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ABSTRAKT

Komern¢ dostupné biologicky rozlozitelné aromaticko-aifke& kopolyestery
Ecoflex a Ecoflex s plnivem, jsoudagny pro vyrobu mwovacich filmi v oblasti zersdél-
stvi a navic jsou pouzivany i v mnoha dalSich agiigh. Tyto materialy ve forénfolii
byly podrobeny biodegradaim testm za aerobnich podminek ugnim prostedi

a v prostedi kompostu, s cilem porovnat miru biodegradaceow vzork.

Biodegradani testy probihaly 99 dni (14 tydlha biodegradace byla hodnocena
metodou plynové chromatografie s teptotrodivostni detekci (GC/TCD), ¢enim pro-
dukce oxidu uhtitého (CQ).

Z vysledki biodegradénich tesi bylo potvrzeno, Ze Ecoflex gidavkem Skrobo-
vého plniva je Iépe biologicky rozlozitelny. Nej#$iodegradace, cca 55 %, bylo dosa-
Zeno u vzori Ecoflexu s plnivem v prodi nejenom kompostu, ale i v priesti zens-
délskych pid. Biodegradace Ecoflexu bez plniva dosahovalalécdo v prostiedi kom-
postu a cca 8 % v prastdi zenddelskych pid. Nasleds byl také proveden mikrobiologic-
ky rozbor mid a kompostu. Vliv fidniho prostedi na povrch testovanych folii byl zkou-
man pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SBiBrou byly z&ery z biodegra-
datnich test o lepSi biodegradovatelnosti Ecoflexu s pinivertvpeny.

Klicova slova:Biodegradace, Aromaticko-alifaticky kopolyestegofiex, Skrob, Rda,

Kompost, Plynova chromatografie



ABSTRACT

A pure Ecoflex and Ecoflex with starchy filler asemmercial biodegradation ali-
phatic-aromatic copolyesters which have been deeelofor an industrial production
of mulch films in agriculture and moreover thesdemals can be use in many other appli-
cations. The pure Ecoflex and Ecoflex with starfihgr in form of films were subjected to
biodegradation tests. Biodegradation tests werimaeed under aerobic conditions in soll
environment and an environment of compost. The gbtiese biodegradation tests was to

compare a biodegradation rate for both Ecoflex nease

Biodegradation tests were performed for 99 daysw#éks). Biodegradation was
evaluated by measuring of carbon dioxide productising gas chromatography with
thermal conductivity detection (GC/TCD).

It was confirmed by the biodegradation tests thatEcoflex with starchy filler was
more biodegradable than the pure Ecoflex. In a cAthe Ecoflex with a starchy filler,
there was achieved the highest biodegradationatabeit 55 %. This biodegradation took
place in an environment of compost and the agdcailtsoil as well. Biodegradation of the
pure Ecoflex reached roughly 15 % in a case of ashpnd about 8 % in a case of agri-
cultural soil. Microbiological analysis of soils drwompost was carried out subsequently.
Influences of the biological environment on surfaéefilms were investigated by using
scanning electron microscopy (SEM). This methodfiomed better degradation abilities

of the Ecoflex with filler than without.

Keywords:Biodegradation, Aromatic-aliphatic copolyesterptiex, Starch, Soil, Com-

post, Gas chromatography
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UvoD

Prirodni materialy byly nahrazeny syntetickymi polyséiz pied rekolika lety.
Plasty jsou pouzivany viznych ptimyslovych oblastech, a tudiz se staly nepostrauaiel
souwasti nasSeho Zivota. Postupnym vyvojem se zvyS§ilkehjéivotnost, stabilita a odolnost
vici Zivotnimu prostedi; staly se odo#jgimi vaci vodé (vihkosti) i mikroorganisram
(biodegradaci).

Spoteba polymernich materialv roce 1990 byla odhadnuta néltizné 150 mili-
onia tun, 80 — 100 kg na obyvatele vipryslow vysglych zemich. HEblizné 40 %
z celkové vyroby je zlikvidovano na skladkach.

Biologicky rozlozitelné plasty ziskaly velky zajepati mezi & nag¥. polyestery:
polyhydroxybutyrat (PHB), polykaprolakton (PCL) gsklina polymléna (PLA). Vzhle-
dem k omezenym materidlovym vlastnostem alifatibkpolyesteili, byly vyvinuty nové
biologicky rozlozitelné alifaticko-aromatické kopebktery a uvedeny na trh pod obchod-

nim nazvem Ecoflexdmeckou spolénosti BASF.

Tyto kopolyestery podstupujitizené degradaci pomoci mikroorganism
v ptfirozeném prosedi. Polymery s heteroatomy v hlavnitettzci jsou nachyl§si
k hydrolytickému &tpeni. Biologicky rozlozitelné polymery mohou byzlazeny mikro-
organismy v pirodnim prostedi na oxid uhéiity (CO,) a vodu (HO). PouZivaji se jako
obalovy material, kompostovaci pytle a nynéag poskytovat nové vyhody v zealstvi
jako muBovaci folie. PouZiti polymérv raiznych aplikacich je omezené, thivvysoké
cerg a snizenim vlastnosti (fyzikalnich, mechanickynbracovatelskych). #ed reékolika
lety k biodegradénim materiaim se zaaly piidavat plniva (nap Skrob, celulosa, karbo-
xymethylcelulosa). Materialy na bazi Skrobu js@sto velmi citlivé na vihké podminky,
vyrazre sniZzuji mechanické vlastnosti v suchém a vihkéosfedi, ale zaroue zlepSuji

biodegradabilitu. Material se stane mnohem vicéylag k mikrobialnimu napadeni.

Hlavni vyhodou biodegradabilnich polynige, Ze mohou byt zahrnuty do procesu
kompostovani¢imz se snizi nadklady na odstéanplastovych odpadv zZivotnim proste-

di, a tim se sniZi i objem odpadu.
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1 BIODEGRADACE, BIODEGRADABILNI POLYMERY

Biodegradace je proces, ktery je ovimnmnozstvim, druhem dostupnych mikro-
organisni (bakterii, plisni) a jejich mikrobial@innosti, ktera je citliva na z¢nu prostedi
(teplota, vihkost, pH, podén C:N (uhlik:dusik)) a mnozZstvi kysliku. Biodegradanize
probihat u pirodnich latek i latek antropogennihévpdu. Zmisobuje peménu, rozklad
organické hmoty na oxid ukilty (CO), vodu (HO), soli a vede k tvokbbiomasy. Proces
muze probihat bdi mimo buiku, uvnit buiky nebo i kombinaciéchto dvou mechanisin
[1, 2, 3, 32].

Mikrobialni vlastnosti enzyih vyplyvaji z distribuce, druh mikroorganisn,
rastovych podminek (n&pvlhkost, pH, kyslik, teplota, zZiviny) a na typnzgymu (intrace-
lularni a extracelularni). Biodegradaci hlawwvliviiuje chemicka struktura a povrch (plo-

cha povrchu, hydrofilni, hydrofobni vlastnosti) yoler [5].

Biologicky rozklad umoftujici maximalni degradaci, |zedit tfemi parametry:

» Produkci oxidu uhéitého (CQ).
» Chemickou nebo biochemickou sfediou kysliku (CHSK, BSK).
» SniZzenim rozpustnosti organického uhliku (DOC) [1].

Rozeznavametyii stupre rozkladu organickych latek:

» Primarni rozklad — minimalni stupeozkladu pro zrénu struktury sloteniny.

> Casteny rozklad — tvéi se jednodussi, biochemicky jiz stabilni sleniny.

> Prijatelny rozklad — rozkladem se odstrani Skodlilestnosti organickeé latky ¢p
nivost).

> Uplny rozklad — peména prvki (C, H, N, O, S, P) vazanych v organickych gku
ninach na CQ@ H,O, NHs, Hy, SG;°, PQy v aerobnich podminkéach [30].

Biodegradace s#di typem organisiin a tiznymi vlastnostmi polymérjako jsou
molekulovd hmotnost, krystalinita, fippmnost funknich skupin a substituant
ve struktite. Risady pidavany do polymer hraji rovréz dilezitou roli @i biodegradaci.
Stupe krystalinity je jednim z hlavnich faktiburéujici rychlost biologické rozlozitelnosti
polymeifa, protoze rozklad zéna v amorfni oblasti, a pak pokrge do krystalické oblasti
[3, 7].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 14

Organické sloteniny se rozkladaji na oxid uéily (CO,), vodu (HO) za aerob-
nich podminek a methan (G} oxid uhlgity (CO,) za anaerobnich podminek. Biodegra-
dace byla definovanaiznymi zpisoby v fiznych vyzkumech. Je definovana jakoéna
povrchovych vlastnosti, ztratou mechanické pevnastmilaci mikroorganismy, degradaci
enzymy, rozkladem zékladniltettzce a snizenim pmérné molekulové hmotnosti poly-
mert. Degradace KfiZze nastat &kterym z vySe uvedenych mechanisnebo jejich kombi-
naci (vizObr. 1) [20].

COs. H10 a jiné me-
tabolicke produkty

HIKROORGANISHUS YT I

J N, 4

| |

Vylucovani Meziprodukty

_jsou vstebdviny _

Utok enzymi na
povrch polymeru a

Obr. 1: Postup biologické rozloZitelnosti [3]

Biotické a abiotické faktoryisobi synergicky k rozkladu organického materialu.
Abiotické podminky (slun@ni z&eni, teplo, vzduch, vodajiga) mohou fisobit na poly-

merni materidly, a tudiziigpivat k degradaci. Abioticky rozkladggichazi mikrobialni

asimilaci [2].

Podle vychozich surovin Ize biodegradabilni polyait do téi skupiny:

1. Biodegradabilni polymery na syntetické bazi (zepipin, ropa).
2. Biodegradabilni polymery na bazi obnovitelnych zdr@krob, celulosa).
3. Kombinace biodegradabilnich polynig6, 22].
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1.1 Mechanismy biodegradace

Biologicky rozlozitelné polymery jsou ve véaerozpustné. Extracelularni enzymy
z mikroorganism rozkladaji slozité polymery na kratkéttzce nebo na mensi molekuly
nag. monomery, dimery a oligomery, které mohou proji¢jSi bakterialni polopropust-
nou membranou. Tento proces se nazyva depolymeridisleds jsou tytoretézce nebo

molekuly mineralizovany na GOH,O, CH, a jsou vyuZzivany jako zdroj uhliku a energie

[3].

1.2 Stupné biologické rozlozitelnosti

> Biodeterioracdbiologické znehodnoceni) — roZ8éni materialu na zlomkow@sti
za pasobeni mikrobialnich spalenstev, jinych rozkladajicich organigra abiotic-
kych faktof.

> Depolymerizace- pisobenim mikroorganisina jejich katalytickych latek (volné

radikaly, enzymy) dochazi k&teni polymernich molekul na monomery, oligome-
ry a dimery.

» Asimilace — receptory mikrobiélnich bék rozpoznavaji molekuly prochazejici
pies plazmatickou membranu, zatimco nerozpoznaséaji v extracelularnim
okoli. V cytoplaznd dochazi k zéeréni prepravovanych molekul a aktivaci bu-
nécného metabolismu — je produkovana energie, novédsa a dochazidetnym
primarnim a sekundarnim metabolickyiempEnam.

» Mineralizace— do prostedi jsou uvaiovany jednoduché molekuly jako,NCO;,

CHa, H,O a dalsi soli intracelularnich metabblj, 29].

