou ozafeni vzorku.

Rovnéz bude snaha sledovat mozné zmény poc¢ti mikroorganismtl v priabehu biodegradac-

niho experimentu V prostfedi kompostt.

V neposledni fadé¢ by méla byt provedena isolace mikroorganismt zodpovédnych za roz-

klad zkoumanych polymerd.
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6 MATERIALY, ROZTOKY, VYBAVENI

6.1 Roztoky
Zasobni roztoky vyuZité k piipravé minerdlniho média:
Roztok A (KH,PO,)

Na piipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 0,9 g KH,PO,4 a doplnéno na pozadovany ob-

jem destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 9 g*I™.
Roztok B (Na;HPO4*12H,0)

Na ptipravu 100 ml roztoku bylo navdzeno 2,4 g Na,HPO4*12H,0 a doplnéno na pozado-

vany objem destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 24 g*1™.
Roztok C (CaCl,*2H,0)

Na ptipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 0,1 g CaCl,*2H,0 a doplnéno na pozadovany

objem destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 1 g*1™.
Roztok D (FG(NH4)2(SO4)2*6HQO)

Na piipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 0,3 g Fe(NH4)2(SO4),*6H,0 a doplnéno na

poZadovany objem destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 3 g*l'l.
Roztok E (Mg(S0O,)*7H,0)

Na ptipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 1,0 g Mg(SO4)*7H,0 a doplnéno na pozadova-

ny objem destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 10 g*1™.
Roztok F (NaCl)

Na pftipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 5,0 g NaCl a doplnéno na pozadovany objem

destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 50 g*1™.
Roztok G (NH,CI)

Na ptipravu 100 ml roztoku bylo navazeno 3,0 g NH4Cl a doplnéno na pozadovany objem

destilovanou vodou. Vysledna koncentrace roztoku je 30 g*1™.
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Roztok stopovych prvkii:

Na ptipravu 1000 ml roztoku se vyuziva:

Co(NO3);*6H,0 0,025 g
CuSO4*5H,0 0,040 g
H3BOs 0,057 g
MnSO4*5H,0 0,043 g
(NH4)sM07024*4H,0 0,037 g
ZnS0,*7H,0 0,043 g

Ptislusné navazky se smichaji a doplni destilovanou H,O na pozadovany objem.
Mineralni médium:

Minerdlni medium slouzi mikroorganismiim jako zdroj makrobiogenich, mirobiogenich a
stopovych prvkll nezbytnych pro spravné Zivotni pochody. Rovnéz je vyuzivano ke zvlh-

¢eni prostiedi v laboratornich podminkéch. Na ptipravu 100 ml minerdlniho média se vyu-

Zije:

Roztok A 2,0 mi
Roztok B 8,0 mi
Roztok C 1,0 mi
Roztok D 1,0 ml
Roztok E 1,0 ml
Roztok F 1,0 mi
Roztok G 1,0 mi
Roztok stopovych prvki 0,2 ml

Jednotlivé roztoky se nadavkovaly pomoci mikroddvkovaci a nasledné byly doplnény des-
tilovanou vodou na pozadovany objem. Poté byla provedena sterilizace v autoklavu pfi

teploté 125 °C po dobu 30 minut.
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Mineralni médium s roztokem polymernich submikro¢astic:

Na ptipravu 100 ml média se vyuzilo:

Roztok A 2,0ml
Roztok B 8,0 ml
Roztok C 1,0 ml
Roztok D 1,0 mi
Roztok E 1,0 ml
Roztok F 1,0 ml
Roztok G 1,0 ml
Roztok stopovych prvki 0,2 ml
Roztok polymernich submikrocastic 20 mi

Jednotlivé roztoky se doplnily destilovanou vodou na poZadovany objem. Vzniklé médium
se ihned vyuzilo na pfipravu agaru s polymerem. Ptiprava agaru s polymerem je uvedena
v kapitole 6.2 a priprava roztoku polymernich submikroc¢astic je pak uvedena v kapitole
6.3.3.

Fyziologicky roztok:

Na pfipravu 100 ml fyziologického roztoku bylo navézeno 0,85 g NaCl a doplnéno na po-
zadovany objem destilovanou vodou. Nésledné se provedla sterilizace v autoklavu pfi tep-

lot& 125 °C po dobu 30 minut. Vysledna koncentrace fyziologického roztoku je 8,5 g*1™.
Suspendacni médium:

Suspendacni médium se vyuziva k prevedeni mikroorganismi napf. ze vzorku pudy ¢i

kompostu do roztoku. Na ptipravu 100 ml suspenda¢niho média se vyuzije:

Fyziologicky roztok 50 mi
Destilovana H,O 50 mi
Nay(P204) 049
Tween 80 01g

Vznikla suspenze se fadné promichala a nechala se sterilizovat v autoklavu pii teploté

125°C po dobu 30 minut.
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6.2 Tuhé zivné pudy
Trypron yeast agar (TYA agar)

Trypton yeast agar patii mezi univerzalni zivnou pidu a vyuziva se pro kultivaci a nasled-
né stanoveni celkovych poctii mikroorganismi z dané¢ho vzorku.

Pro piipravu 100 ml Zivné pudy se navazilo 2,1 g TYA agaru, ktery se fadn¢ rozmichal v
100 ml destilovan¢ H,O a poté se provedla v autoklavu sterilizace pii 125 °C po dobu 30

minut. Nasledné se zivna puda nechala ochladnout a v aseptickém boxu se rozlila na Petri-

ho misky.
Glycerol dusi¢nanovy agar (GD agar)

Na ptipravu 100 ml Zivné ptudy se navéazilo:

Dusi¢nanovy agar 245¢
Glycerol 2,09
Agar Powder 109

Vsechny slozky se smisily a byly doplnény destilovanou H,O na poZadovany objem. Na-
sledné se provedla sterilizace v autoklavu pti 125 °C po dobu 30 minut. Po ochladnuti se

zivna pida rozlila v aseptickém boxu na Petriho misky.
Agar s gluk6zou a kvasniénym extraktem (GKCH agar)

Na ptipravu 100 ml Zivné pudy se vyuZzilo:

Glukoza 059
Kvasni¢ni extrakt 0549
Chloramfenikl 0,029
Agar Powder 159

Vsechny slozky se fadné smisily, doplnily destilovanou vodou na pozadovany objem a
provedla se v autoklavu sterilizace pti 125 °C po dobu 30 minut. Po ochladnuti se Zzivna

puda rozlila v aseptickém boxu na Petriho misky.
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Agar s polymerem

Na piipravu 100 ml zivné ptidy bylo navazeno 2,2 g Cistého agaru Powder, ktery byl fadné
rozmichan v 100 ml minerdlniho média s pfislusSnym roztokem polymernich submikrocas-
tic. Nasledné byla provedena sterilizace pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut. Po ochladnu-

ti v laminarnim boxu se zivna piida rozlila na Petriho misky a nechala zatuhnout.

V ramci diplomové prace jsme pripravili 4 agary s polymery PBAT, PLA_N, PLA V a
Ecoflex, kdy pfti ptipravé 100 ml mineralniho média se ptidalo 20 ml roztoku submikroc¢as-

tic PBAT, PLA_N, PLA_V nebo Ecoflex.

6.3 ZkouSené polymerni materialy

PBAT byl poskytnut partnerskym pracovistém na Blaise Pascal Univerzity ve Francii dale
jen BPU (vyrobce IRe Chemical Ltd. Korea).

Ecoflex byl dodan ve formé bilych granuli firmou BASF spol. s.r.0.

Vysokomolekuliarni PLA dale jen PLA V byl dodan firmou NatreWorks. Hodnota Myy
tohoto produktu je asi 100 kg/mol.

Nizkomolekularni PLA déle jen PLA N byl syntetizovan v laboratofi Centra polymer-
nich materidlu ve Zlin€ ve skupiné vedené ing. Vladimirem Sedlatikem, Ph.D. Hodnota

My tohoto produktu je asi 20 kg/mol.

Z dodanych polymernich materidlli byly ing. Petrem Stloukalem pfipraveny rizné zkouse-

né formy.

6.3.1 Priprava foliovych vzorku podrobenych urychlenému starnuti v zarizeni

SEPAP 12/24

Z dodanych polymernich materiali PLA V a Ecoflexu se pfipravily folie o tlouSt’ce cca

100 um. Tyto folie se pfipravily lisovdnim na etaZovém lisu pfi pracovni teploté 140 °C.

Nasledn¢ byly vyrobené folie degradovany v zatizeni SEPAP 12/24. V tomto zafizeni byly
vzorky vystaveny teploté 60 °C a intenzivnimu zéfeni, které mélo simulovat vystaveni folii
na slunci. Pfistroj je kalibrovan tak, Ze 100 hodin ozafovani odpovida 3 mési¢nimu vysta-
veni folii na slunci v evropskych zemépisnych Sitkach v obdobi od biezna do fijna.
V pftistroji se vyuziva podobné spektrum zéafeni jako ma slunecni zafeni dopadajici na

zemsky povrch.
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Folie ecoflexu byly ozatfované po dobu 0, 10, 25 a 100 hodin a byly oznacené prislusnym

kodem EcoOF, Ecol0F, Eco25F a Ecol00F.

Folie PLA V byly ozafované po dobu 0, 25, 50 hodin a byly oznacené ptislusSnym kodem
PLAOF, PLA25F, PLASOF.

Tato forma vzorkd byla pfipravend ing. Petrem Stloukalem v priibéhu jeho pracovniho

pobytu na BPU.

Takto ptipravené vzorky folii se na nasSem pracovisti pred vlozenim do biometrickych lahvi
nastiihaly za aseptickych podminek v laminarnim boxu na kousky o rozmérech cca 0,5cm

x 0,5cm.

6.3.2 Priprava vzorkua deponovanych na perlit po ipravé chloroformem

Fotodegradované foliové vzorky jejichz pfiprava je uvedend v predchozi kapitole, byly
rozpoustény v chloroformu a deponovéany na povrch perlitu za ucelem zvétSeni specifické-

ho povrchu.