1.3 Faktory ovliviujici biologicky rozklad

Biodegradaci ovlisiuje pedevsim teplota, pH, vihkostfimmnost kysliku, sstlo
a pritomnost mikroorganisim Mikroorganismy produkujici enzymy zv& ovliviuji bio-
logickou rozlozitelnost. V aerobnim preéetii se pH zvySuje, napv prostedi kompostu se
pH zvySi na hodnotu 8 — 9, v anaerobnim pgeastdochazi ke snizeni pH, jelikoZz mikro-

organismy produkuji organické kyseliny [5].
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Struktura polymar je spojena s biologickou rozlozitelnosti. Biodetgra ovliviuji
chemickeé i fyzikalni vlastnosti: stav povrchu (hefilni a hydrofobni vlastnosti), chemic-
ka struktura (sloZzeni a druh vazeb), molekulova thost (se viistajici molekulovou
hmotnostni, klesa biodegradabilita), stugetyp &tveni, polymerani stupd, teplota skel-
ného pechodu, teplota tani (oviiwje enzymatickou degradaci polymgewnyssi teplota
tani pedstavuje nizSi biodegradabilitu), modul pruZznaestirystalickd struktura (enzymy
nejprve napadnou amorfiést, protoze je ménodolna biodegradaci na rozdil ¢dsti
krystalické; s narstem krystalinity polymeru, rychlost rozkladu kleg@lymei hraji di-
lezitou roli v biodegradabilnich procesech [5].
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2 BIOLOGICKY ROZLOZITELNE POLYESTERY
A KOPOLYESTERY

Biologicky rozlozitelné plasty zvySuji urodnostdy, redukuji objeméchto plasto-

vych material v Zivotnim prostedi a snizuji nadklady na nakladani s odpadem [5].

Jde pedevsim o polymery, jeZz maji ve svém hlavii@®zci heteroatom. Hydroly-
tickému rozkladu podléhaji vazby esterové, etherainidovéBiologicky odbouratelné
polymerni materialy jsou schopné rozkladu na oxMidicity (CO,), methan (CH), vodu

(H20), anorganické slaeniny nebo biomasu [5, 6].

Faktory, jako jsou krystalinita, krystalova struktpmolekularni orientace, teplota
skelného pechodu (T) a teplota tani (#), prispivaji k degradani rychlosti alifatickych
polyesteti. Na degradaci polyestema zasadni vliv chemicka struktura a stav povrchu
[16].

Trh biologicky rozlozitelnych materi@lvyrazré roste kazdy rok, a proto bydhy

byt splrény nasledujici pozadavky:

> Nové materidly by @y byt testovany a nasledrsphovat podminky podle stan-
dardnich zkuSebnich metod (DIN 54900, JIS, ASTMNCEO).

> Nové biodegradabilni plasty bydhg mit dobré vlastnosti a jejich zpracovatelnost
by meéla byt srovnatelna s konveémimi plasty.

» Tyto materidly by mily byt ekonomicky vyhod§si (konkuregni cena, dodavky

v dost&ujicim mnoZzstvi) [4].

Pokud je material ozian jako biologicky rozlozitelny, sfulje za podminek kom-

postovani nasledujici podminky:

» ZkuSebni polymer je ve foréfilmu, prdSku nebo granuliigveden z 90 % na GO
vodu a biomasu pragtdnictvim mikrobialni asimilace.

» Testovany material musi mit stejné tempo biolodickeozkladu jako firodni ma-
terialy (trava, listy, papir nebo zbytky potravin).

» ZkuSebni material by #h byt podroben procesu kompostovani 180 dni nebaimeé
(ASTM D6400) [6].
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Po 90 denni expozici v procesu kompostovaizeme rozdlit materialy podle

rozdilné rychlosti degradace do $kupin:

» Materialy rychle degradovatelné, jako je Skrob nedtlinna vliakna, kdy dochazi
béhem &ch 90 dri k 80 % hromadné ztrat

» Materialy stedreé degradovatelné fdvni vlakno na bazi papiru a kokosové vilak-
no), kdy dochazi k cca 40 % hromadné #trat

» Materiadly pomalu degradovatelné (PLA, PP a PCL)y Hdchazi k zanedbatelné

ztrag& hmotnosti (cca 5 %) [6].

Mezi nejpouziva&iSi standardni metody &ujici biodegradaci p#it

» Vizualni pozorovani, kdy je mozné pomoci skenowaektronové mikroskopie
(SEM) pozorovat nap zdrsrini povrchu, tvorbu & nebo prasklin, zénu barvy
v disledku biodegradace.

> Sledovani ztraty hmotnosti, kdy je stanoven zbytekymeru. Sledovani Gbytku
hmoty vzorki ve forne filmu je Siroce pouzivano v rozkladnych testech.

» Studium znén mechanickych vlastnosti a molarni hmotnosti.

» Meéieni produkce/spigby plyni (CO,, O,) za aerobnich podminek, kdy mikroby
vyuzivaji kyslik k oxidaci uhliku a CQe jednim z hlavnich metabolickych k@ne
nych produki [3].

Ctyii hlavni alifatické polyestery (vidbr. 2) byly vyvinuty jako biologicky odbou-
ratelné plasty. Jsou jimi: PHB (polyhydroxybutyrd®CL (polykaprolaktonova kyselina),
PBS (polybutylén sukcinat), PLA (polyndiga kyselina). PHB se nepouziva pro rozsahlejsi
aplikace kwli vysoké ceg. Biodegradani mechanismy polyesterraji vyznamnou roli
ve vyvoji biologicky rozlozitelnych pladt Pochopenim biologické rozloZitelnosti se mi-
nimalizovaly Skodlivé tinky polyestefi v prostedi. Stanoveni @u a rozmanitosti de-
gradujicich mikroorganistnv riznych ekosystémech je nezbytmutné, protozZe tyto jsou
zodpowdné za rozklad polyestew Zivotnim prostedi. PHB = PCL > PBS > PLA. Pro-
cento degradujicich mikroorganiénpro PHB, PCL, PBS, PLA vignim prostedi byl
odhadnut na 0,2 — 11,4; 0,66 — 11,0; 0,2 — 6,0-a0004 % z celkového ptu kolonii
v uvedeném prostdi. Bod tani alifatickych polyesterje zavisly na jeho strukie
[12, 16].
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Bio-plastics

Biodegradable plastics .@

Cw i

Bio-based plastics

Obr. 2: Biologicky rozlozitelné plasty [5]
Vysvétlivky:

PBS - polybutylén sukcinat; PCL - polykaprolaktoaokyselina; PES - Polyester;
PHB - polyhydroxybutyrat; PLA — kyselina polymité; Starch- Skrob; PE — Polyethy-
len; NY 11 — Nylon 11; AcC - Acetyl celulosa [5].

Syntetické alifatické polyestery jako PBA, PBS, P@hji hodnotu teploty skelné-
ho prechodu () pod 0 °C a teplotu tani &) mezi 40 a 115 °C. Enzymaticka rozlozitel-
nost syntetickych alifatickych polyestese snizila se zvySenim teploty tanj,\TPohyb

v polymernimietézci v amorfni oblasti je mnohem vyssi, nez v kriysk& oblasti [16].

Razné polyestery hraji vyznamnou roli v souvislosgirsmyslem. Jiz od roku 70.,
byla vyvinuta vyroba a zpracovani biologicky roitelného plastu polyhydroxybutyratu
(PHB). PHB je pirodni alifaticky polyester a patdo skupiny polyhydroxyalkanoat.
K dispozici na trhu je pod obchodnim nazvem ,Bidp¥l souwtasnosti nejdlezitejsi alifa-
ticky biodegradabilni polyester je potykaprolakton) (PCL). PCL vykazuje zireé nevy-

hody, nap. nizka teplota tani ¢f) cca 60 °C [8].

Na rozdil od ¥tSiny alifatickych polyestér;, aromatické polyestery jako po-
ly(ethylentereftalat) (PET) nebo poly(buthylentéa&dt) (PBT) zajibuji vynikajici vlast-
nosti materialu, a proto maji Siroké pouZiti (hdphve). Tyto polymery jsou odolné proti
mikrobialnimu napadeni. Kyselina tereftalova, aslgpa 1,4-butandiol se ukazaly byt nej-
vhodrgjSi kombinaci pro biodegradaci, s ohledem na viairmaterialu a cenu. Aroma-

tické polyestery jsou odolné&wi hydrolyze za mirnych podminek [8].
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Rychlost biologické degradace klesa, se zvySenisatubnad 60 mol% kyseliny te-
reftalové v kopolymeru, a proto nejsou tyto malgridvhodné pro degradaci

za kompostovacich podminek [8].

Ucelem Gpravy alifatického polyesteru je zavedeniatické slozky (kyseliny te-
reftalové),cimz dojde ke zlepSeni tepelnych a mechanickychindasi material, zejména
s ohledem na jejich technické aplikace [9].

2.1 Kyselina polymlé&na (PLA)

Komern¢ se PLA vyrabi ¥tSinou jako kopolymer dvou isomernich mononiey-
seliny D-ml&né a L-mléné (viz Obr. 3. PLA je polymer z kyseliny mi&é, gipraven
fermentaci z obnovitelnych zdfgjjako je Skrob a glukosa. Polykondenzaci pak \&nik
biodegradabilni plast s teplotou tani cca 170 Seplotou skelnéhorechodu cca 55 °C.
PLA se pouziva pro lékské aplikace, jako jsou wsbatelné Sici materialy, a proto jsou
hydrolyzovany v lidskénxte [16].

CH3

7
~
/
Q
\\

Obr. 3: Chemické struktura L-PLA [16]

2.2 Poly-e-kaprolakton (PCL)

PCL je biologicky odbouratelny synteticky semikgtgiky alifaticky polyester
(viz Obr. 4 vyrobeny z ropy. Rpravuje se katalytickou polymeraci ofemim kruhu
e-kaprolaktonu. Nizky bod tani 58 — 60 °C unioje lepSi vlastnosti v obalové technice.
Smes PCL se Skrobem se pouziva k vyrdiiologicky rozloZitelnych odpadkovych pitl
PCL se rozklada hydrolyzou esterové vazby. PorRediicillium sp.byla studovana mik-
robialni degradace PCL. Polykaprolakton byl pouipéo medicinské dely v nékterych
zemich [16].
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Obr. 4: Chemicka struktura PCL [16]

2.3 Poly-p-hydroxyalkanoaty (PHAS)

PHASs jsou pirozere se vyskytujici alifatické polyestery (vi@br. 5), které slouzi
jako intracelularni zasobni latky.®nyslow se vyrabi fermentaci v bioreaktorech, ve sto-
povém mnozstvi se vyskytuje v Zisidnych i rostlinnych bikach. PHB (polyhydroxybu-
tyrat) je nejdzn¢jSim zastupcem PHAs. Jeho materialové vlastnosti: j8ysoky stupi
krystalinity, kKehkost, tuhost a vysoky bod tani 175 °C; jsou sa®iné s konvemimi
plasty. Mohou byt degradovany mikroorganismy na, @H,O za aerobnich podminek
nebo na Chiza anaerobnich podminekdzném prosedi. Sirokému uplatmi PHB brani
kiehkost a vysoké vyrobni naklady. Ke zlepSeni viadinmize dojit smisenim polyester

s jinymi biodegradabilnimi polymery nag@PCL [16].

CH3 (0
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Obr. 5: Chemicka struktura PHB [16]
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3 AROMATICKO-ALIFATICKY KOPOLYESTER

Tradicni plastové materialy se ukazaly byt velmi odol& wlivam prostedi, jako
je vlihkost nebo mikrobialni napadeni. Polymery t®teatomy v hlavnintetézci jsou na-

chylné k hydrolytickému 8peni, nap amidové skupiny nebo esterové vazby [9].

VyuZziti biodegradabilnich materiéljsou obaly, kompostovatelné pytle na biood-
pad, zemdelské folie a ochranné rdy. Pokud maji tyto biodegradabilni materialy najit
SirSi uplaténi na trhu, musi vyha¥ standardnim testovacim metodam (DIN 54900, CEN,
ISO, ASTM, JIS), byt lehce zpracovatelné, mit viasti srovnatelné stbnymi druhy,
konkurenceschopnou cenu a dobrou distrilbst’ [26, 28].

Kopolyestery s aromatickou strukturou jsou biolégicozlozitelné a nemaji zadné

Skodlivé &inky na Zivotni prosgedi [8].

Aromaticko-alifatické kopolyestery vykazujfijatelné tepelné a mechanické vlast-
nosti s 35 mol% kyseliny tereftalov&igemz mira biodegradace rychle klesa, kdyzije p
tomno vice nez 55 mol% kyseliny tereftalové. Ab§l many kopolyester optimalni viast-
nosti (biologickou rozlozitelnost a uziee vlastnosti) o by se mnozstvi kyseliny te-
reftalova pohybovat v rozmezi 35 — 55 mol% v BTAktyesterech (1,4-butandiol, kyse-
lina adipova a tereftalova) [9].

Jednim z prvnich vyrolictéchto materialu je komeéni spol€énost BASF v N-
mecku. Jiz v roce 1990 &ala zpracovavat studii vyuzitelnosti biodegraddbhna kom-
postovatelnych material V roce 1998 zgala vyralkit kopolyester BTA, ktery je nyni na
trhu pod obchodnim nazvem Ecoflex. Spalest EASTMAN (USA) vyrabi kopolyester
BTA pod nazvem , Easter” [8, 26, 28].

Chovani aromatickych meziprodukt kopolyesteru byly zkoumany pouzitim spe-

cialné syntetizovanych aromatickych modelovych oligond2].

3.1 Ecoflex

V roce 1998 amecka komemi spolénost BASF vyvinula biologicky rozlozitelny
kopolyester pod obchodnim ndzvem Ecoflex. Prodaktgrtifikovan podle ¢meckého
standardu DIN V 54900 vzhledem k jeho biodegradeinatti a kompostovatelnosti. Vy-
hovuje gisnym Evropskym normam pro rozklad (EN 13432) Bl, 24, 25, 31].
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Ecoflex je:

» |dealni sngsi pro bioplasty.

Certifikovany pro kompostovani.

Elasticky a odolny proti roztrzeni.

Zpracovan konvemim vyfukovacim zézenim.

Svditelny a tisknutelny.

vV V V VYV V

Vhodny pro kontakt s potravinami [10, 21].

Ecoflex je pouzivan viznych aplikacich, a proto musi spVat nasledujici mezi-
narodni, narodni normy agqapisy pro pimyslové kompostovani:

» European standard EN 13432.

» Australian standard AS 4736.

» Japanese standard GreenPla.

» American standard ASTM 6400 [10].

Ekologické vlastnosti Ecoflexu byly zkoumany v rélalch zkouskach napv tes-
tech na st rostlin nebdaphnia (perloaka) testu. Toxikologické zkousky podle OECD
smeérnic prokazaly, Ze v praxi Ecoflex nema Zadné riegatiopady na Zivotni pragdi.
Navic, Ecoflex je ve svém sloZeni jednim z mala postovatelnych polymér které spl-
nuji pozadavky evropského ifizeni ve styku s potravinami US Food Contact Sulgsta
Notification [10, 21].

3.1.1 Struktura

Ecoflex je aromaticko-alifaticky kopolyester slogenkyseliny tereftalové, kyseli-
ny adipové, 1,4-butandiolu a modularnich jedndt@kr. 6) Fripravuje se transesterifikaci
poly(butylentereftalatu) (PBT), kyseliny adipové lg4-butandiolu. Modularni systém
umoziuje za&lereéni hydrofilnich monomer s Wtvenim, coZz vede k prodlouzergtzce
[4, 20, 26, 28].
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Obr. 6: Chemicka struktura aromaticko-alifatickékapolyesteru Ecoflex [4]

3.1.2 Zpracovani

Vytlacené filmy z Ecoflexu Ize zpracovavatZmym vyfukovacim zdzenim jako
LDPE (Low-density polyethylen). Vyborné tazné viasdti Ecoflexu vedou k vytweni
velmi tenkych folii < 20um. Filmy vyrobené z Ecoflexu mohou byt gg@any konven-

nim zd&izenim [4].

3.1.3 Vlastnosti

Aromaticko-alifatické kopolyestery spojuji biodedadilitu alifatickych polyestér
s fyzikalnimi vlastnostmi a tepelnymi vlastnostmomatickych polyestér[4].

Mechanické vlastnosti Ecoflexu jsou srovnatelné D®E (nizkohustotni
polyethylen).Filmy jsou odolné proti mechanickému poskozeniu jflexibilni, odolné

proti vocE a zménam vlhkosti. Folie z Ecoflexu jsou prody§i, diky své mirné propust-

nosti vodnich par a jsou mnohem p&gnnez LDPE filmy [4, 26, 28].

Tab. I.: Zakladni materialové vlastnosti materi&@aoflex (5@m folie) [4]

Vlastnosti Ecoflex
Hustota 1,25 - 1,27 g.ci
Teplota tani Tp, 110 -115°C
Teplotghs()I:jeJnEho fife .30 °C
Tvrdost (podle Shorea) 32
Prizra¢nost 82%
Pevnost v tahu 32/36 N.mn?
Mez pevnosti 32/36 N.mnf
Propustnost kysliku | 1600 cndi (1/nf.d.bar)
Mira proni,kéni vodni 140 g (1U/rf.d)
pary
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3.1.4 Aplikace

Typické aplikace Ecoflexu jsou kompostovaci pytie prganicky odpad, filmy pro
zenedélstvi, domaci filmy, laminatovy povlak a na nadde stravovaciho @erstveni
(nap. talit, 1zicka) [4, 21, 26, 28]:

» Kompostovatelné pytle pro organicky odpadEcoflex sphuje pozadavky na kom-

postovaci pytle, mezi které papevnost, odolnosti¥i vodé a doba, po kterouiz
stavaji stabilni, a poté mohou byt zpracovany v gostovacim zazeni.

» Mulcovaci filmy — pouziti &chto folii vede k divejSi sklizni, vySSim vynasm

a lepsi kvali arody. Vyhodou je, Ze filmy jsou vyrobeny z biodedabilniho ma-
terialu a mohou byt po sklizni spote s rostlinami zaorany daidy.

> PotaZzené nebo laminované materialy (povlakypuZziti zejména na obalové mate-

ridly, kelimky na piti, obaly z rychlého &érstveni, krabice aizné nadoby pro
mrazené vyrobky.

» Transparentni folie pro baleni potravirpridanim specialnichifsad a optimalizo-

vanim podminek zpracovani lze ziskatilpedné folie. Tyto flmy mohou byt vy-

uzity pro baleni potravin ndpmasa, zeleniny a ovoce.

Za kompostovacich podminek se folie z Ecoflexu odéweaji ve vyzralém kom-
postu pi 58 °C kthem 14 dni vice nez z 50 %. MaVaci félie vyrobené z tohoto materia-
lu je moZno po sklizni jednoduSe zaorat spadese zbytky rostlin do ze#n kde se félie

postupr zcela rozlozi [26].

3.2 Ecoflex s plnivem

K Ecoflexu se mohouifavat fizné smisi nag. kyselina polymléna (PLA), ale
i Skrob, aby se dosahloditiych vlastnosti pro korémé aplikace. Vysoky obsah Ecoflexu je
vhodny zejména pro vyrobu pruznych filnv obalové technice. Mechanické vlastnosti,

jako je pevnost nebo odolnost proti roztrzeni, mobg fizné upraveny [27, 31].

Zcela biodegradabilni polymery se ziskaji smichantrydrofilnino Skrobu
s hydrofobnimi biodegradabilnimi polymery (iiaRcoflex), coz vede k lepSim mechanic-
kym vlastnostem: vySSi pevnost a tazndsppetrZeni, antistathost, propustnost kysliku,

vodnich par a jsouifemné na dotek [4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Ceny biologicky rozlozZitelnych plasjsou ve srovnani se spebnimi plasty zna
n¢ vySSi. Vyrobci se snazi zvysit biodegradabilitisemim se Skrobem, coz je levna a do-

stupna surovina,ipsto jsou finalni produkty drahé [4].

Nejvice pouzivanym biodegradabilnim plnivem je ®krSkrob je semikrystalicky
polymer. Nap. granule kukii¢éného Skrobu obvykle obsahujildizné 70 % amylopektinu
a 30 % amylosy (struktura vi@br. 7). Pon#r téchto dvou sloZzek charakterizuje materialy
s velmi odlisnymi vlastnostmi. Skrob je lehce dpsiy a relativi levny. Avsak nevyho-
dou je, Ze firodni Skrob nerize byt zpracovan jako termoplasticky material. M#&eaeny
rozsah pouZziti, ki jeho vysokym vodnim absotpim vlastnostem. Zakladnim zdrojem
Skrobu jsou kuktice, brambory, pSenice a ryze. Rychlost jeho bickd&ho rozkladu je
dana jeho vlastnostmi: velikostastice (mal€astice se v plastu lépe disperguji a jséib p
stuprgjSi mikroorganismim), teplotou zpracovani a vihkosti. VelnmileZity je také obsah
vody v pouzitém Skrobu. Skrob jako aditivum jedasgji pouzivan pi vyrobé polyolefi-
na, zejména LDPE [2, 14, 22, 27].

OH
0 0]
HO B B
P, Moy CH,OH CH,OH CH,OH
s O O o)
QO OH
S OH OH OH
HO | o  H O O OH
HO
HOO_,.V OH — OH — 300-600 OH

Obr. 7: Amylopektin a amylosa [36]

Aplikace Skrobu do bioplastie provedena htive forne plniva (mize byt zacho-
vana struktura Skrobového zrna), nebo je Skra@kem&n primo do matrice kompozitu, kdy

se jedna o tzv. termoplasticky Skrob [23].

PIniva v polymernich materialech maiznou tlohu, ovliviuji elektrickouci tepel-
nou vodivost, pevnost, cenu, a navic uingznebo zlepSuji mikrobialni rozklad biologic-

ky rozlozitelného polymeru [23].
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Vyhodou jemnozrnného Skrobu je, Ze menSi zrna@astu Iépe disperguji a jsou
mnohem lépe ipstupréjSi pro mikroorganismy. Z toho vyplyva, Ze Skrobaraa mensi
velikosti zlepSuji biologickou rozlozitelnost a tevlastnosti filnd. Jemné frakce pSeni

ného Skrobu vyt podstats terti filmy nez frakce kukki¢ného Skrobu [23].