Do biometrickych lahvi se navazilo pfislusné mnozstvi vzorku a bylo pfidano 10 ml chlo-
roformu. Lahve se uzaviely a byly ponechany na michac¢ce po dobu 2 hodin. B&€hem této
doby dochazelo k rozpousténi rozpustného podilu a nabobtnéani piipadného zasitovaného
gelu. Nasledné bylo navazeno ptislusné mnozstvi perlitu, obsah byl promichan a chloro-
form byl vystripovan proudem vzduchu. Takto pfipravené lahve se fadné oznacily ptislus-

nym kédem a byly vyuzity v biodegradacnich experimentech.
Lahve s polymerem ecoflex jsme oznacili; EcoOR, Ecol0R, Eco25R, Ecol00R.

Lahve s polymerem PLA _V jsme oznacili; PLAOR, PLA25R, PLASOR.

6.3.3 Priprava roztoki polymernich submikrocastic

Roztoky polymerni submikroc¢astic se piipravovali pro v§echny druhy zkoumanych polyes-

tert a to tedy pro PBAT, Eoflex, PLA N aPLA V.

Dodany komer¢ni material PBAT se nechal rozpustit v chloroformu. PfisluSnd navéazka
polymeru byla takova, aby vysledny roztoky mély koncentraci 100 mg*l'l. Takto ptiprave-
ny roztoky se misil s 0,5 % roztokem PVA v poméru 1:4. Vznikla smé&s se nalila do valce a
nechala 5 minut homogenizovat pomoci homogenizatoru a poté se jesté 5 minut pusobilo

ultrazvukem.
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Homogenizovana smés se nasledné prelila do odsavaci banky, ktera se uzaviela. Za snize-
ného tlaku a souc¢asného michani, dochéazelo k rychlému odpateni rozpoustédla skrz vyvje-

VU. Po odstranéni veskerého rozpoustédla, byl roztok podroben dvojnasobné centrifugaci.

Obdobnym zptusobem se pfipravily roztoky submikrocastic polymerit PLA N, PLA V a
Ecoflex.

6.3.4 Priprava vzorkil ve formé prasku

Dodany komeréni material PBAT byl rozpustén v chloroformu za vniku roztoku o koncen-
traci 0,050 mg*l'l. Do tohoto chloroformového roztoku byl z byrety ptikapavan etanol
v dvojnasobném mnozstvi. Vznikla srazenina se prefiltrovala a umistila do digestofe, kde

se nechala 24 hodin stat za ucelem odpareni rozpoustédla a vysuSeni vzniklého prasku.

Obdobnym zplisobem se pfipravily i praskové forma polyesterit Ecoflex, PLA N a
PLA_V.

6.4 Ostatni materialy pouzité v biodegradac¢nich experimentech

Substrat vyzralého kompostu byl piipraven smiSenim zahradniho kompostu s nespecific-

kym sloZenim.

Mikrokrytalicka celudza (Sigma) byla v biodegradac¢nich testech pouZzivana jako referencni

latka.

Perlit vyroben spole¢nosti AGRO CS, as. pod nazvem Agroperlit, byl vyuzivan
V biodegradacnich experimentech jako podplrny materidl (porovitost smési, zadrZzovani

vlhkosti, podpirny material).
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6.5 Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy Kern 770, Némecko
e Kulovy mlynek MM 301 Retsch, Némecko
e Centrifuga Rotanda 460 R
e Laboratorni sterilizaitor LAM-3-20-MCS-J Sonoclav, Némecko
e Elektricka laboratorni pec LHOOMT
e Ttepacka Promax 1020, Némecko
e Vihy Kern EW 1500-2M, Némecko
e Laminarni box Telstar BIO-II-A, Spaiielsko
e Minitfepatka MS1 IKAR, Brazilie
e Plynovy chromatogram Agilent 7890, USA
e Elektrickd suSarna UM 100 Memmert
e Mikrodavkovace Biohit, Finsko
e Plynotésnd injekéni stiikacka Hamilton 100 pl, USA
e PCR Piko Thermal Cycler Finnzymes
e pH metr InoLab pH 730

V ramci prace bylo vyuzivano bézné laboratorni sklo a pomiticky.
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7 METODIKA

7.1 Charakteristika substratu

U vyzralého kompostu jsme sledovali jednak fyzikalné-chemické parametry jako suSinu,

spalitelny podil a pH a dale mikrobialni oziveni.

7.1.1 Stanoveni suSiny kompostu

Na fadné umytou, vysuSenou a zvazenou misku s piesnosti £0,00001g se navazil kompost.
Navazka kompostu byla rovnéz provedena na analytické vaze s presnosti +£0,00001g. Mis-
ka s kompostem se vlozila do elektrické trouby a nechala susit ptfi 105 °C do konstantni
hmotnosti. Po vysuSeni se miska vlozila do exsikatoru, nechala se zhlddnout na laboratorni
teplotu a poté byla zvazena. VypocCtem dle rovnice 4 se vypocetla susina kompostu

Vv procentech. Stanoveni se provedlo 3x vedle sebe.

Myvica — My
S, = *100
mMKl m M1
Myvka ~ My Sl+SZ +S3
e A @
MK2 M2
Myvks ~ Mus
S; =——=-*100
Myks =My
Kde:
Sia3 dil¢i hodnoty suSin s paralelnich stanoveni [%0]
S pramérna hodnota susiny kompostu [%]
My 2.3 hmotnosti prazdnych dil¢ich misek [mg]
My, 2,3 hmotnosti dil¢ich misek s navaZenym kompostem [mg]
Mk, 2,3 hmotnosti dil¢ich misek s navdZenym vysusenym [mg]

kompostem
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7.1.2 Spalitelny podil kompostu

Do vyzihaného a zvazeného kelimku se navazil kompost s presnosti £0,00001g. Nejdiive
se u takto navazeného vzorku stanovila suSina kompostu, jejichz provedeni je uvedeno
v predchozi kapitole. Po zvazeni suSiny se kelimek s vysusenym kompostem vlozil do
muflonové peci a nechal se Zihat pfi teploté 550 °C po dobu 2 hodin. Po vyzihani se keli-
mek vlozil do exsikatoru, nechal se zhlddnout na laboratorni teplotu a poté byl zvazen.
Vypoétem dle rovnice 5 se vypocetla suSina kompostu v procentech. Stanoveni se provedlo

3x vedle sebe.

my,., —Mm
Spl — VK1 SK1 *100
Mycp =My
My, —M Sp, +Sp,+S
sz — VK2 SK2 *100 SP¢ _ ~P1 P2 P3 (5)
My, — My, 3
m m
SP3 _ VK3 SK3 *100
mVK3 mK3
Kde:
Sp123 dil¢i hodnoty spalitelného podilu s paralelnich kelimku  [%)]
Sk primérnd hodnota spalitelného podilu
Mk1,23 hmotnosti prazdnych kelimka [ma]
Mvk123 hmotnosti dil¢ich kelimkt s vysuSenym komostem [mg]
Msk1.2.3 hmotnosti dil¢ich kelimku se spalenym kompostem [mg]

7.1.3 Stanoveni pH kompostu

Do kédinky bylo navazeno 10 g kompostu a pfidano 50 ml demineralizované H,O. Smés
se pomoci elektromagnetického michadla nechala michat a pomoci pH metru InoLab 730

bylo zméteno pH.

7.1.4 Mikrobialni rozbor kompostu

Mikrobialni rozbor kompostu byl zaméfen na sledovani fadovych pocti termofilnich bak-
terii, aktinomycét, vlaknitych plisni a degradérti schopnych rozkladat zkoumané polyeste-
ry. Tomuto rozboru byl podroben neadaptovany i adaptovany vyzraly kompost na dany

polyester.
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Praktické provedeni mikrobidlniho rozboru na nasem pracovisti spocivalo v nésledujicich
krocich:

Vytirep kompostu a priprava desetinného iedéni

Mikroorganismy vyskytujici se Vv kompostu byly nejprve uvolnény a pievedeny do vodné-
ho suspendacniho média. To bylo provedeno tak, ze do sterilni zkumavky se navazilo 0,5 g
kompostu s piesnosti 0,01 g a piidalo se pipetou 4,5 ml suspenda¢niho média. Zkumavka
se nasledné nechala intenzivné téepat 15 minut, ¢imZ doslo k pozadovanému uvolnéni mi-
kroorganismil s pevnych ¢astic kompostu do roztoku. Takto piipravena zkumavka se ne-
chala sedimentovat a supernantant se vyuzil k ptipravé desetinového fedéni, pficemz je
nutno si uv&domit, Ze jiz pi tomto vytfepu vzniklo fedéni 10 (10 x nafedény vzorek

kompostu).

V ramci prace jsme vyuzili desetinné fedéni v rozmezi 10" az 107, jehoz princip piipravy
je znazornén na obr. 6. Do Cisté sterilni ependorfky bylo nadavkovano 900 ul sterilniho
fyziologického roztoku a 100 pl supernantantu, &imz vzniklo fedéni 102, Do dalsi sterilni
ependorfky bylo nadavkovano 900 pl sterilniho fyziologického roztoku a 100 ul roztoku
s ependortky o fedéni 107, &imz vzniklo fedéni 107, Stejnym postupem piipravy se pokra-

X v Sy 1w 1T
¢ovalo az do vzniku fedéni 107",

5g kompost
4.5ml suspendatni
medimm 100ul

\ /\ 100ul 100ul 100p 100ul 100pl
2 ERYVAYAVAWAYAN

o 2 o 3y dgp

900yl steriniho fyziologickeho roztoku pfidano do viech ependorfek

Obr. 6 schematické zndzornéni desetinného fedéni
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Oc¢kovani Zivnych pid a inkubace

Vzniklé desetinné fedéni se ockovalo na kultivaéni Petriho misky s zivnymi pidami, je-
jichz ptiprava je uvedena v kapitole 6.2. V ramci prace se na vSechny misky o¢koval stejny

objem inokula a to 100 pul a vzdy se pro kazdé fedéni piipravily dvé paralelni misky.

Misky s TY A agarem se vyuzily pro stanoveni celkovych pocti termofilnich bakterii. Na

tyto kultiva¢ni misky bylo o¢kovano inokulum o fedéni v rozmezi 10%-10".