Prirodni Skrob v polymerech sniZuje pevnost a oddlad& vodé, coz jsou omezu-
jici faktory pro praktické pouziti. Esterifikacer8ku umoauje zvysit tepelnou odolnost,

hydrofobicitu a krystalinitudgchto material [23].
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4 BIODEGRADACE POLYESTER U A KOPOLYESTER U
V PROSTREDI

Publikace zde uvedeny jsouaeeny podle roku, kdy experimenty probihaly.

Ve studii [8] z roku 2001 se jeji adtazabyvali aktivnimi mikrobialnimi kmeny,
u kterych bylo mozné provéddegradani experimenty na mineralnim meédiu v zavislosti
nacase. Autdi popsali rozpad film Ecoflexu o tlousce 90um na agarovych plotnackip
55 °C kkhem 7 dii. Bylo prokazano, ze rychlost degradace bylaczhtd podminek i

blizné¢ 20 krat vysSi nez rychlost degradace v kompostu.

Test na biodegradaci probihal po dobu 2il dii teplog€ 55 °C. Na p&atku byly identifi-
kovany 6zné alifatické a aromatické oligomery, ale na kddchto pokud byly pozoro-
vany pouze monomery kyseliny adipové, tereftalodgdabutandiol. Vysledky ukazuji, Ze
meziprodukty nevykazuji Zzadné toxickéinky, a to i v gipact vysSi koncentrace. Mira
biodegradace se vyrazrsnizila s rostoucim podilem cca 60 mol% kyselieseftalové.
Na degradaci aromaticko-alifatickych kopolyegtse podili pra¥ skupina aktinomycet.
Nejvice &innym mikroorganismem byla shleddiaermomonospora fus@extracelular-
ni hydrolasa (TfH), jez &pi polyestery Bhem biologického rozkladu. TfH hydrolyzuje
rozpuséné estery, coz jeéSinou Ulohou esteras, tudiz extracelularni hydale kombi-
naci lipasy a esterasy [8].

V publikaci [15] byly provedeny testy na biodegreideopolyesteru Ecoflex za po-

uziti termofilni aktinomycetyrhermomonospora fusca

Ecoflex byl dodan ve fortngranuli a pomlet s kapalnym dusikem na prasSekkdslcas-
tic frakce byla 100 — 250m. Polymer byl sloZen z kyseliny tereftalové (2&181%), ky-
seliny adipové (27,8 mol%) a 1,4-butandiolu (50 ¥aplEcoflex ve form prasku byl na-
sledré pridan asepticky do kapalného mineralniho média. Yly imokulovany suspen-
zi mycelii T. fusca.Inkubace probihalaip55 °C, po 21 di. Po 4 dnech inkubace byla

zaznamenana biodegradace [15].

Degradéni produkty a meziprodukty byly sledovany pomocynplvé chromatografie
s hmotnost# spektrometrickym detektorem (GC-MS) a gelové petmiechromatografie
(GPC). Pomoci plynové chromatografie nebylo detékovvyznamné mnozstvi rozpust-
nych dioli a dvojsytnych kyselin, ani aromatické a alifatiodeggomery. Metodou GPC
nebyly pozorovany zadné zbytky polymeru ani hrognaciromatickych oligomér Vice
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nez 99 % vychoziho polymeru bylo depolymerizovamonmonomery (tereftalat, adipat,
1,4-butandiol). DelSi aromatické sekvence kopobmsneistavaly ve formd nerozpust-
nych nebo rozpustnych zbyikpolymeru, ale byly enzymaticky roZpeny. Kratké roz-
pustné oligomerni meziprodukty byly hydrolyzovareymonomery ghem 3. tydid a byly
snadno metabolizovany ¥ippmnosti mikroorganisih Ukazalo se, zd. fuscasnadno
depolymerizuje Ecoflex, ale neni schopna snadnalmeéizovat vzniklé monomery a oli-
gomery. Monomery jsou hlavnimi produkty polyrer byly intenzivé zkoumany s ohle-
dem na jejich toxikologickédinky. Z testi s Daphnia, P. phosporeuwyplynulo, Ze ne-

vykazuji Zadné kritické toxické chovani [15].

Ve studii [11] byly pouZityii biodegradabilni mdbvaci filmy z Ecoflexu, Ecofle-
xu s plnivem a LDPE otené tlousce a barevnosti. TlodKa biologicky rozloZitelnych
filma byla 25um, 35um pro bily film a 35um procéerny film. Sogasti testu byl i material
LDPE ve forn& mulkovacich filmi. Tyto filmy byly pouzity na pokryti zahdnrajcat ve
sta€ Michigan v ngsici kwtnu az z&#, kvili teplot¢ vzduchu, gdy, padni vihkosti, rela-
tivni vihkosti a slunénimu zdeni. Kazdy tyden byly pozorovany Zny na filmech a kaz-
dé dva tydny byly odebrany vzorky fifma byly stanovovany jejich mechanické, optické,
fyzikélni a tepelné vlastnosti v zavislosti tase. Experiment probihal ve vyzralém za-
hradnickém kompostuip58 °C s 50 — 60% vlhkosti. Jakmile dajova sklizé byla do-
koncena, zavlahové ¥&eni bylo odstratno a vSechny rostliny régt se zlikvidovaly. Po-

tom byly tyto biodegradabilni médvaci félie zorany dodgaly [11].

Bilé filmy byly vice poSkozeny ne&rné filmy. U bilych filmi se vytvdgily praskliny k-
hem prvnich dvou tydntestovani, zatimco ¢ernych filmi bylo poSkozeni mnohem po-
malejSi, projevilo se az kolem 8. tydne. Konstgihmukovaci filmy (LDPE) nevykazovaly
Zzadné zmsiny na povrchu filnh béhem zkuSebni doby. Ukazalo se, Ze doSlo k poklesu p
nosti v tahu pro vSechny biologicky rozloZitelnknfy, zejména &hem prvnich dvou tydn
pro bilé filmy. Naopak, Zzadné zmy neprokhly u mukovaci folie z LDPE. VSechny bio-
logicky odbouratelné filmy byly #ehsi po expozici.Cerny biodegradabilni film i
schopnost pottat rist plevele. Byla ena produkce oxidu uliiiého pomoci plynové
chromatografie. Bhem 120 denni inkubace bylo dosazeno u vSech tasfoln biodegra-
dabilnich folii vice nez 60 % mineralizace uhlikw dilmu s plnivem (kukki¢ny Skrob)

bylo dosazeno vice nez 70 % mineralizace [11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Ve studii [10] probihal aerobni biologicky rozkladpolyesteru Ecoflex s vyuzitim
mezofilnich mikroorganisin (bakterii, hub a kvasinek). Ecoflex byl pouZzit foemé ten-
kych filmi a nagkovan suspenziganich mikroorganisiin Inkubace probihalaip30 °C
po dobu 21 dni na Petriho miskach s mineralnimeagabDale byl proveden pokus v bio-
metrickych lahvich s kopolyesterem Ecoflex ve fémmanuli, i v tomto fipad byly lahve
naa:kovany pidni suspenzi mikroorganisiminkubace probihalaip22 °C po dobu 30 dni.
Byly sledovany viditelné z#my degradovanych filiha zaznamenany jejich vahové ubyt-
ky. Jako nejlepSim degradérem z 29 nalezenych migemisni byla bakterieBacillus
subtilis kterd vykazovala zjevné znamky degradace filmunajwtsSi ubytek hmotnosti
filmu az 2 mg. Degradai meziprodukty byly sledovany pomoci GC/FID a GG Mdy
bylo v médiu po degradaci nalezeno mensi mnozsieftalové kyseliny aiftomnost adi-
pove kyseliny. Vzorky, které vykazovaly znamky detpce, byly dale testovany gelovou
perme&ni chromatografii k zji&hi molekulovych hmotnosti zbyikdegradace. Nebyly
zde nalezeny Zadné nizkomolekularni polymerni madjek

Vysledky pokus provadnych s mezofilnimi bakteriemi ukazuji, Ze Ecoflexiza podlé-
hat biodegradaci i za mirnych podminek, ale rydhliegradace je o0 mnoho pomalejSi nez
u kompletni biodegradace pomoEi fusca Ze studie vyplyva, Ze vysSi teplota 55 °C
ovliviiuje rychlost biodegradace. U kyseliny adipové aekyy tereftalové bylo prokaza-
no, Ze maji nizkou akutni toxicitu a jsou snadraddgjicky rozlozitelné [10].

Ve studii [13] byly pouzity muwovaci félie z PLA, Ecoflexu a modifikované Skro-
bu na polich mandarinek. Tyto &sh material jsou kometné dostupné, biologicky rozlo-
Zitelné a pouzivané. Vzhledem k rozdil v biologické rozloZzitelnosti, jsou vlastnosti
mulc¢ovacich filmi postup® ménény. Zmeny v propustnosti vodnich paréhg pozitivni
vliv na rist mandarinek. Testy na biodegradabilitu filioyly provedeny v roce 2004 —
2005 na polich s mandarinkami. Byly pouzity félieazmérech 4 x 4 m kolem stromu.
V raném obdobi, dééva voda neprosla skrz ntalvaci film, tim Zistala fgida stéle sucha.
Po stedni dol de§ova voda prosakovalaigs mutovaci félie, protoZze ta byléasté&ne
degradovana, a tim se ugg udrzovala vihkost. Teplota u ndolvaci mdy je vySSi a drzi
se kolem teploty cca 40 °C. Archy vytvdzv. ,sklenikovy efekt* (vizObr. 8). Fyzikalni
vlastnosti mutovacich félii ged a po sklizni ukdzaly, Ze pevnost v tahu klegasem,
z ¢ehoz vyplyvd, Ze filmy jsou biologicky rozlozZitelnBegradace modifikovaného Skrobu
je rychlejsi nez u PLA a Ecoflexu. PLA a Ecoflexysbiologicky odbouratelne, avsak

tento proces na povrchuigy je pomaly, tudiz folie udrzi éytvar po dobu i pti mésiai.
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Tyto vysledky ukazaly, Ze modifikovany Skrob je dedpvan téré okamzi€. To zname-
na, Ze se Ubytkem modifikovaného Skrobu viity@ory ve filmu.

Pouzitim mutovacich filma se zvysil st mandarinek a takeé jejich kvalita. Bylo prokaza-
no, Zze degradace modifikovaného Skrobu vyvolangemi vihkosti je vhodna proast
mandarinek. Biologicky rozlozitelné mialvaci filmy se pouZzily s cilem snizit odpad po
pouziti. Po skoteni test se filmy staly biologicky odbouratelnymi a mohlytlyozklada-
ny na CQ a HO0 [13].

Mandarinks wy kef -

A Sluneéni svétlo W ; _
i ' Kompostovatelna
folic

l"ﬁ L‘};‘l

Odrazené svétlo — 40N

Obr. 8: Vlivy pisobici na kompostovaci foliehem testovani [13]

| dalSi studie, studieémeckych autar [17], se zabyvala alifaticko-aromatickym
kopolyesterem Ecoflex. Experimenty byly provedengiadnich podminkach s 29 kmeny
bakterii, plisni a kvasinek produkujici enzymy. Mgky ukazaly, Ze po 21 dnech expozi-
ce, byl polymer &pen rékterymi mikroorganismy. Jelikoz doba trvagthto test byla
ponerné kratka, navic byly testy provedeny v piesti za mirnych podminek, dala se zde
predpokladat pouze omezena moznost biodegradace ealy vysledi tedy vyplynulo,
Ze u Ecoflexu byla pozorovana pougéste€na degradace, mikroorganismyegdnosts

degradovaly alifatické slozky a hydrolyzovaly ester vazby [17].

V praci [18] probihala biodegradace Ecoflexu vendd aerobnim a anaerobnim
prostedi. Tento material by testovan &giech fiznych forméach, ve foren folii o tlous’-
ce 100um a 300um; prasku s velikosifastic 200um a tenkého povlaku na inertnim po-
vrchu. Ecoflex ve vodném anaerobnim pfedt byl studovan vitomnosti smiSené mik-
robialni kultury dodavané ve fogmstravitelného aktivovaného kalu zstske ¢istirny
odpadnich vod. Byly pouzity testovaci lahve o ohye360 ml. Naplané lahve byly uloze-
ny do vodni lazétemperované na teplotu 371 °C. Biologick& degradace byla hodnocena
pomoci produkce C£a CH,. U vSech vzork byla pozorovana asi 10 denni faze zgoid

Proces rozkladu za anaerobnich podminek byl vetmiigby cca 2 % po dobu 120 dni, ani
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vySSi nérny povrch nerdl vliv na biodegradabilituBiodegradace v aerobnim priesti
dosahla 1,79 % po 55 dnech. ZvySeni specifickéhercho testovanych vzoik
v aerobnim progedi ovlivnilo stupé biodegradace. Polymer byl pomalu degradovatelny

ve vodném aerobnim i anaerobnim pifedt.

Ve studii [19] byly testovany filmy Ecoflexu, vystané inkam z&eni,
v prostedi kompostu. Do 500ml biometrickych nadob byloa@no 100 mg polymeru,
5 g perlitu a 2,5 g kompostu. Lahve byly utgw zatkami se septy a inkubovani p
58 °C. Biodegradani test probihal po dobu cca 100udmNeozdéeny vzorek Ecoflexu
s niz8im specifickym povrchem doséhl cca 25 % maligace uhliku a u neo&ného
vzorku Ecoflexu avSak s vySSim specifickym povrchayio dosazeno 50 % mineralizace
uhliku. U oz&eného vzorku po dobu 25 hodin byla hodnota biodkg@a nejvyssi cca
70 %.

Kopolyester s niz§im podilem aromatické slozky tibsgsSSiho procenta mineralizace
béhem experimentélnich podminegkmnz se potvrdila vy3Si rozloZitelnost materialueS8p

ficky povrch zn&n¢ ovlivnil rychlost biodegradace [19].
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5 CILPRACE

Cilem pgedkladané diplomoveé prace bylo uskui¢ experimenty se vzorky Ecofle-
xu a Ecoflexu se Skrobovym plnivem a doplnit takzmetky v oblasti biodegradability
téchto vzorki v prostedi kompostu a zetdélskych pid. Snahou bylo zjistit, zdaripom-
nost Skrobového plniva ovlivni biodegradaci Ecofiex

Zameérem prace tedy bylo provést experimenty a vyhodwysledky biodegrada
nich test. Dale provést mikrobiologicky rozbor testovanydtd @ kompostu a vyhodnotit
vliv ptudniho prostedi na povrch testovanych folii pomoci skenovaektebnové mikro-
skopie (SEM). V pipack ¢casovych moznosti sledovat biodegradaci kopolyégteroflexu
a Ecoflexu se Skrobovym plnivem) ugnim prostedi a prosedi kompostu z hlediska

zmeén mechanickych vlastnosti.
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PRAKTICKA CAST
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6 PRISTROJOVE VYBAVENI, CHEMIKALIE, PLYNY, ROZTOKY

6.1 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy KERN 770, Bimecko

Asepticky laminarni box Telstar Bio Il A, Spasko

Elektricka laboratorni pec LHOOMT

Elektricka suSarna UM 100, MemmertéiNecko
Elektromagneticka micktka MM2, Laboratorni fistroje, Praha
Chladntka Ardo,Ceska republika

Chladntka ZanussiCeské republika

Laboratorni autoklav LAM-3-20-MCS-J Sonoclawitecko
Laboratorni vahy Kern EW 1500-2M ¢hhecko

Mikrodavkovae Biohit, Finsko

Plyno€sna injekni stikacka Hamilton (objem 10Ql), USA
Plynovy chromatogram Agilent 7890, USA

Posuvné ré&itko 150 mm, Jiangsu S. Ltd

Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA LMU, Tescan. ®.,Ceské republika
Termostat Memmert, &necko

Trouba 524 MORA(eské republika

Trepaka Promax 1020, &necko

Vysekavaci matrice o délce 7 cm, Svit, Zlin

Vysekavaci stroj, Svit, Zlin

Vzduchovy motorek HP 6000 ATMAN, Silentdeska republika

Bézre vyuzivané laboratorni sklo a péoky

vV VV V V V VYV V V VY V V V VY V V VYV V V V VY

6.2 Chemikalie

CHCls Chloroform (Ing. Petr Luke$, Uhersky BratR)
C64CH124026 Tween 80 (Polysorbate 80, Alfa Acsagmecko)

CaChLb* 2 H,O Chlorid vapenaty dihydrat (Penta, Chrudifeska republika)
Co(NOs)2 * 6 H,O Dustnan kobaltnaty hexahydrat (Penta, ChrudiR)

CusGQ*5HO0 Siran md’naty pentahydréat (Lachema a. s., BraR)
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H3BOs
KH2POy
MgSOy * 7 HO
MnSG; * HO

NH.CI

Kyselina boritd (Lachema, a. s., Bra@skéa republika)
Dihydrogenfosforénan draselny (Lachema a. s., Bra®)
Siran hte¢naty heptahydréat (Penta, ChruditR)

Siran manganaty monohydrat (Penta, Chrudir),

Chlorid amonny (Lachema a. s., Bragska republika)

Fe(NHy)2(SOy), * 6 HO Siran Zeleznato-amonny hexahydrat (Lachema &Breq,

CR)

(NH4)sM07024* 4 H,O Molybdenan amonny tetrahydréat (Lachema a. s RiR)

NaCl

NaoHPO, * 12 HO

Na4(P207) *10 Hzo

ZnSGi* 7 H,0

6.3 Plyny

He

Stlateny vzduch

Standardni plyn

6.4 Roztoky

Chlorid sodny (Penta, Chrudi@R)

Hydrogenfosforgnan sodny dodekahydrat (Lachema a. s.,
Brno,CR)

Difosforeinan sodny dekahydrat (Fluka Chemika, Svycarsko)

Siran zinénaty heptahydrat (Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod,
CR)

Helium - nosny plyn @istot 4.6 (Linde Technoplyn a. s., Praha,
Ceska republika)

(Linde Technoplyn a. s., Prabi)

Co(0,8 %), CH (4,0 %), N (95,2 %); (Linde Technoplyn a. s.,
PrahaCR)

6.4.1 Zéasobni roztoky pouZzity na pripravu mineralniho média

Roztok A

Pro g@ipravu 100 ml bylo navazeno 0,9 g O, a doplno destilovanou vodou

na pozadovany objem.
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Roztok B

Pro gipravu 100 ml bylo navazeno 2,4 g N&0O, * 12 H,O a doplrno destilova-

nou vodou na pozadovany objem.
Roztok C

Pro gipravu 100 ml bylo navazeno 0,1 g Ca€R H,O a doplgno destilovanou

vodou na pozadovany objem.
Roztok D

Pro gipravu 100 ml bylo navazeno 0,3 g Fe(lHSOy), * 6 H,O a doplino

destilovanou vodou na poZzadovany objem.
Roztok E

Pro gipravu 100 ml bylo navazeno 1 g Mg(8£* 7 H,O a doplgno destilovanou

vodu na pozadovany objem.
Roztok F

Pro gipravu 100 ml bylo navazeno 5 g NaCl a déptmdestilovanou vodou na po-

Zadovany objem.
Roztok G
Pro gipravu 100 ml bylo navdZeno 3 g MH a doplno destilovanou vodou na
pozZadovany objem.
6.4.2 Roztok stopovych prvki

Pro @ipravu 1 000 ml roztoku bylo navazeno:

MNSO% * 5 Ha0 ..o oo et 0,043 g
HIB O .. e ettt ettt et e, 0,057 g
ZNSQ* 7 HaO oo e 0,043 g
(NHAEMO7024 * 4 HO oo, 0,037 g
COMNDS)2 * 8 HaO .ot 0,025 g

CUSQO * S HO e 0,040 ¢
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VSechny navazky byly kvantitati¢mpievedeny do od#mné baiky; ta byla doplg-
na destilovanou vodou na poZadovany objem a jejalolbyl dkladreé promichan.
6.4.3 Mineralni médium

Mineralni médium je zdrojem biogennich, makrobiageh a stopovych prikpo-

ttebnych pro Zivotni pochody mikroorganigm

Pro @ipravu 500 ml bylo pouzito:

ROZEOK A o 10 ml
ROZEOK B ..ot e e e e e 40 ml
ROZIOK € et e e e e 5ml
ROZIOK D ..ot e e e e e 5ml
ROZEOK E ..ot e e e e e e e e e 5ml
ROZEOK F ..o e 5ml
ROZIOK G . e e e e e e 5ml

ROZtOK StOPOVYCHh PruK...... oo e e LM
SloZzky byly smichany, dopény destilovanou vodou na celkovy objem 500 ml,

a pak byly sterilizovany v autoklavitipeplog 121 °C po dobu 20 minut.

6.4.4 Suspend&ni roztok (médium)

K pievedeni mikroorganisinze vzorki pid a kompostu do roztoku se vyuziva sus-

pend&ni médium.

Na giipravu 200 ml bylo pouzito:

Fyziologicky roztok (NaCl) ........ccovvriiiiii i e e e e 2. QO M
TWEEN B0 .t e e 0,2 ml
Destilovana voda (BD) .......ocviiiriiiiie i i e e e e 100 M

Suspendéni médium bylo fipraveno smichanim pebného mnozstvi fyziologic-
kého roztoku, Tween 80 a dopho destilovanou vodou na poZzadovany objem a nasledn
bylo rozlito do 4 skleénych lahvi po 50 ml. Sterilizace byla provedenautoklavu i
teplog 121 °C po dobu 20 minut.
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6.4.5 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok o koncentraci 8,519 byl pripraven navazenim 0,85 g NaCl,
rozpusénim navazky v malém mnozstvi destilované vody dedaym doplgnim destilo-
vané vody na pozadovany objem 100 ml. Sterilizacsdhla v autoklavu p teplot

121 °C po dobu 20 minut. Vysledna koncentrace fygjického roztoku byla 8,5.1g'-

6.4.6 Chloroformovy roztok Ecoflexu

Chloroformovy roztok Ecoflexu o koncentraci 0,010'gbyl pripraven navazenim
0,5 g vzorku Ecoflexu nebo Ecoflexu s plnivem aprug#n v cca 30 ml rozpouidla

(chloroformu) a po rozpu&ti doplrén chloroformem na celkovy objem 50 ml.
6.5 Tuha zivna media
6.5.1 Tryptone yeast extract agar (TYA agar)

Tryptone yeast extract agar fianezi univerzalni zivna média. Na této Zivngp
roste velky poéet fyziologicky fiznorodych mikroorganistn(chemoorganotrofni bakterie,
kvasinky, vlaknité plisg).

Pro gipravu bylo navazeno 8,4 g TYA agaru, ktery tadre rozmichan ve 400 ml
destilované vody (kD), poté byl vloZzen do autoklavu a sterilizovéamn 21 °C po dobu
20 minut. Po sterilizaci seada pomalymi krouzivymi pohyby nechala ochladit ¢t
50 °C. V aseptickém boxu byl agar rozlit na Petrifisky a nechal se zatuhnout.