Misky s GD agarem se vyuzily pro stanoveni termofilnich aktinomycét. Na tyto kultiva¢ni

misky bylo o¢kovano inokulum o fedéni v rozmezi 10%- 1073,

Misky s GKCH agarem byly vyuzity pro stanoveni vlaknitych plisni. Na tyto kultivaéni

. v 7 . v v 7 r -1 -
misky bylo o¢kovéano inokulum o fedéni v rozmezi 10 — 103,

Misky s polymernim agarem byly vyuzity pro stanoveni mikroorganismi schopnych roz-
kladat dany polyester. Na tyto kultivaéni misky bylo ofkovano inokulum o fedéni

Vv rozmezi 102 — 10°®,
Inkubace

Vsechny naockované misky byly inkubovany bez ptistupu svétla v termostatu udrzujiciho

teplotu na 58 °C. Misky s TY A agarem byly inkubovany 3 dny a ostatni misky 7 dnt.
Vyhodnoceni pocti

Béhem kultivace rostou mikroorganismy na zivné pudé ve formé kolonii. Vysledky se pak
obecné uvadeji jako pocet jednotek tvoficich kolonie na jeden gram ¢i ml vzorku (CFU/g
nebo CFU/ml). V ramci diplomové prace jsme vyjadfili pocty kolonii jako CFU/g suSiny
vzorku. Princip pfepo¢tu CFU/g susiny vzorku pro Petriho misky, na nichz bylo o¢kovano

100 ul indkula o fedéni 10 je nasledujici:

Po inkubaci se odectou pocty kolonii s obou paralelnich misek a vypoéte se primérna hod-
nota. Pro jednoduchost si mizeme myslet, ze primérna hodnota je 100 kolonii. Nyni se
musi uvazit fedéni. Index 107 zna¢i, 7e vzorek je 10x nafedén. Jelikoz se ockuje na misku
0,1ml inokula (~0,1g inokula) a pocty kolonii v praci vyjadfujeme na 1 gram susiny vzor-
ku, pak na misce vzniké fedéni 107, coz znadi, Ze vzorek je nafedén 100x. Kdyz se pak
zjisténé pocty kolonii vyndsobi fedénim, dostaneme skute¢nou hodnotu kolonii v 1 gramu
vzorku. Pro tento demonstrativni piiklad je tedy skute¢na hodnota 10 000 kolonii v 1 gra-
mu vzorku. Posledni véc, kterou musime do vypoétu zahrnout, je piepocet kolonii na susi-

nu vzorku. Pro jednoduchost si miizeme myslet, ze susina vzorku je 50 %, pak tento piepo-
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¢et nabude tvaru 10 000/0,50. Skute¢na hodnota poctli kolonii pro na§ demonstrativni pfi-
klad je 20 000 CFU/g susiny vzorku, coz Vv praci vyjadfujeme tvarem 2,0¥10* CFU/g susi-

ny vzorku.

7.2 Sledovani aerobni degradace polymeri v prostiredi kompostu pomo-

ci respirometrického systému

7.2.1 Biometricka lahev

Jako bioreaktor byla vyuzita 500 ml sklenéné ldhev o objemu plynné faze 580 ml (obr).
Kazd4 biometrické ldhev méla uzavér s otvorem opatienym septem pro odbé€r vnitini atmo-
sféry. Pfed zah4jenim pokusu byly lahve fadné umyty a nechaly se sterilizovat v autoklavu
pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut. Uzavéry se sterilizovaly UV zafenim v aseptickém

laminarnim boxu po dobu 30 minut.

7.2.2 Priprava biometrickych lahvi k biodegrada¢nim pokusiim

Do fadné umytych a oznacenych biometrickych ldhvi se pfidavala zkouSena smeés. Tato

sm¢és se povétsinou skladala ze 4 komponenti:
e 0,1-0,3 gtestovaného polyesteru nebo mikrokrystalické celulozy
e 5 gvyzralého kompostu
e 7gperlitu
¢ 3 -5 ml mineralniho média

Navazky testovanych polyesterti a celulozy byly provedeny na analytické vaze s piesnosti
+0,00001g a navazka vyzralého kompostu a perlitu na vaze s piesnosti +£0,01g. Mineralni

médium bylo pfidavano pomoci mikrodavkovace.

V ramci vSech biodegradac¢nich pokust se pfipravily vzdy 3 paralelni lahve se zkoumanym
polyesterem, 1 — 3 paralelni lahve s referenénim materidlem pro pozitivni zkousku (mikro-
krystalicka celuloza) a 4 — 5 paralelnich 1ahvi bez ptidaného vzorku, pro sledovani respi-
racni aktivity samotného kompostu (slepy pokus). Béhem pokusu byly vSechny ldhve

umistény v termostatu, ktery udrzoval teplotu na 58 °C.
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7.2.3 Privod vzduchu

Biometrické 1dhve musi byt béhem pokusu plynotésné uzavieny, aby mohlo byt detekova-
no mnozstvi vyvinutého CO;, z polymerniho materidlu. Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno,
tato mineralizace uhliku je provadéna aerobnimi mikroorganismy, které pii této Cinnosti
spotfebovavaji atmosféricky kyslik. Jelikoz testy probihaji mnoho dni, musi se hladina
kysliku v lahvich obnovovat, aby nedoslo k jeho poklesu na tokovou miru, ktera by zna-

menala smrt téchto organismi.

Na naSem pracovisti byl pfivod vzduchu zajistén pomoci Cerpadla, které jej vhanélo do
systému. Vzduch se nejprve probublaval v 5SM NaOH, kde dochazelo k odstrafiovani atmo-
sférického CO, dle rovnice 2. Dale vzduch prochazel skrz lahev s roztokem 0,25M
Ba(OH),, ktera byla zapojena do systému pro ptipad, ze by doslo k vy¢erpani roztoku Na-
OH (vycerpani roztoku by znamenalo vznik bile srazeniny viz rovnice 3) a skrz lahev
s destilovanou vodou, kde dochazelo ke zvlh¢eni vzduchu. Takto upraveny vzduch se pii-

vadél pomoci silikonové hadicky do biometrické lahve.

7.2.4 Hodnoceni aerobni biodegradace pomoci plynové chromatografie

Hodnoceni mnozstvi vyvinutého CO; a spotfebovaného O, v biometrické ldhvi, bylo pro-
vadéno metodou plynové chromatografie. MnoZstvi vyprodukovaného CO; v ldhvi ndm
poslouzilo pro stanoveni stupné biodegradace zkoumaného polyesteru, ktery zde byl jedi-
nym piidanym zdrojem organického uhliku. MnoZstvi spotfebovaného kysliku slouZilo pro

posouzeni, zdali mikroorganismy v lahvich netrpi jeho nedostatkem.

V nasem piipad¢ byl pro analyzu mnozstvi CO; a O, vyuzit GC Agilent 7809. V termosta-
tu tohoto GC jsou umistény 2 sklenéné napliové kolony o délce 1,829 m, které jsou zapo-
jeny do série. Na prvni kolon¢ se stacionarni tazi Porapak (velikost ¢astic 80/100 MESH)
byl stanovovan CO; a na druhé koloné s molekulovym sitem 5A (velikost Castic 60/80

MESH) byl stanoven O,.

Po nastfiknuti vzorkli byly zapojeny ob¢ kolony, poté v ¢ase 0,9 minut doslo k pfepnuti
ventilu pouze na 1. kolonu a v ¢ase 2,0 minuty doslo k pfepnuti ventilu na 2. kolonu.
K pfepinani ventilu mezi kolonami byl vyuzit Ny, ktery byl do GC ptivadén z lahve se stla-
¢enym vzduchem. K detekci analyzovanych sloZzek byl pouzit tepelné vodivostni detektor
(TCD) a jako nosny plyn bylo vyuzito He Cistoty 4.6. Zakladni pracovni parametry jsou
uvedeny v tabulce 2.
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Vyhodnocovani signdlu bylo provadéno pomoci programu GC ChemStation metodou pfi-
mé kalibrace. Analyzou smésného syntetického plynu Linde Technoplyn, byla sestavena
kalibracni kiivka pro stanoveni obsahu CO,. Pro stanoveni obsahu O, byla kalibra¢ni kiiv-

ka sestavena s obsahu O, ve vzduchu.

Tab. 3 Parametry méfeni na GC Agilent 7890 [25]

Parametry Analyza
Injektor 200
Teplota (°C) Termostat 60
TCD detektor 250
Typ He
Nosny plyn
Pratok (ml*min™) |53
5 0,9
Cas (min)
2,0
Prepinani ventilu
N2,
Plyn
vzduch

7.2.5 Biodegradacni experiment

VSechny biodegradacni testy provedené v ramci diplomové prace mély podobny pribeh.
Do distych biometrickych 1dhvi se pfidavala zkouSena smés. Lahve se fddn¢ oznacily, uza-
viely a vlozily do inkubétoru, kde byla udrZzovéna teplota 58 °C. V ptedem ur¢enych inter-
valech se provedl odbér a analyza atmosféry uvnitt lahvi. Pfed odbérem atmosféry se lahev
nechala zhladnout na laboratorni teplotu (asi 20 minut), mirn€ se protepala a poté se pies
septum pomoci plynotésné injekcni stiikacky Hamilton odebralo 100 pl atmosféry a pro-
vedla se analyza na plynovém chromatografu (Agilent 7890), kde byl vyhodnocen obsah
CO;,a 0,.