Slozeni TYA agaru [g1]:

Enzymaticky hydrolyzat Kaseinu .............cooii i e e e e 6,009
Kvasniny extrakt .........ccoooiiii i e . 3,00 Q
0 = PPN 12,009

6.5.2 Glycerol — dusknanovy agar (GD agar)

Na GD agaru rostou bakterie, aktinomycety i @isvlikroorganismy jsou schopné
vyuZzivat dusinany jako zdroj dusiku. Na tomto agaru byly v naféipadt pocitany pou-
ze aktinomycety.
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Na gipravu 300 ml bylo pouzito:

& 14 = o P 7,359
DeStiloOVANA VOAA ..o oo e e e e e e e e e e 300 M

1Yo T o ) N O N0

Zaklad:

N = L 0,39
KINOS e e e e 0,759
CACKE .o 0,03 g
MOSOL* 7 HoO ..o e e 0,03 g
KoH P O e e 0,24 ¢

FESQ ™ 7 HoO i e e e e e een. STOPY
A QAL e e ae e e e e e 0,00

Nejprve bylo navazeno 7,35 g zakladu, ktery bylcdrén s 300 ml destilované vo-
dy, a nasledhbylo piidano 6 g glycerolu. Poté préitia sterilizace v autoklavuripl21 °C
po dobu 20 minut. Po vyjmuti z autoklavu byl obsalve promichan krouzivym pohy-
bem, po ochlazeni na cca 50 °C byl agar rozlittealsi Petriho misky v laminarnim boxu

a nechal se zatuhnout.

6.5.3 Pudni agar s bengalskowerveni a chloramfenikolem

Padni agar s bengélskaterveni a chloramfenikolem se pouZivd se pro kudtiva
padnich plisni a inhibujeist bakterii.

Na giipravu 300 ml bylo pouzito:

ZAKIAA ... e 9,0¢g
POANT ©XIraKE ... oo e e e e e e 300 ml

BenQAISKEEIVEL 1 90 ....ouvieie i e e e e 2,1 ml
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Zaklad:

GlUKOSA .. e 3,09
AN s e e e e 0,39
KHOPOU oot 0,39
Chloramfenikol ... 0,018

A e e e e 0,40

Na pipravu 300 ml bylo navazeno 9,0 g zakladu, tensigpendovan ve 300 mi
pudniho extraktu a nakonec bylaigdno 2,1 ml roztoku bengalskérveré. VSechny sloz-
ky byly smichany v lahvi a sterilizovany v autoklégki 121 °C po dobu 20 minut. Po vy-
jmuti z autoklavu byl obsah lahve promichan krowiivpohybem a po ochlazeni cca na

50 °C byl agar rozlit na sterilni Petriho miskyechal se zatuhnout v laminarnim boxu.

6.5.4 Mineralni agar

Na gipravu 300 ml bylo pouzito:

KHPOU e oottt 0,39
NHACT <. oo ettt 0,33 g
MG(SO8) * 7 O .o ot e, 0,06 g

Fe(SQ)2* 7HO .o e 0,003 g (StOpPY)
A e e 0,003 g (stopy)
ROZtOK StOpovYCh PrK..........oovviiii e e e e en. 0,3 M
Y - L PP PIPUPPR X ¢ |
Destilovana@ VOOa .........c.ove i e e e e e a2 300 M

Jednotlivé komponenty byly smichany, dapin destilovanou vodou na celkovy
objem 300 ml a sterilizovany v autoklavti p21 °C po dobu 20 minut. Po vyjmuti z auto-
klavu byla lahev pomalymi krouzZivymi pohyby proméeta, po zchladnuti na cca 50 °C

byl roztok rozlit na sterilni Petriho misky a netha zatuhnout.
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7 METODIKA A PRACOVNI POSTUPY

7.1 Charakteristika pad a kompostu

Pro experimenty byl pouzit kompostiadruhy zengdélskych pid z lokality Ivai,
Brattice a Veverské Kninice, u kterych bylo stanoveng git$ina, spalitelny podil a mik-
robialni oziveni. Rdy i kompost byly pesety pes sito o velikosti ok 2 mm do p§tluza-

vieny a uchovany v chladné mistnosti pro nasledmégésni.

7.1.1 Padni substrat

Vzorky zengdélské pdy pro dané experimenty byly ziskany od pana
Ing. Jiiho Jandaka, CSc. z Mendelovy univerzity v8B(MZLU). Poskytnul nam row¥
charakteristiky u vSechug jako je midni druh, obsaltastic, zrnitostniifda a organicky
podil. VSechny informace jsou shrnutyrab. Il., IIl., IV. U vSech vzork piad bylo stano-

veno pH, suSina, spalitelny podil a byl provedekrobialni rozbor (viz kap. 8.1, 8.2).

Tab. II.: Druhy pid z jednotlivych lokalit (informace ziskany od ldgiho Jandéaka, CSc.
MZLU Brno)

Lokalita ogebranych Horizont Padni druh
pud
. A . Fluvizem modalni na nevépni
vai Ah (humozni lesni) tych aluvialnich sedimentech
Brat¢éice Ap (ornice) Cernozem modalni na spra3i
Veverské Kninice Ap (ornice) Hrdozem modalni na spraéi“

Tab. lll.: Zrnitostni charakteristika @l s obsahendastic (Ing. Jii Jandak, CSc. MZLU
Brno)

) Obsah ¢astic [%0] , o
Lokalita Zrnitostni t fida
2,00-0,05| 0,05-0,002f <0,002
Ivan 17,68 57,55 24,77 Prachovita hlina
Bratéice 20,24 53,48 26,28 Prachovita hlina
Veverske 12,19 60,39 27,43 | Prachovita jilovita hline
Kninice
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Tab. IV.: Hodnoty organického podilu (Ing#iio Jandak, CSc. MZLU Brno)

Lokalita odebranych pad Cox [%0] POH [%]
Ivan 2,50 4,30

Brat¢ice 1,77 3,05
Veverskeé Kninice 0,97 1,67

Legenda Klrab. 1V:

Cox — obsah oxidovatelného uhlikdqy v procentech

POH — obsahgani organické hmoty v procentech

7.1.2 Substrat kompostu

Kompost byl pouzit jiz v diplomové praci Ing. Jarimen Krumpolce v roce 2012
[38]. U kompostu byla row# stanovena suSina, spalitelny podil, pH a byl edawn mik-

robiologicky rozbor.

7.1.3 Stanoveni pH

Stanoveni pH SN I1SO 10390) bylo provedeno v suspenzidg ve vod
(pH-H,0) a v roztoku chloridu draselného (pH-KCI) o komitaci 1 moll™ (74,5 g KCI

rozpuséno v 1 000 ml destilované vody).

Do trech uzaviratelnych lahvi bylo navdzeno 10 g poabitgad, doétvrté lahve
10 g kompostu a nasleglbylo gidano 50 ml demineralizované vody, stanoveni pi®H
Stejny postup byl proveden i u stanoveni pH-KChrak s pidavkem 50 ml roztoku chlo-
ridu draselného. S&s se pomociteépaciho zézeni nechalarépat po dobu 6@ 10 minut.

Po ustéleni, nejmémo dobu 1 hodiny, bylo pomoci pH metru InoLab Z&&ieno pH.

7.1.4 Stanoveni suSiny jid a kompostu

Do vysuSenych aitpdem zvazenych misek byly gednostit 0,0001 g navazeny na
analytickych vahach oy a kompost. SuSeni probihalo v elektrické suS@ih teplot
105 °C do konstantni hmotnosti (cca 4 hodiny). RBsugeni byly misky stmlou nebo
kompostem vioZeny do exsikatoru, a po vychladnatiaboratorni teplotu byly zvazeny.
Stanoveni bylo provedeno 3x vedle sebe. Dle roviiidebyla vypdétena suSina il
a kompostu v procentech.
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Mimqvpgk — My

S, = 100
Mimpk — Mim
m —m
52 — 2MV P,K 2M 100
Mampxk — Moy
m — m
Sl — 3MV P,K 3M 100
Mapmpxk — M3y
S@ — S1+ 532+ S3 /1/
kde:
Sy pramérna hodnota susSinytidy nebo kompostu; [%0]
S12,3 hodnoty suSin v jednotlivych stanovenich; [%0]
M1, 2, 3um hmotnosti prazdnych misek; [g]

M1 2 3aupk Nmotnosti misek s navazenoidou nebo kompostem; [g]

M1 2 amvek hmotnosti misek s navazenou vysusenidop nebo kompostem; [g]

7.1.5 Stanoveni spalitelného podilu fid a kompostu

Piady nebo kompost byly navazeny iegnosti + 0,0001 g dorgdem vyzihanych
a zvazenych porcelanovych kelimiNejdiive byla u &chto vzorki stanovena suSinaig
nebo kompostu, jejichZz postup je uveden v kapitole4, poté byly porcelanové kelimky
s vysuSenoutimou (kompostem) vloZeny do pece a byly Zihafygplog 550 °C po dobu
2 hodin. Po vyzih&ni byly kelimky siggou nebo kompostem viloZzeny do exsikatoru, a po
vychladnuti na laboratorni teplotu byly zvaZzenyardiveni bylo provasho 3x vedle sebe.
Dle rovnice /2/ byl vypéten spalitelny podil fd a kompostu v procentech.

Mimvpk — Mius

Sl P = 100
Mimprg — M1y
Momy Pk — Mo ys
Sz P = — . 100
Moypx — Moy
M3yy pxk — M3ys
S3p = .100

M3y px — M3y

Sipt+ Sapt S
SPQ): 1P 2P 3P /2/

3



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

kde:

Seg pramérna hodnota spalitelného podilu; [%0]

S1 2 3p hodnoty spalitelného podilu v jednotlivych staeoich; [%0]
M1 2 3m hmotnosti prdzdnych misek; [g]

M1 2 smvpk hmotnosti misek s vysuSenoiidgou nebo kompostem; [g]

M1 2 suspk hmotnosti misek se spalenoldou nebo kompostem; [g]

7.2 Mikrobiéalni rozbor p @d a kompostu

Pred experimentem byloatezité dodrzovat zasady tzv. aseptické prace k zanie
kontaminace mikroorganismyfiRéto praci byly pouzity laboratorni pditky (nag. ho-
kejka nebo klika), které byly sterilizovany plamenem. Dale sezbealy roztoky, které se
sterilizovaly v autoklavu. Snizenim kontaminacevzduSi se veSkera prace prosiad

v laminarnim boxu.

Mikrobiologicky rozbor @id a kompostu byl za&hen na stanoveni hlavnich skupin
chemoorganotrofnich bakterii (celkovydetd mikroorganism), termofilnich bakterii, akti-
nomycet a plisni @nich vlaknitych mikroorganisi). Dale byl proveden pokus o z&chyt
degradéi na mineralnim agaru. Rozbory byly provedeny kaltin metodou fi 25 °C
a 58 °C po dobu 3 a 7 @nNa Petriho misky byly rozlityippravené agary praizné mik-
roorganismy (viz kap. 6.5.1, 6.5.2, 6.5.3), nadteyly po zatuhnuti nadavkovany pomoci
mikrodavkovae pidni suspenze mikroorganifim suspenze mikroorganidm kompostu.
Suspenze mikroorganisnz kompostu byly davkovany v objemu 1Q@Da byly rozeteny
sterilni hokejkou po celém povrchu agaru. Suspemgkeoorganisni byla ziskana extrakci

vzorki pad anebo kompostu do suspetiido média (viz kap. 7.2.1).

Kultivace pidni suspenze mikroorganiénprobihala i 25 °C ve tnd¢ po dobu
7 dni pro stanoveni aktinomycet a plisni. U chemaootrofnich bakterii kultivace probi-
hala 3 dny. Po stanovenéith byly provedeny oday, které jsou zaznamenany v kapitole
8.2.

Mikrobialni rozbor kompostu byl zatfen na sledovani gti chemoorganotrofnich
bakterii, termofilnich bakterii, aktinomycetugni mikroorganismy) a vlaknitych plisni.
Kultivace probihala f» 58 °C v termostatu po dobu 7 dni. U chemoorgarfioich bakterii

probihala kultivace po dobu 3 @nViaknité plisg by se v mikrobiologickém rozboru
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kompostu vyskytovat negty, kvili vysokeé teplot. Odety mikroorganisni jsou zazna-
menany v kapitole 8.2.

7.2.1 Priprava padni suspenze mikroorganisni a suspenze mikroorganism kom-

postu (extrakce vzorki pud a kompostu do suspend&iho média)

Do sterilnich suspendaich roztok: (viz kap. 6.4.4) o objemu 50 ml bylo navazeno
5 g vzorku fid nebo kompostu, a tim se ziskakxkni 10. Aby se mikroorganismy
a pevnécastice do roztak uvolnily, bylo t#eba roztoky 15 minutiépat v ruce nebo je
umistit na tepaku. Suspenze se nechaly odsedimentovat a n&shgdyredny desetin-
nou fadou do ependorfek T0- 107 (viz kap. 7.2.2) a vyikovany (100ul) na fislusna

Zivha média.
7.2.2 Desetinnéredéni

Do cistych sterilnich ependorfek bylo nadavkovano f08terilniho fyziologicke-
ho roztoku (viz kap. 6.4.5), k tomu bylo nadavkov&@®0ul suspenze jdnich mikroor-
ganismii nebo suspenze mikroorganism kompostu fedsni 10%), timto postupem se zis-
kalo jiz redsni 102 Dale bylo opt nadavkovano 100l z ependorfky dedéni 102 do dalsi
ependorfky s 90Q fyziologického roztoku, tak bylo ziskaredsni 10%. Stejnym zfiso-
bem bylo pokréovano aZ ddedsni 10°.

7.2.3 Oc¢kovani zivnhych pad i kompostu, Fedéni na zivnych pidach a inkubace

Na pipravena tuha Zivna meédia byl nadavkovan objem {dl0Djiz pripravenych
ependorfek otrznémiedeni (viz kap. 7.2.2), tim dochazelo na Petriho niskk dalSimu
fedni. Inokulum bylo rozéeno po celém povrchu agaru sterilni hokejkou v temim

boxu. Pro kaZzdéedni byly gipraveny 2 paralelni misky.

Pro kultivaci fiznychiedni padni suspenze mikroorganignmebo suspenze mik-

roorganisni z kompostu bylo celkem petba 96 Petriho misek s Zivnotidou.

Redéni na Zivnych médiich

Pro stanoveni chemoorganotrofnich aerobnich bakigripouzit TYA agar. Toto
Zivné médium bylo rozlito na Petriho misky a neahaatuhnout. Poté byly misky z&o
kovany 100pul padni suspenze mikroorganigénma suspenzi mikroorganisitkompostu
z ependorfek dedsni 10% 10° 10° 107, paralel®, 2x vedle sebe. Na Petriho miskéach,
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tim vzniklo dalSitedéni. Déle se TYA agar pouZzil i pro stanoveni ternmd¢éh bakterii
o fecéni 10%, 10°, 10°, 10"

Pro stanoveni ptu aktinomycet byl pouzit glycerol — ddsanovy agar. Zivné
meédium bylo opt rozlito na Petriho misky a nechano zatuhnoutéRyly misky zaoko-
vany 100ul suspenze mikroorganigmkompostu a fdni suspenzi mikroorganisnez jiz
pripravenych ependorfekiedsni 10°, 10 10°, 10° paralelss. Opst, na Petriho miskéch

vzniklo dalSitedni.

Na pidnim agaru s bengalsk@arveni a chloramfenikolem byly stanovovamdp
ni vliaknité plisg. Tento agar byl rozlit na Petriho misky a neclekatuhnout. Poté byly
misky za@kovany 100ul padni suspenze mikroorganifima suspenzi mikroorganism
kompostu z ependorfekiedsni 10, 102, 10°% 10 Na miskach s{mnim agarem a sus-
penzi mikroorganisin kompostu nebyly zaznamenény vidknité pljgelikoZz by nensly

rast za vysSich teplot, coz bylo v naSefipad potvrzeno.
Inkubace

Naotkované misky se suspenzidnich mikroorganisiin byly inkubovany @i tep-
lot¢ 25 °C bez fistupu s¥tla a misky se suspenzi mikroorganismkompostu byly inku-
bovany pi teplo€ 58 °C ve tnd v termostatu. Petriho misky pro stanoveni chemaog

trofnich bakterii u fpd i kompostu byly inkubovany 3 dny, ostatni mikrgamismy 7 da.

7.2.4 Stanoveni p&tu mikroorganismiu

Na Zivnych @dach Bhem inkubace vyrostly mikroorganismy ve farrkolonii.
Byly vybrany nejvhod#jsi misky siednim pro vyhodnoceni. Tyto kolonie byly na obou
paralelnich miskach &eny a zpiimérovany. Vysledky jsou uvedeny jako qab jednotek
tvorici kolonie na jeden gram suSiny vzorkili CFU/g susSiny vzorku (viZTab. X). Pro
nazornost vypétu, paralelni Petriho misky tedsni 10% byly zpimérovany na hodnotu
nag. 100 kolonii.Redéni 10% znamen4, Ze je vzorek 100xiedsn. Objem suspenzinil
100l — 0,1 ml— 0,1 g inokula. P&y kolonii se vyjaduji na 1 g suSiny vzorku, tudiz na
Petriho misce vznikngedsni 10°. Z toho vyplyva, Ze vzorek je fekn 1000x. Po vyna-
sobeni poétu zjis€nych koloniich a provedenydedini, byla skuténa hodnota 100 000
kolonii v 1 gramu vzorku. Déle se nesmi zapomemaususSinu vzorku, ktera se u vzirk
lisi (nag. suSina 60 %). Vztah bude vypadat nasledo%A0 000/0,60. Vyhodnoceni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

v tomto fFipadu bylo 166 666,67 CFU/g susiny vzorku, vigdm 1,67.10CFU/g susiny

vzorku.
7.2.5 Zachyt degrada‘nich mikroorganisma na mineralnim agaru

7.2.5.1 P¥iprava tenkého filmu Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem

Mineralni agar (viz kap. 6.5.4) byl rozlit na Pketrimisky a nechal se zatuhnout.
Poté bylo na agar nadavkovano 50Q@hloroformového roztoku Ecoflexu nebo Ecoflexu
s plnivem (viz kap. 6.4.6). Roztok po nadavkovayii dterilni hokejkou rozéen po celé
misce, aby se vytwd tenky film, nasledw byl ponechan v laminarnim boxu 24 hodin, aby
doSlo k odp#eni rozpou&dla. Nasledujici den byly misky z&mvany mdni suspenzi
mikroorganisni a suspenzi mikroorganisnkompostu sedsnim 107, 103 10*. Po odsu-
Seni probihala inkubacei25 °C a 58 °C ve téh Pro kazdéedéni byly giipraveny 2 para-
leIni misky. Pro kontrolu byl pouZziiisty mineralni agar stgini suspenzi a suspenzi kom-
postu se stejnynfednim jako u chloroformového roztoku Ecoflexu neboofiexu

s plnivem. Pro tento test bylo pouzito 72 Petrihisak.

7.3 Charakteristika Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem

Ecoflex i Ecoflex s plnivem byly dodany firmou zafacie ICCF — Institut de Chi-
mie de Clermont - Ferrand. Ecoflex byl zpracovafukgvanim. Ecoflex nebyl dodan ve
stejnych tlougkach po celém filmu jako Ecoflex s plnivem. Na yedb bioreaktak byl
pouzit sted folie, jejiz tlouska odpovidala fiblizné tlou&’ce Ecoflexu s plnivem. Na me-
chanické vlastnosti dougnich reaktak byly pouZity filmy oétyrech fiznych tlougkéch.
Ecoflex s plnivem rél po celém povrchu stejnou tlaikdi. Tloud'ka folii Ecoflexu s plni-
vem byla 40um, bez plniva 7Qum, 50 um, 70 um, 70 um. Celkovy uhlik byl stanoven

elementarni analyzou, v Ecoflexu 62,54 %, celkawjkuv Ecoflexu s plnivem 53,67 %.

SlozZeni filmi Ecoflex s plnivem dodané firmou ICCF bylo nasléciuj

» Glycerol: 4,35 %

> Skrob: 19,15 %

» Kyselina polymléna (PLA): 5,70 %
» Ecoflex 70,80 %
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7.4 Biodegradani experiment

Principem biodegra@aiho testu bylo sledovani produkce oxidu ¢itdho (CQ)
stanoveného metodou plynové chromatografie s te@plaidivostni detekci natistroji GC
Agilent 7890. Produkt C®vznikal aerobni biodegradaci vzérlecoflexu a Ecoflexu
s plnivem v @idnim prostedi a v progedi kompostu, jelikoZz oba vzorky byly jedinym

zdrojem uhliku a energii pro mikroorganismy.

7.4.1 Priprava biometrickych lahvi

V tomto testu byly pouzity ski€éné Iahve neboli bioreaktory s objemem 500 ml
(plynn& faze 580 ml). Bioreaktory bytadré umyty a sterilizovany v autoklavuigeplot
121 °C po dobu 20 minut. VSechny lahve byly égay vickem s otvorem pro septum,
které umo#ovalo odkr plynné faze. Mika byla sterilizovana pomoci UV i&ni

v aseptickém laminarnim boxu 30 minut.

Byly ptipraveny 3 paralelni l&hve préi tiruhy pid a kompost bez vzoik(slepy
pokus), se vzorky filma Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem. Z toho vyplyva, Zéomto testu
bylo pouzito 27 bioreaktérpro pidni substrat a 9 biometrickych lahvi pro komposb- S
Zeni jednotlivych lahvi Ize vid v Tab. \/, VL., VII., VIIL.

Lahve byly nasledhiadre popsany: o jakoutulu se jednd, zda je v lahvi obsazen
vzorek (Ecoflex nebo Ecoflex s plnivem) nebo, zdgesina o slepy pokus, i z jaké lahve
byly vzorky pro nasledné analyzy odebirany. Z labzma&enych tékou byly odebirany
vzorky pid, kompostu, filnd Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem do ependorfek preledné
dalSi testovani. Vzorky byly uchovany v chladu a pgstupu s¥tla.