Po odbéru se lahev obvykle oteviela, a nechala se provzdusiovat za u¢elem obnovy hladi-
ny kysliku a vystripovani CO; vyprodukovaného mikroorganismy. Realizace piivodu

vzduchu do bioreaktoru je popsana v kapitole 7.1.3.
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Pted zahajenim provzdusnovani byla vzdy provedena jednoducha zkouska, pro ovéreni a
regulaci pfivodu vzduchu. Tato zkouska byla realizovana tak, ze vyusténi silikonové ha-
dicky bylo ponofeno do kadinky s destilovanou vodou a tvofici se bublinky byly indikaci,
ze systém piivodu vzduchu skute¢né funguje. Rovnéz se pomoci této zkousky provedla
pomoci ventilu regulace rychlosti proudéni vzduchu. Po provzdusnéni se ldhev uzaviela a

vlozila zpét do inkubatoru.
7.2.6 Zpracovani namérenych dat
Zpracovani naméfenych dat je vyuzito z [25]

Denni produkce uhliku ve formé CO,

Meye = MRC;F’ * 1\0/80 *W(CO,)* Ziﬁ* \S/: *1000 ©6)

Kde:
M)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé CO, [mo]
M atomarni hmotnost uhliku [g*mol™]
p tlak v okamziku provzdusnovani [kPa]
R molarni plynova konstanta [I*K™*mol™]
T termodynamicka teplota v okamziku provzdusiovani [K?]
Vv, plynny objem biometrické 1ahve [mi]
Vv davkovany objem plynné faze standardu respektive [ul]

vzorku do plynového chromatografu
Ssive signal detektoru u standardu respektive vzorku [LV*s]

w(CO,) mnozstvi CO; Vv kalibra¢nim plynu [%]
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Kumulativni produkce uhliku ve formé CO;

Pokud nedochézi k provzdusnovani testovacich 1ahvi, je kumulativni produkce rovna pro-

dukci denni. Pokud je systém provzdusiovan je kumulativni produkce uhliku ve formé

CO, dana vztahem:

Myoc (2) = Migye (D) +Megye (2) (7)
Kde:
Mgoc (2) kumulativni produkce uhliku z aktualniho méfeni [mg]
Moye @ kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni [mg]
Meaye (2) denni produkce uhliku z aktudlniho méteni [mog]

Substratova produkce uhliku ve formé CO;

Jedna se o kumulativni produkci ze systému se vzorky snizenou o produkci uhliku ze sle-

pych pokust, tj. o produkci ze samotného vyzralého kompostu.

Nse = Mugeve = Magesi (8)
Kde:
Nisye substratova produkce uhliku ve formé CO; [mo]
Mo vz kumulativni produkce uhliku z 1ahve se vzorkem [ma]

Muoc si kumulativni produkce uhliku z 14hve bez vzorku [ma]
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Procentuelni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO,
n
(s)C
= —— 9
© = mg *TC 9)
Kde:
D. procentuelni mineralizace uhliku z hlediska produkce [%]
CO;
Noyc substratova produkce uhliku ve formé CO, [mg]
Me hmotnost testovaného materialu [mg]
TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu [%0]
Procentuelni obsah O, v lahvi
w(O,)*S,, .V
%02 — ( 2) Vz % 7St (10)
SSt VVz
Kde:
%0, aktualni procento O, obsazeného v lahvi [%]
w(G,) obsah kysliku ve vzduchu [%]

7.3 Isolace a identifikace mikroorganismi schopnych rozkladat zkou-

many polymer

7.3.1 Isolace mikroorganismi

Mikroorganismy rostouci na pevnych zZivnych pudach, jsou Casto kontaminované i jinou

skupinou organismu, které by mikrobialni identifikaci rusilo. Proto se v rutinnich pfipa-

dech pouziva metoda tzv. kiiZového roztéru. Pfi této metod€ se odebere domnéla skupina

mikroorganismi pomoci vyzihané klicky a nanese se na ¢istou Petriho misku s pevnou

zivnou pudou, zptisobem jez je zobrazen na obr 7.
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Obr. 7 Ktizovy roztér
Na nasem pracovisti byla pfeockovavana biomasa s misek s polymernim agarem. Nejprve
jsme pteockovali kulturu na misku s TYA agarem a po inkubaci jsme odebrali s TYA aga-
ru Cistou kulturu, kterou jsme naockovali zpét na cCistou misku s polymernim agarem.

Vsechny tkony byly provedeny v laminarnim aseptickém boxu.

7.3.2 Identifikace mikroorganismi

Na naSem pracovisti byla identifikace provadéna pomoci molekularné biologickych postu-
pu srovnavanim sekvenci nukleotiddi v genu prol6S rRNA. Je nutno zminit Ze, tato Cast
prace byla realizovana ve spolupraci s ing. Lucii Husarovou, a proto je sled provedenych
kroka identifikace uveden pouze z informacnich divodu a je velmi zkracen, nebot’ proble-

matika vyZaduje $irsi znalosti, a v rdmci diplomové prace tvoii jen minoritni podil.

Identifikace mikroorganismu pomoci srovnavani sekvenci nukleotidii v genu 16S rRNA

byla provadéna nasledujicimi kroky:
a) Isolace DNA pomoci Power Soil™ DNA Isolation Kit
b) Amplifikace vymezeného useku DNA polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
c) Kontrola produktii PCR gelovou elektroforézou
d) Purifikace amplifikované DNA pomoci QIA quick PCR Purification Kit

e) Sekvenace produkti amplifikované DNA (provedeno na Biologické centru AV,

Ceské Budgjovice).

f) Porovnani zjisténych sekvenci nukleotidl s udaji v databazi (aplikace BLAST)
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8 CHARAKTERISTIKANEADAPTOVANEHO KOMPOSTU

U pouzivané¢ho vyzralého kompostu jsme se snazili zjistit jeho fyzikalné-chemické vlast-
nosti a mikrobialni diverzitu. Spalitelny podil a hodnotu pH jsem stanovili pouze jednou a
to dne 3.2.2011. Hodnota pH kompostu byla 7,04 a primérna hodnota spalitelného podilu
kompostu vypoctena dle rovnice 5 vysla 70%.

Susinu kompostu jsme stanovili vzdy pied zahajenim nového biodegradacniho pokusu
k ovéfeni, zda-li se suSina vyrazné€ neméni s dobou skladovani a zda-li ma kompost vhodny

obsah volné vody pro mikroorganismy. Hodnoty zjisténych susin jsou uvedeny v Tab. 4.

Muzeme vidét, ze susina kompostu se vyrazné neménila s dobou skladovani a jeji hodnota
je vrozmezi 50 — 60% coz odpovida standartu dle ISO 14855 a kompost je tak z tohoto

pohledu v hodny k provadéni standardnich biodegrada¢nich testa.

Tab. 4 Hodnoty naméfenych susin u neadaptovaného

kompostu

S1 (%) | S2 (%) | Sz (%) | Sy (%)

04.06.2010 | 55,19 | 55,07 | 54,82 | 55,03

27.10.2010 | 54,69 | 54,42 | 54,44 | 54,52

03.02.2011 | 57,02 | 57,07 | 56,20 | 56,76

Z hlediska mikrobidlniho oZiveni pouzivané¢ho vyzralého kompostu, jsme se snazili zjistit
fadové pocty termofilnich bakterii respektive bakterii rostoucich na TY A agyru, aktinomy-
cét, vlaknitych plisni a mikroorganismii schopnych rozkladat zkoumané polyestery v ném

obsazenych.

Mikroorganismy ptitomné v kompostu byly nejprve prevedeny do suspenda¢niho média,
které se nasledné vyuZilo na pfipravu desetinného fedéni. Na pfipravené kultivacni misky
se pak ockovalo inokulum o piislusném fedéni. Naockované misky s TY A agarem pro sta-
noveni celkovych pocti bakterii, se nechaly inkubovat 3 dny a misky pro stanoveni akti-
nomycét, vlaknitych plisni a mikroorganismu rozkladajicich dany polyester 7 dnti. Inkuba-
ce probé&hla ve tmé pfi teploté 58°C. Praktické provedeni je podrobné popsano v kapitole
7.1.4. Po inkubaci se provedl odecet narostenych kolonii mikroorganismii na miskach

S piislusnym agarem. Zjisténé pocty mikroorganismu jsou pak uvedeny v tabulce 2, kde
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jsou vyjadieny jako pocty kolonii na 1 gram suSiny vzorku kompostu (CFU/g susiny vzor-

ku). Pti pfepoctu se vyuzila hodnota primérné susiny kompostu stanovené 03.02.2011.

Tab. 5 Poéty kolonii sledovanych mikroorganismi u neadaptovaného kompostu oc¢ko-

vaného na kultiva¢ni misky dne 3.2.2011

CFU/g susiny vzorku

T.B.

T.A.

V.P.

D.PBAT

D.ECO

D.PLA N

D.PLA_V

N. Kompost
3,8*10’
03.02.2011

1,6*10*

1,7*10°

2,0%10°

9,6*10°

5,6%10°

T.B., termofilni bakterie kultivované na TAY agaru; T.A., termofilni aktinomycety kul-
tivované na GD agaru; V.P., vlaknité plisné kultivované na GKCH agaru; D.PBAT, de-
gradéfi kultivovani na agaru s polymerem PBAT; D.ECO, degradéfi kultivovani na aga-
ru s polymerem Ecoflex; D.PLA_ N, degradéii kultivovani na agaru s nizkomolekular-
nim PLA polymerem; D.PLA_V, degradéti kultivovani na agaru s vysokomolekularnim
PLA polymerem; N. Kompost 03.02.2011, neadaptovany kompost o¢kovany na misky v

uvedeny den.
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9 SLEDOVANI VLIVU FOTODEGRADOVANEHO VZORKU NA
BIODEGRADABILITU

Z vybranych polymert se piipravily folie o tloustce 100 um a ty se nasledné nechaly po-
drobit urychlenému starnuti v zatizeni SEPAP 12/24. V tomto zafizeni jsou folie vystaveny
intenzivnimu zafeni, které simuluje podminky vystaveni f6lii na slunci. Bylo zjisténo, ze
béhem ozareni dochazi u vzorku Ecoflex predevs§im k sitovani a u vzorku PLA pfedevsim
ke Stépeni fetézce. Pro nami ozarené folie byl tento fakt ovéten reologickymi testy a také
rozpousténim folii v chloroformu. Jestlize byl polyester po ptisobeni zafeni respektive UV
zateni zesitovany, potom se v chloroformu nerozpustil Gpln€é a zanechal urcity podil ne-
rozpustného zbytku ve form¢ gelu viz. tabulka 5. Tato forma vzorka fo6lii byla pfipravova-
na ing. Petrem Sloukalem na jeho pracovnim pobytu na partnerském pracovisti BPU. Rov-

néZ 1 hodnoty v tabulce 5 byly obdrZeny od ing. Petra Stloukala.

Zakladnim cilem experimentu provedeného na nasem pracovisti, bylo prozkoumani, zdali

ozatrené vzorky nebudou ovliviiovat rychlost jejich rozkladu v prostfedi kompostu.

Tab. 6 hodnoty vzniklych gelovych frakci vzorkt Ecoflex ozafenych 10, 25, 100 hodin po

pridavku chloroformu

Navazka folie | Hmotnost vzniklého gelu | % gelové frakce | ¢ gelové frakce
@) (@) (%) (%)
EcolOF | 0,1008 | 0,1030 | 0,0081 0,0077 8,03 7,48 7,76
Eco25F | 0,1009 | 0,1028 | 0,0539 0,0552 53,41 | 53,70 53,56
Ecol00F | 0,1008 | 0,1054 | 0,0788 0,0813 78,17 | 77,13 77,65

9.1 Vliv fotodegradace na biodegradaci materialu Ecoflex

V ramci tohoto pokusu se pracovalo se vzorky Ecoflex ve formé folii, které byly ozatené
v zatizeni SEPAP po dobu 0, 25, 50 a 100 hodin, diky ¢emuz doslo k sitovani vzorku.
Ptedpokléadalo se, ze folie ozarena delsi dobu, se bude v prostfedi kompostu rozkladat po-
maleji, nez folie ozarena kratsi dobu, protoze je vice zasitovana a mikroorganismy by tak
mohly mit horsi pfistup k volnym hydrolyzovatelnym vazbam. RovnéZ se piedpokladalo,

ze vzorky ve formé folii majici pomérné¢ maly specificky povrch se budou v prostiedi
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kompostu rozkladat pomalu. Proto se pfipravily i biometrické 1dhve, do kterych se navézilo
200 mg vzorka a bylo pfidano 10 ml rozpoustédla v podobé chloroformu a takto byly
vzorky tfepany. Pfitom bylo mozno pozorovat, Zze vzorky neozafené se rozpustily Uplng¢,
vzorky ozatené 10 hodin se rozpustily téméf upln¢ a zanechaly jen maly nerozpustny zby-
tek, kdezto folie ozarené 25 a 100 hodin se z vétsi ¢asti nerozpustily. Nerozpusténé folie
ucinkem chloroformu pouze vyrazné nabobtnaly a zprihlednily, avSak zachovaly sviij tvar.
Tim se potvrdil fakt, ze u folii ecoflex plisobenim UV zafeni dochazelo ptredevsim
k sitovani. Pokud byl poté chloroform vystripovan, nevratili se nabobtnalé folie do své
puvodni formy, ale material nabyl houbovitého charakteru s nékolikandsobné vétsi tloust’-

kou oproti ptivodni folii, ¢imz doslo k zamyslenému zvétSeni povrchu vzorku.

V ramci tohoto experimentu se pfipravily vzdy 3 paralelni ldhve s danym vzorkem. Do
téchto lahvi se ptidaly vzdy 4 komponenty a to: 0,2 g vzorku, 5 g kompostu, 7 g perlitu a 5
ml minerdlniho média. Déle se pfipravily 4 paralelni ldhve bez vzorku a 1 ldhve
s mikrokrystalickou celu6zou. Biometrické 1dhve se vzorky ve formé folii a se vzorky po
upravé chloroformu deponovanymi na perlit byly méfeny soucasné a cely experiment trval
97 dnt. Pro lepsi orientaci jsme sestrojili zvlast’ grafy odpovidajici vzorkiim ve formé folii

a vzorklim po upravée chloroformem.
Vzorek ve formé folii

Na obr. 6 je znazornéna degradace polymeri ecoflex ve formée folii s rtiznou dobou ozare-
ni. Lze pozorovat, Ze tato forma vzorkl se rozkladala pomémné pomalu a za 97 dni doséhla
hodnot od 25 do 35%. Z tohoto grafu lze také vypozorovat, Ze vSechny typy foliovych
vzorkl vykazovaly na zacatku testu prakticky stejnou rychlost mineralizace a to az do 25
dne inkubace, od této doby se o néco rychleji rozkladala 100 hodin ozafena folie, ktera se
za 97 dni rozlozila z 35%. Ostatni typy folii si udrzely podobny priitbéh mineralizace po
celou dobu experimentu. BohuZel hodnota mineralizace 25 hodin ozéafené folie mize byt
zkreslena, protoze béhem pokusu se nedopatfenim dvé paralelni ldhve rozbily a tudiz se
vyhodnocovala pouze jedna ldhev. Nicméné z grafu neni mozno vysledovat Zzadné vy-
znamné rozdily mezi rizné€ ozafenymi vzorky a rovnéz se neobjevil zadny trend zavislosti
rozsahu biodegradace na dobé ozafovani. To mize byt pravdépodobné tim, Ze biodegrada-
ce byla zpomalena malym povrchem vzorku a nemohly se tudiz projevit rozdily mezi riz-
nymi vzorky. Dal§im vysvétlenim by mohlo byt, Ze sitovani vyrazné nezménilo pocet do-
stupnych hydrolyzovatelnych vazeb v polymeru a tudiz biodegradaci vyznamné neovlivni-

lo.
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Obr. 8 Biodegradace vzorki Ecoflex ve formé f6lii s riznou dobou ozafeni: x, neo-
zarena folie; o, 10 hodin ozarena folie; O, 25 hodin ozarena folie; A, 100 hodin oza-

fena folie; o, srovnavaci vzorek (celuloza).

Vzorek po upravé chloroformem

Rozklad vzorkl po upravé chloroformem probihal rychleji nez v ptedeslém piipadé (u fo-
liovych vzorkil) a dosahl za 97 dnti hodnot v rozmezi od 48 az 71% (obr. 7). Tim se potvr-
dil fakt, Ze specificky povrch vzorku mé vliv na rychlost jeho rozkladu v prostfedi kompo-
stu. Z obrazku 7. lze téZ vysledovat, Ze oproti pfedpokladu se rychleji rozkladaly vzorky
ozéfené, nez vzorek neozareny. Za 97 dnt se rozlozil 25 hodin ozafeny vzorek, 100 hodin
ozéafeny vzorek, 10 hodin ozafeny vzorek a neozédfeny vzorek z 71%, 59%, 53% a 49%
V tomto pofadi. Nicméné se opét da fici, Ze ani u takto upravenych vzorkl se neprokéazala
jasna zavislost mezi stupném zesitovani a rychlosti biodegradace. Interpretace tohoto po-
zorovani je opét ta, ze pocet dostupnych hydrolyzovatelnych vazeb se v procesu urychle-

ného starnuti vyrazné nezménil.
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Obr. 9 Biodegradace vzorka Ecoflex po upravé chloroformu s riznou dobou ozare-
ni: x, neozafeny vzorek; o, 10 hodin ozafeny vzorek; 0, 25 hodin ozafeny vzorek;

A, 100 hodin ozafeny vzorek; o, srovnavaci vzorek (celuloza).

9.2 Vliv fotodegradace na biodegradaci materialu PLA

V ramci tohoto experimentu se pracovalo se vzorky PLA ve formé folii, které byly ozarené
v zatizeni SEPAP po dobu 0 hodin, 10 hodin a 50 hodin. Pti pisobeni UV zafeni na vzorky
PLA ptevladlo §tépeni molekul nad sitovanim, coz bylo ovéfeno reologickymi testy a také
rozpousténim fo6lii v rozpoustédle. Pii rozpousténi vSech typi PLA vzorki nedoSlo
k zadnému vyextrahovani nerozpustného podilu. Proto byl tentokrat pfedpoklad zcela
opacny nez v predesSlém experimentu (s ozafenymi vzorky Ecoflex) a to takovy, ze ozafené
folie PLA by se méli rozkladat v prostfedi kompostu rychleji nez neozafeny vzorek, proto-

Ze by mohli poskytnout mikroorganismim vice volnych hydrolyzovatelnych vazeb.
V ramci biodegrada¢niho experimentu se pfipravily vzdy 3 paralelni lahve pro kazdy typ
vzorku. Do téchto lahvi se ptidaly vzdy 4 komponenty a to 0,1 g vzorku, 5 g kompostu, 7 ¢

perlitu a 5 ml minerdlniho média. Navazka vzorku oproti predeslému experimentu se vzor-
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ky Ecoflex musela byt sniZzend, protoze ozafenych folii PLA bylo méné a nebylo by pak
mozné pii zachovani navazky 200 mg pfipravit tii paralelni lahve pro kazdy typ vzorku.
Ptipravili se i1 lahve se vzorky rozpusténymi v chloroformu, které byly deponovany na po-
vrch perlitu. Také se piipravilo 5 paralelnich ldhvi bez vzorku a 1 Ilahev
s mikrokrystalickou celul6zou. Délka experimentu trvala 91 dnt. Opét jsme pro piehled-

nost sestrojily zvlast’ graf se vzorky ve formé f6lii a graf se vzorky po tpravé chloroformu.

Vzorek ve formé folie:
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Obr. 10 Biodegradace vzorki PLA ve formé folii s riznou dobou ozafeni: X, neoza-
fena folie; 0, 10 hodin ozafena folie; A, 50 hodin ozarena folie; o, srovnavaci vzo-

rek (celuloza).

Na obr. 11 lze vysledovat, Ze na zacatku testu se vzorky nerozkladaly a vykazovaly tzv.
lagovou fazi. Dokonce byly po prepoctech naméteny 1 zaporné hodnoty. To je zptisobeno
tim, Ze slepé pokusy vykazovaly o néco vyssi produkci CO, nez lahve se vzorky. To je
mozné, protoze je znamy fakt, Ze nejprve musi byt vysokomolekularni PLA $tépeny na
oligomerni a monomerni jednotky a az poté jsou schopné mikroorganismy tento polyester

vyuzivat a rozkladat. Podobnou zminku i lagovou fazi je mozno nalézt i v literatuie [23]
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Kolem 20 dne experimentu zacaly vSechny typy folii vykazovat urcitou mineralizaci. Za-
jimavosti je, ze 50 hodin ozafenou folii zacaly mikroorganismy piitomné v kompostu vyu-
zivat a mineralizovat jiz kolem 15 dne inkubace. To je zfejmé zptisobeno tim, ze takto 0za-
fena folie jiz méla po fotodegradaci spousty rozstépenych vazeb a tudiz bylo zapotiebi
krats$i doby pro akceleraci ¢innosti mikroorganismi. Dle piredpokladu se 50 hodin ozafena
folie mineralizovala po celou dobu experimentu rychleji nez zbylé dva typy féliovych
vzorki a za 91 dnti dosdhla hodnoty 53%. Oproti pfedpokladu se v§ak neozafena PLA folie
vzorkti mineralizovala rychleji, nez 10 hodin ozafena PLA folie, a proto nelze zcela
z urcitosti fici, ze fotodegradované PLA filmy se budou rozkladat v prostiedi kompostu
rychleji nez neozatfené PLA filmy. I zde je vS§ak mozno ucinit zavér, Ze rozdily mezi vzor-

Ky s riznym stupném ozaieni jsou pomérné malé.
Vzorek po upravé chloroformem:

Z obrazku 12 Ize vysledovat, ze se vzorky po upravé chloroformem rozkladaly rychleji nez
vzorky ve formé folii a za 91 dnti se zmineralizovali od 61% do 70%, ¢imz se opét potvrdil
fakt, ze velikost specifického povrchu vzorku ma velky vliv na rychlost biodegradace

Vv prosttedi kompostu.

U takto upravenych vzorki se jiz neobjevila lagova faze. To je zpilsobeno ziejmé tim, ze
po rozpusténi folii v rozpoustédle jiz méli mikroorganismy dostatecny pfistup k volnym

vazbam a mohli tak polyester ihned vyuzivat.

Dle ptedpokladu se rozkladaly oba typy ozarenych vzorki rychleji nez neozafeny vzorek.
Oproti pfedpokladu se v§ak 10 hodin ozareny vzorek rozklal rychleji nez 50 hodin ozafeny
vzorek. Opét se neobjevil zadny trend zavislosti rozsahu biodegradace na dobé ozafovani.
Znova tak muazeme fici, ze nedosSlo k vyraznému ovlivnéni poc¢ti dostupnych vazeb pro

mikroorganismy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

90 . . . .

D¢ (%)

20

10

0 ==
0 20 40 60 80 100
t (dny)

Obr. 11 Biodegradace vzorkti PLA po upravé chloroformem s riznou dobou ozare-
ni: X, neozateny vzorek; 0, 10 hodin ozafeny vzorek; A, 50 hodin ozafeny vzorek;

o, srovnavaci vzorek (celuloza).

9.3 Sumarizace vysledku

Ob¢ kiivky celuloézy z obr. 11 a 12 vykazovaly podobny prubéh mineralizace. Celuldza
zalozena jako pozitivni kontrola u biodegradac¢niho experimentu se vzorky ecoflex se za 97
dni zmineralizovala z 84,3%. Celul6za zaloZena jako pozitivni kontrola u biodegrada¢niho
experimentu se vzorky PLA se za 91 dni zmineralizovala z 85,5%. Rovnéz obé& kiivky za
45 dnt testu dosahovaly mineralizace okolo 70%. To indikuje jednak, Ze délka skladovani
kompostu neovlivnila biodegradacni experimenty, ale také ze kompost mél vhodnou mi-

krobialni aktivitu dle ISO 14855-1.

Testované vzorky Ecoflex a PLA byly vystaveny UV zafeni, diky ¢emuZz dochézelo v po-
lyesterech k sitovani a $tépeni fetézct. Byl tedy predpoklad, ze diky zméné piistupnosti
volnych hydrolyzovatelnych vazeb pro mikroorganismy, by mohla byt ovlivnéna rychlost

biodegradace. Ani v jednom piipadé se vSak neobjevil jasny trend, Ze délka ozafeni vzorkd
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ma vliv na naslednou rychlost biodegradace v prostiedi kompostu. To je ziejmé tim, ze
mikroorganismy mély vzdy dostatek volnych hydrolyzovatélnych vazeb. Naopak se potvr-
dil fakt, ze specificky povrch vyrazné ovliviiuje rychlost biodegradace v prostiedi kompo-
stu. V obou provedenych experimentech se vzorky po upravé chloroformem rozkladaly
rychleji nez vzorky ve formé folii, které méli mensi specificky povrch. V tab. 6 jsou pak
uvedeny mineralizace testovanych vzorki, jenz byly dosazeny zhruba v poloviné biode-

gradac¢nich experimenti a také na konci biodegradacnich experimenti.

Tab. 7 Souhrnna tabulka biodegradace fotodegradovanych vzorki

Ecoflex vzorky ve formé folii PLA vzorky ve formé folii

48 den 97 den 49 den 91 den

(%) (%) (%) (%)
EcoOF 12,8 27,2 PLAOF 21,3 43,4
EcolOF 12,5 25,1 PLA10F 12,7 34,5
Eco25F 10,0 25,7 PLAS0F 33,8 53,2
Ecol00F 21,2 33,1

Ecoflex vzorky po upravé chloroformem

PLA vzorky po upravé chloroformem

EcoOR 33,5 48,9 PLAOR 33,6 61,3
Ecol0OR 37,9 53,3 PLAI1OR 43,4 78,6
Eco25R 49,5 70,9 PLA5S0R 37,8 66,2
Ecol00R 41,2 58,5
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10 POROVNANI BIODEGRADABILITY VYBRANYCH
POLYESTERU SE ZAMERENIM NA SLEDOVANI
MIKROBIOLOGIE PROCESU

10.1 Sledovani biodegradace v kompostu

V ramci tohoto testu se piipravily a vyuzily praskové formy polyestert PBAT, Ecoflex,
PLA N a PLA V za Gcelem sledovani rychlosti jejich mineralizace, ale hlavné pro adap-
tovani komposti s naslednym mikrobidlnim rozborem. Pro kazdy typ polyesteru se piipra-
vily 3 paralelni biometrické lahve. Do téchto lahvi se navazilo 0,3 g vzorku, 5 g kompostu
a pred uzavienim se ptidalo 3 ml mineralniho média. Do lahvi se nepiidaval perlit. Také se
pfipravily 3 paralelni l4hve s mikrokrystalickou celul6zou a 4 paralelni 1ahve bez jakého-

koli ptidaného vzorku.

Test se nechal probihat 70 dnii a béhem této doby se nejrychleji rozlozila celuloza, ktera se
zmineralizovala za tuto dobu z 96% (Obr. 12). Z obr. 12 1ze dale vidét, Ze kone¢na minera-
lizace u obou typli PLA polyesterti dosahla za 70 dnli podobnych hodnot, ale pribéh jejich
rozkladu byl zcela odliSny. Nizkomolekularni PLA se rozkladdalo v prvnich dnech dokonce
rychleji nez celuldza a za 20 dnii se zmineralizovala ptes 50%, zatimco vysokomolekularni
PLA se za 20 dnii prakticky nerozlozila viibec a vykazovala lagovou fazi. Tim se potvrdil
jiz dfive zminény fakt, Ze u tohoto polymeru je lagovou fazi mozno pravidelné pozorovat.
Zajimavé naopak je, ze u nizkomolekularni PLA lagovou fazi nevykazoval. Vzorky Ecof-
lex a PBAT vykazovaly po celou dobu testu prakticky podobné hodnoty a za 70 dnl se

rozlozily pouze z 28%.

Hodnoty rozptylii a vysledné %degradace mizou byt mirné zkresleny, jelikoz z 1 paralelni
lahve se pro kazdy vzorek odebiral adaptovany kompost. K tomuto odbéru doslo v pribéhu
testu celkem 3x. Nizkd hodnota biodegradace Ecoflexu a PBAT mohla byt zplsobena
vys$8i navazkou polymeru, pro kterou jsme se rozhodli, abychom zvysili koncentraci bio-

degradujicich organismil ve vzorku pro nasledné mikrobiologické studie.
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Obr. 12 biodegradace vzorkli PBAT, Ecoflex, PLA N, PLA V ve form¢ praski: x,
PBAT; A, Ecoflex; o, PLA N; 0, PLA V; o, srovnavaci vzorek (celuldza).

10.2 Pocty vyznamnych skupin mikroorganismii v priibéhu biodegradace

Sledovani biodegradace polymernich materiald, jehoZ vysledky jsou zminény v ptfedchozi
kapitole, se provadélo, predev§im za ucelem snahy vySettit, zdali nedojde k vyznamné
zmeéné poctll mikroorganismi v pribéhu testu. Proto jsme v prib&hu experimentu odebirali
adaptovany kompost na dany polyester a provedli u ng stanoveni pocti stejnych druht
mikroorganismu jako u neadaptovaného kompostu. Adaptovany kompost na dany polyes-
ter byl odebran s biometrickych lahvi dne 15.3.2011 a 14.4.2011 coz odpovida 43 a 70 dnu
biodegradac¢niho experimentu. U adaptovaného kompostu se samoziejmé sledovaly stejné
druhy mikroorganismi jako u neadaptovaného kompostu, aby bylo mozno vycist, zdali ke
zméné poctu mikrobialniho oziveni doslo. Neadaptovany kompost byl ockovan na kulti-
vacni misky 3.2.2011, ¢ili na zacatku tohoto biodegrada¢niho pokusu a sledovaly se u néj
pocty termofilnich bakterii, aktinomycet, vlaknitych plisni a degradéri rozkladajicich pti-

slusny polyester. Vysledky pocti téchto skupin organismii z neadaptované¢ho kompostu
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jsou jiz zminény v Tab. 5. Pro lep$i srovnani s vysledky s adaptovanym kompostem jsou

vSak uvedeny i v tabulce. 8.

Tab. 8 Souhrnna tabulka poc¢td sledovanych mikroorganismu

CFU/g suSiny vzorku
T.B. T.A. |V.P.|D.PBAT | D.ECO | D.PLA_N | D.PLA_V
N.Kompost
3,8%10" | 1,6*10° | 0 | 1,7*10° | 2,010° | 9,6*10° | 5,6*10°
0 den
A.K.naPBAT
1,9%10" | 7,5*10° | 0 | 3,5*10' ns ns ns
43 den
A.K. na Ecoflex
2.4*10" | 5,7*10° | 0 ns 8,0*10° ns ns
43 den
A.K.naPLA N
35%10% | 1,5%10* | 0 ns ns 3,2*10’ ns
43 den
A.K.naPLA V
1,4*10% | 3,1*10* | 0 ns ns ns 9,1*10°
43 den
A.K.na PBAT
22%10" | 1,7*10*| 0 | 1,6*10’ ns ns ns
70 den
A.K. na Ecoflex
1,7%107 | 5,1*10* | 0 ns 3,2*10’ ns ns
70 den
A.K.naPLA N
8,0%10" | 2,2*10° | 0 ns ns 2,0*108 ns
70 den
A.K.naPLA V
1,8*10% | 6,3*10° | 0 ns ns ns 2.6*108
70 den

A K. adaptovany kompost odebrany s biometrickych 1dhvi v uvedeny den.

Vsechny pocty mikroorganismi jsou uvadény jako CFU/g suSiny vzorku. U adaptovaného

kompostu na dany polyester jsme proto stanovili pfislusné suSiny. Hodnoty zjisténych su-
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Sin jsou uvedeny v Tab. 9. Lze vypozorovat, Ze béhem biodegradac¢niho experimentu doslo
k vyraznému poklesu susin kompostu a to zhruba o 10% oproti neadaptovanému kompo-
stu. To je ziejme zplsobeno tim, Ze biometrické ldhve se provzdusiovali 30 minut po kaz-
dém méfeni a béhem tohoto ukonu dochézelo k vysusovani kompostu. Také to miize byt
zpusobeno i tim, ze béhem inkubace 1dhvi pti 58°C se voda kondenzovala na povrchu
sklenéné 1ahve v podob¢ kapek. Bohuzel jsme neptedpokladali, ze k tak velké zméné dojde
a proto jsme suSiny adaptovanych kompostu na dany polyester stanovili jen 14.4.2011.
Tyto susiny se vyuzili i u pfepoctu mikroorganismii stanovenych z adaptovaného kompo-

stu odebraného 15.3.2011 resp. 43 den experimentu, coz miiZze zpusobit mensi chybu.

Tab. 9 Hodbnoty susin adaptovanych kompostt

S1 (%) | S2 (%) | S5 (%) | Sy (%)

AK.naPBAT |46,81 |46,24 |46,90 | 46,65

A.K. na Ecoflex | 44,67 | 45,18 | 45,07 | 44,97

AK.naPLA N |44,33 |44,15 |4512 |44,53

AK.naPLA_V | 4505 |4438 |44,39 |44,61

V tabulce 6 jsou tedy uvedeny vSechny hodnoty zjisténych poctli mikroorganismii. Pro

lepsi orientaci jsme vSak sestrojili i obr. 13.
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Obr. 13 Zmény pocéta sledovanych mikroorganismii v prubéhu biodegrada¢niho po-
kusu s praskovymi formy vzorki PBAT, Ecoflex, PLA N, PLA V: m, termofilni
bakterie rostouci na TY A agaru; m, termofilni aktinomycety rostouci na GD agaru; o,

mikroorganismy rozkladajici ptislusny polyester.

Vidime, ze ani v jednom piipad€¢ se v kompostu nevyskytovaly vldknité plisn€é. To vSak
muZe byt zpisobeno 1 tim, Ze nami piipravené misky nebyli pro tuto kultivaci vhodné.
Pocty termofilnich aktinomycét se v priitbéhu biodegrada¢niho testu vyrazné nemeénili a

jejich ¥adové poéty se pohybovaly okolo 10* CFU/g susiny vzorku. Mezi neadaptovanym

kompostem a vSemi typy adaptovanych komposti na dané polyestery odebranych s lahvi
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43 den testu, nelze vysledovat skoro zadné rozdily. Tento trend se udrzel i u adaptovanych
komposti na PBAT a Ecoflex odebranych na konci testu (70 den). K nartstu poctt této
skupiny mikroorganismu asi o jeden fad doslo jen u adaptovanych kompostli na PLA N a

PLA_V odebranych z lahvi na konci experimentu.

Pocty termofilnich bakterii vykazovaly podobny trend jako termofilni aktinomycety. Opét
nedochézelo k vyrazné zméné jejich poctli v pribéhu experimentu. Jejich pocty se pohy-
bovaly okolo 10’ CFU/g susiny vzorku. Mezi neadaptovanym kompostem a adaptovanym
kompostem na polyestery Ecoflex a PBAT odebranych jak v 43 den tak i v 70 den testu
nejsou patrné skoro zadné rozdily a u adaptovanych kompostli na oba typy PLA polyestertii

doslo jen k mensi zméné poctl kolonii, které vSak v poctech nartistu neptevysuji 1 fad.

Dle oc¢ekavani v pribéhu biodegradacniho experimentu dochazelo k vyraznému naristu
degradért schopnych rozkladat dané polyestery. Odecet poctl kolonii této skupiny mikro-
organismi byl provadén na agarech s pfislusnym polymerem. Diky pfidanému polyesteru
se misky jevily jako zakalené. Po naockovani indkula se zivna pida zacala projasiiovat v
dasledku rozkladani ptidaného polyesteru a vytvoftily se tzv. svétlé zony, které byly odeci-
tany jako kolonie. Nutno poznamenat, Ze na miskach s polymernim agarem PLA se svétlé
z6ny prilis netvotily, ale tvofily se na nich celkem dobfe rostouci bile kolonie, coz l1ze vi-

dét 1 na obr. 15.

Obr. 14 Projasnéné zony na agaru s polymerem ecoflex

Stejné tak jako kiivky rozkladu praskovych forem Ecoflex a PABAT vykazovaly po celou
dobu testu prakticky stejny pribéh, tak i pocty kolonii schopnych rozkladat tyto polyestery
mély podobné hodnoty (zastoupeni) po celou dobu testu. Po 43 dnil testu doslo k naristu
této skupiny organismi az o 2 Fady a to z 10° na 10’ CFU/g susiny vzorku. Poté se jiz je-

jich pocty piili§ nemélnili a udrZeli se na stejné hodnots tedy 10” CFU/g susiny vzorku.
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U mikroorganismii schopnych rozkladat polyestery PLA dosSlo jesté k vétSimu narlstu
V poctech kolonii v priibéhu testu. Po 43 dnech doslo k nartistu poctt kolonii o dva fady
z10° na 10" CFU/g susiny vzorku a po 70 dnech se tyto poéty pohybovaly okolo 10°
CFU/g susiny vzorku. Lze vysledovat, Ze dokonce tyto pocty degradért pievysSuji i celko-
vé pocty termofilnich mikroorganismi. To je mozné protoze TYA agar je univerzalni ziv-
nou pidou, na které roste vétSina mikroorganismil, ale rozdilnou rychlosti. Degradefti
schopni rozkladat polyester tak na téchto miskach ziejmée nestihli vyrist. Proto by celkové
pocty termofilnich mikroorganismi mély mit spiSe oznaceni jako termofilni bakterie ros-

touci na TYA agaru.

10.3 Izolace a identifikace mikroorganismu rozkladajicich prisluSny po-

lyester

Po odecteni kolonii rostoucich na polymernich agarech se provedl kiizovy roztér, za uce-
lem izolace cisté kultury Knasledné identifikaci. Na obr. 14 jsou vyfocené misky
S polymernim agarem Ecoflex a PBAT. Lze vidét, ze na téchto miskach kolonie tvotily

jasné zony.

Obr. 15 Ktizovy roztér kultury rostouci na agaru s polymerem PBAT a Ecoflex: A, agar
s polymerem PBAT; B, agar s polymerem Ecoflex.
Na obr. 15 jsou vyfocené misky s polymernim agarem PLA. Vidime, Ze na tomto agaru

narostly bile kolonie, které vSak svétlé zony prilis netvotily.
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Obr. 16 Ktizovy roztér kultury rostouci na agaru s polymerem PLA

Identifikace izolovanych kultur mikroorganismi byla provedena srovnavanim sekvenci
nukleotidi v genu 16S rRNA. Tato ¢ast prace byla provedena v spolupraci s ing. Lucii
Husarovou. Pii srovnani sekvenci s databazi se ukazalo, Ze za rozklad polymert Ecoflex a
PBAT byla zodpovédna aktinomyceta vykazujici 99% podobnost s organizmem Thermo-

monospora curvata.
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ZAVER

Hlavnim cilem ptedlozené diplomové prace, bylo sledovani vlivu ozéafenych filmovych
vzorkll Ecoflex a PLA na biodegradaci v prostfedi vyzralého kompostu. Ozéiené filmové
vzorky byly obdrzeny od ing. Petra Stloukala, ktery je pfipravil v rdmci svého pracovniho
pobytu na Pascal B. University (BPU). Na BPU byly vzorky ozafované v zatizeni SEPAP
12/24, které simuluje slune¢ni zareni. Folie Ecoflex byly ozatfené po dobu 0, 10, 25 a 100
hodin a félie PLA po dobu 0, 10 a 50 hodin. Reologickymi testy a rozpousténim ozaienych
folii v chloroformu se na P.B.U zjistilo, zZe vlivem ozafovani vznikaly v polymerech §tépné
a sitovaci reakce. U vzorkl ecoflex prevladly sitovaci reakce, zatimco u vzorki PLA §tép-

né reakce.

Biodegradac¢ni experiment byl jiz proveden na nasem pracovisti. Provad¢l se biodegradaéni
experiment zvlast pro vzorky Ecoflex a zvlast’ pro vzorky PLA. Rovnéz se v ramci obou
testl pripravily biometrické ldhve se vzorky po tupravé chloroformem za ucelem zvétSeni
specifického povrchu, protoze z dostupnych zdroji se védelo, ze velikost povrchu vyrazné

ovliviiyje rychlost biodegradace v prostfedi kompostu.

Predpokladalo se, ze vzorek Ecoflex ozéafeny del§i dobu, se bude v prostfedi kompostu
rozkladat pomaleji, nez vzorek ozareny krats$i dobu, protozZe je vice zasitovany a mikroor-
ganismy by tak mohly mit horsi pfistup k volnym hydrolyzovatelnym vazbam. U ozére-
nych vzorkli PLA byl pfedpoklad zcela odlisny, protoze vlivem zéateni prevladaly v polyes-
teru $tépné reakce tvofici volné vazby, které by pak mikroorganismy mohly snaze napad-
nout svym enzymatickym systémem. Nicméné ani v jednom piipadé se neobjevil jasny
trend, Ze délka ozéfeni vzorkd ma vliv na naslednou rychlost biodegradace v prostiedi
kompostu. Naopak se potvrdil fakt, ze specificky povrch vyrazné ovliviiuje rychlost bio-
degradace, protoze v obou provedenych experimentech se vzorky po tpravé chloroformem
rozkladaly rychleji nez vzorky ve formé folii, které méli mensi specificky povrch. V tab. 6

jsou uvedeny prubézné a kone¢né hodnoty degradaci v procentech pro kazdy typ vzork.

V ramci préace se provedl i biodegrada¢ni pokus se vzorky PBAT, Ecoflex, nizkomoleku-
larnim PLA a vysokomolekularnim PLA v praskové formé za ucelem sledovani zmén mi-
krobidlniho oziveni v kompostu. Byly sledovany termofilni bakterie rostouci na TYA aga-
ru, aktinomycéty, vlaknité plisné a mikroorganismy schopné rozkladat dany polyester. By-
lo zjisténo, Ze v pribéhu tohoto biodegradacniho pokusu doslo k vyrazné&j$imu naristu

pouze u skupin mikroorganismii schopnych rozkladat zkoumany polyester a to asi o 2 fady
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v CFU/g susiny vzorku. U ostatnich sledovanych druhti mikroorganisma k vyraznéj§imu
nartistu poctli kolonii nedoslo. Rovnéz byla provadéna isolace a identifikace mikroorga-
nismil rostoucich na agarech s ptisluSnym polymerem. Na miskach s polymerem Ecoflex a
PBAT tvoftili mikroorganismy svétlé zony, zatimco na miskach s polymerem PLA se tvofi-
ly pomérné dobfte rostouci bilé kolonie a zony nebyly ptili§ pozorovatelné. Izolace mikro-
organismu rozkladajici polymery je ukdzana na obr. a obr. Identifikace izolovanych degra-
déri se provedla pomoci molekularné biologické metody srovnavanim sekvenci 16S rR-
NA. Pfi srovnani sekvenci s databazi se ukazalo, Ze za rozklad polymer Ecoflex a PBAT
byla zodpovédna aktinomyceta vykazujici 99% podobnost s organizmem Thermomo-
nospora curvata. Identifikace mikroorganismu rozkladajiciho PLA nebyla ukoncena pied

datem odevzdani Diplomové prace.
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ASTM

PBAT

PBS

PBSA

PCL

PEA

PHA

PLA

THF

PVA

MODA

ISO

JIS

LD-PE

American Normative Reference
Polybuthylene adipe-co-terephtalate
Polybutylene succinate

Polybutylene succinate/adipate
Polycaprolactonate

Polyesteramide

Polyhydroxyalkanoate

Poly(lactic acid)

Tetrahydrofuran

Polyvinylalkohol

Microbial Oxidative Degradation Analyzer
International Organisation Standardization
Japanes Industrial Standards

Low density polyethylen
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Piiloha P I



PRILOHA P I: UKAZKA ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT PRO
25 HODIN OZARENY VZOREK ECOFLEX DEPONOVANY NA
PERLIT

| Datum zaloZeni: I 4.6.2010
Kalibrace
Datum [Inkubace|mnozstvi CO2 t p (kPa) Vkal Signal
(dny) w (VIV %) (°C) (kPa) (uh) (A.U., ul, %)

4.6.2010 0

7.6.2010 3 27 100,6 100 87,00000
10.6.2010 6 28,5 100 100 87,00000
17.6.2010 13 27,5 100,3 100 86,00000
24.6.2010 20 25,5 100,3 100 88,00000
30.6.2010 26 28 100,3 100 89,30000

8.7.2010 34 27 100,5 100 80,00000
15.7.2010 41 31 100 100 87,00000
22.7.2010 48 31 100,3 100 104,00000
29.7.2010 55 0,799 28 99,6 100 104,00000
11.8.2010 68 29 100 100 104,00000
26.8.2010 83 27 100,4 100 109,00000

9.9.2010 97 23 100,7 100 108,00000
23.9.2010| 111 24 100,8 100 111,06000




Kompost 1, Ecoflex, povlak na perlitu, 25 H

Datum [Inkubace TC mC Vhead |Vnastiik Signal |denni C |kumul. C|substr. C| Degrad. | Soucet | Degrad.
(dny) (wW/w %) (mg) (ml) (ul) (AU, ul, %)| (mg) (mg) (mg) (%) degrad. | celk. (%)
komp 1 0 100 0,00000 0 0 0 0 0 0
7.6.2010 3 100 378,00000 | 9,749551 | 9,749551 | 4,69423 | 3,736168 | 3,73617 | 4,055867
10.6.2010 6 100 719,00000 | 18,34251 | 18,34251 | 9,68913 | 7,711645 | 7,71164 | 8,642758
17.6.2010 13 100 811,00000 (21,06273 | 39,40524 | 12,90774 | 10,27335 | 17,98500 | 19,16268
24.6.2010 20 100 814,00000 | 20,79853 | 60,20376 | 13,41428 | 10,67652 | 28,66152 | 29,62756
30.6.2010 26 100 580,00000 | 14,48262 | 74,68638 | 8,42489 | 6,705425 | 35,36694 | 36,24768
8.7.2010 34 100 454,00000 | 12,72173 | 87,40811 | 5,57626 | 4,438185 | 39,80513 | 41,83775
15.7.2010 41 100 396,00000 | 10,01937 | 97,42748 | 4,57450 | 3,640877 | 43,44601 | 45,77868
22.7.2010 48 100 487,00000 | 10,33859 | 107,7661 | 5,58326 | 4,443755 | 47,88976 | 49,48289
29.7.2010 55 100 413,00000 | 8,793173 | 116,5592 | 4,20710 | 3,348457 | 51,23822 | 52,60883
11.8.2010 68 62,54 200,9 580,0 100 649,00000 | 13,82742 | 130,3867 | 6,92862 | 5,514539 | 56,75276 | 57,32571
26.8.2010 83 100 819,00000 | 16,82694 | 147,2136 | 9,41816 | 7,495975 | 64,24873 | 63,27973
9.9.2010 97 100 948,00000 | 19,98273 | 167,1963 | 12,19199 | 9,70369 | 73,95242 | 70,91103
23.9.2010 111 100 780,00000 | 15,9505 | 183,1468 | 15,95050 | 12,69511 | 86,64753 | 86,25153
komp 2 100 0,00000 0 0 0 0 0
7.6.2010 3 100 391,00000 | 10,08485 | 10,08485 | 5,02953 | 4,009024 | 4,00902
10.6.2010 6 100 768,00000 | 19,59256 | 19,59256 | 10,93918 | 8,719585 | 8,71959
17.6.2010 13 100 847,00000 | 21,99769 | 41,59025 | 13,84270 | 11,03398 | 19,75356
24.6.2010 20 100 789,00000 |20,15975( 61,75 |12,77551 | 10,18332 | 29,93688
30.6.2010 26 100 634,00000 | 15,831 | 77,581 | 9,77327 |7,790244 | 37,72713
8.7.2010 34 100 567,00000 | 15,88815 | 93,46915 | 8,74268 | 6,968767 | 44,69589
15.7.2010 41 100 433,00000 | 10,95553 | 104,4247 | 5,51066 | 4,392527 | 49,08842
22.7.2010 48 100 412,00000 | 8,746402 | 113,1711 | 3,99108 | 3,181275 | 52,26970
29.7.2010 55 100 420,00000 | 8,94221 |(122,1133| 4,35613 | 3,472261 | 55,74196
11.8.2010 68 62,54 200,6 580,0 100 588,00000 | 12,52777 | 134,6411 | 5,62898 | 4,486839 | 60,22880
26.8.2010 83 100 655,00000 | 13,45744 | 148,0985 | 6,04866 |4,821368 | 65,05017
9.9.2010 97 100 665,00000 | 14,01742 | 162,1159 | 6,22669 | 4,963272 | 70,01344
23.9.2010 111 100 942,00000 | 19,26329 | 181,3792 | 19,26329 | 15,35471 | 85,36815
komp 3 100 0,00000 0 0 0 0 0
7.6.2010 3 100 411,00000 | 10,6007 | 10,6007 | 5,54538 | 4,42241 | 4,42241
10.6.2010 6 100 806,00000 | 20,56198 | 20,56198 | 11,90860 | 9,497044 | 9,49704
17.6.2010 13 100 809,00000 | 21,01078 | 41,57276 | 12,85579 | 10,25243 | 19,74947
24.6.2010 20 100 806,00000 | 20,59412 | 62,16688 | 13,20988 | 10,5348 | 30,28428
30.6.2010 26 100 512,00000 | 12,78466 | 74,95154 | 6,72693 | 5,364687 | 35,64896
8.7.2010 34 100 495,00000 | 13,8706 |88,82214| 6,72514 | 5,363264 | 41,01223
15.7.2010 41 100 403,00000 | 10,19648 [ 99,01862 | 4,75161 | 3,789385 | 44,80161
22.7.2010 48 100 430,00000 (9,128526 | 108,1472 | 4,37320 | 3,487604 | 48,28921
29.7.2010 55 100 366,00000 | 7,792497 | 115,9396 | 3,20642 | 2,557103 | 50,84632
11.8.2010 68 62,54 200,5 580,0 100 568,00000 | 12,10166 | 128,0413 | 5,20286 | 4,149253 | 54,99557
26.8.2010 83 100 699,00000 | 14,36146 | 142,4028 | 6,95267 |5,544717 | 60,54029
9.9.2010 97 100 859,00000 | 18,10671 | 160,5095 | 10,31598 | 8,226936 | 68,76722
23.9.2010 111 100 1102,00000 | 22,53519 | 183,0447 | 22,53519 | 17,97169 | 86,73891
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