Vzorky byly odebrany v nasledujicich dnech:

» 6.11.2012
» 13.11.2012
» 28.11.2012
» 6.12.2012
» 20.12.2012
» 3.1.2013

» 31.1.2013
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Lahve s jgdou byly uloZzeny do tmavé mistnosti s teplotou 26 fAhve s kom-
postem byly uloZzeny do termostatu s teplotou 58VV@dennich intervalech byl analyzo-

van obsah vyprodukovaného €O

7.4.2 Priprava obsahu bioreaktoru

» 5,00 £ 0,01 g navazkarippzere vlhké pidy, kompostu (vizTab. V. — VIII)
0 hmotnosti susSiny 5 g

» 5,00 £ 0,01 g perlitu (Agroperlit od firmy AGRO C8§,s.)

0,10 + 0,0001 g testovaného kopolyesteru EcofleshorEcoflexu s plnivem

A\

» 5 ml mineralniho média (slozeni viz kap. 6.4.3)

VSechny slozky vySe uvedeny byly postapravazeny a vlozeny do biometrickych
lahvi. Testované filmy kopolyesterbyly nastihany na maléctveretky o velikosti
5x5mmo tloukce 40 um a 5@m. Pro nazornost 7%tveraekt Ecoflexu vazilo
0,10 g a 15@tveretki z Ecoflexu s plnivem vazilo 0,10 gudy i kompost byly smichany
s perlitem v por&ru 1:1. Perlit v biodegradaich testech slouzil ke zvySeni porovitosti,
zadrzovani vlhkosti a ke zlepSeni provagw&ni mid. Perlit ged pouzitim byl 3x promyt
destilovanou vodou aipl05 °C vysuSen v suSarnNa Obr. 9. je zobrazena biometricka

lahev s popisem a 1.
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Obr. 9: Biometricka lahev (bioreaktor)

Tab. V.: Obsah slozek v biometrickych lahvickidop z lokality Iva

Oznafeni | Forma vzorku Navazka | Navazka perlitu| Navazka vzorku
lahvi [-] pidy [g] (59 £0,01) [g] | (0,1g +0,0001) [g]
07 Iv 6,8 5,01
08 Iv Bez vzorku 6,79 5,01 -

09 Iv 6,79 5

01 IvEco 6,8 5,03 0,1005

02 IVvEco Ecoflex 6,82 5,02 0,1012

03 IVvEco 6,79 5,03 0,1009

04 IvEcoPI 6,77 5,02 0,0999

05 IvEcoP| | Ecoflex 6,8 5 0,1006
s plnivem

06 IvEcoPI 6,8 5,02 0,1008




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Tab. VI.: Obsah sloZek v biometrickych lahviclidgu z lokality Bratice

Oznageni Forma Navazka pidy | Navazka perlitu | Navazka vzorku
lahvi vzorku [-] [a] (5g £0,01) [g] | (0,29 £ 0,0001) [g
16 Br 5,89 5,03
17 Br Bez vzorku 5,88 5 -
18 Br 5,89 5,02
10 BrEco 5,89 5 0,1
11 BrEco Ecoflex 5,89 5,01 0,1001
12 BrEco 5,89 5 0,1009
13 BrEcoPI 5,87 5,02 0,1002
14 BrEcopl |  Ecoflex 5,9 5,03 0,1003
S plnivem
15 BrEcoPI 5,87 5,03 0,1003

Tab. VII.: Obsah sloZek v biometrickych lahvichidqu z lokality V. Kninice

Navazka vzorku

oment | s | ity | novita g |55
25 Kn 6.07 5.04
26 Kn Bez vzorku 6,06 5,02 -
27 Kn 6,06 5,04
19 KnEco 6,08 5.01 0,1005
20 KnEco | Ecoflex 6,08 5.01 0,1005
21 KnEco 6,08 5 0,1002
22 KnEcoPl 6,06 5.01 0,1001
23 KnEcoPl sEp(ig{\I/eexm 6,06 5,01 0,1005
24 KnEcoPl 6,08 5,02 0,1002
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Tab. VIII.: Obsah sloZzek v biometrickych lahvidtompostem

Oznageni Forma Navazka pidy | Navazka perlitu | Navazka vzorku
lahvi vzorku [-] [a] (59 £0,01) [g] | (0,29 £ 0,0001) [g
34 Kom 5,01 5,02
35 Kom Bez vzorku 5 5 -
36 Kom 5 5,01
28 KomEco 5,02 5,01 0,1001
29 KomEco Ecoflex 5,02 5,03 0,1001
30 KomEco 5,05 5,03 0,1007
31
KOmECoP| 5 5,03 0,1005
32 Ecoflex
KomEcoPI s plnivem 5 503 0.1
33
KomEcoPI 5,02 5,03 0,1005

Legendalab. V. — VI

07, 08, 09 Iv — pda z lokality Ivd bez vzorku (slepy pokus); 01, 02, 03 IVEco idg

z lokality Ivai se vzorkem félie Ecoflexu; 04, 05, 06 IVEcoPI ada z lokality Ivé se
vzorkem folie Ecoflexu s plnivem; 16, 17, 18 Bradp z lokality Bratice bez vzorku; 10,
11, 12 BrEco — fda z lokality Bratice se vzorkem félie Ecoflexu; 13, 14, 15 BrEcoPI —
puda z lokality Bratice se vzorkem Ecoflexu s plnivem; 22, 23, 24 Kpida z lokality
Veverské Kninice bez vzorku; 19, 20, 21 KnEcotuda z lokality Veverské Kninice se
vzorkem foélie Ecoflexu; 25, 26, 27 KnEcoPI ada z lokality Veverské Kninice se vzor-
kem Ecoflexu s plnivem; 34, 35, 36 Kom — kompost keorku; 28, 29, 30 KomEco —
kompost se vzorkem folie Ecoflexu; 31, 31, 32 KowBlc- kompost se vzorkem Ecoflexu

s plnivem.

7.5 Analyza produkovaného CQ pomoci plynoveé chromatografie

Plynovy chromatograf Agilent 7890 (vi2br. 10 pouZzivan fi tomto experimentu
mél v termostatu umighé 2 naplové sério¢ zapojené sklemé kolony o délce 1,829 m.
Na prvni kolog dochazelo k separaci oxidu utiiého (CQ), pouzitim napla Porapak Q
s velikosticastic 80/100 MESH. Na druhé kokymmolekulové sito 5A s velikostiastic
60/80 MESH, dochéazelo k separaci kysliku)(QK piepinani ventil mezi kolonami do-

chazelo pomoci tlakovéhdgpin&e napojeného naipod dusiku pofipadt vzduchu.
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Po nastiku vzorku pomoci plynové injeki stikatky Hamilton o objemu 10@l
do inletu plynového chromatografu byla sgust analyza. \tase 0,65 minut dochazelo
k ptepnuti ventilu na Porapak Q, na kterem gkl €O,. V ¢ase 1,5 minut dochazelo
k prepnuti ventilu na druhou kolonu, na které 8@ @,. Jako nosny plyn slouzilo helium
(He) ¢istoty 4.6. VTab. IX.jsou uvedeny zakladni parametry pro #ovianou GC analyzu.

Tepelr® vodivostni detektor (TCD) slouzil k detekci slozeknastiku standardu
byla od€tena plocha piku a metodotimého srovnani pomoci stavové rovnice (viz rovni-
ce /5/) se dopstala produkce C@ve vzorku. Standard byl &en vzdy po zapnuti plyno-
vého chromatografu a nasledmo kazdém nésku jiného druhu vzorku.

Metodou plynové chromatografie se hodnotilo mnazstyprodukovaného oxidu
uhli¢itého z bioreaktar. Na zaklad této produkce doslo nasledk vyhodnoceni minerali-
zace uhliku v danych vzorcich kopolyegtékteré jak jiz bylofe¢eno, jsou jedinym zdro-

jem uhliku.

Tab. IX.: Podminky &feni CQ na pristroji GC Agilent 7890

Parametr Hodnota
Termostat 60
Teplota [°C] Injektor 200
TCD Detektor 250
, Typ Helium
Nosny PN =5 ok mi.min] 53
y 0,65 (C
Cas [min] (€Q)
Pirepinani ventili 1,5(9)
Plyn Vzduch, N




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 55

Obr. 10: Plynovy chromatograf (vpravo) a vyhodnam\zaizeni (PC, vlevo) se zazna-

mem analyzy (chromatogramem)

7.5.1 Provzdu&iovani bioreaktori (biometrickych lahvi)

Biometrické lahve byly uzaeny az k nasledné analyze. Po odebrani plynné faze
z bioreaktoru byl vzorek davkovan do inletu plynbwéchromatografu a analyzovan. Te-
prve po UspSné GC analyze byly lahve otewny a provzdu&my pomoci silikonovych
haditek napojenych na vzduchovérpadlo po dobu 20 minut. Provzdosaci z&izeni
(viz Obr. 11) bylo sestaveno z promyvaci lahve s roztokem 5lhdlaOH, kde dochéazelo
k odstragni atmosférického CO(viz rov. /3/), z ldhve s destilovanou vodu slaiidie
zvihéovani vzduchu a z promyvaci lahve s roztokem 0,85IThBa(OH), ktery slouZil
jako pojistka P vycerpani veSkerého roztoku NaOH vznikem srazeniny @aC
(viz rov. /4/). Rivod vzduchu musel byt zaj&t pro aerobni mikroorganismy, kter@ gvé
¢innosti spotebovavaji kyslik a vytu&ji oxid uhltity. Aby nedochazelo k \Werpéni roz-
toka, byly ménény 3x za mésic.

e®2 NaOH— NaCOs + H,O 13/

€®Ba(OH) — BaCQ, + H,0 14/
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Obr. 11: Aer@ni soustava (provzdu8vaci zaizeni)

7.5.2 Vyhodnoceni biodegrad&nich testi

Pred zahajenim n&stu vzorka byl nejdive proveden nask standardu, ktery byl
opakovan vzdy po n&stu rizného vzorku, aby nedochazelo k nespravnym vyséhadk
Ve standardu Linde Technoplyn se analyzoval@&ss@Q (0,8 %), CH (4,0 %), N
(95,2 %), Zadny kyslik.

Lahve ged odigrem byly protepany a poté byla pomoci plyssné injekni sti-
kacky o objemu 100ul pifes septum odebrana plynné faze. Lahve s obsaherposim
byly pouzity k néfeni aZz po vychladnuti na laboratorni teplotu. Rlyhnésleds nastik-
nut do inletu plynového chromatografu. Doba analgyla 3,4 minut. Poté byla ottena
plocha peaku odpovidajici mnozstvi £®nasledé byla vyhodnocena produkce @Ve
vzorcich bylo mozno analyzovat vedle £@ké Q a Nb. ProtoZze experimenty byly prova-
dény za aerobnich podminek, nebyl ve vzorcich det@k@adny methan.
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7.5.3 Zpracovani naméienych dat
Namgfend data byla zpracovana s pouZzitim nasledujicdohoy z [37]:

» Denni produkce uhliku ve foCO,

My = %.%.w(caz).%.%. 1000 /51
kde:
Me)c mnoZzstvi vyprodukovaného uhliku ve far@0,; [mg]
Mc atomarni hmotnost uhliku; ¢ 12 [g.mof']
p tlak v okamziku provzdu®vani; [kKPa]
R molarni plynova konstanta; R = 8,314 [J.iol"]
T termodynamicka teplota v okamziku provzimé&ni; [K]
& plynny objem lahve; y= 580 [ml]

w (COy) mnoZzstvi CQv kalibranim plynu; w = 0,008 [-]
Vst, Vvz. davkovany objem plynné faze standardu resp. vzdokplynového
chromatografu; ¥, Vvz. = 100 ]

Sst, Svz. plocha peaku u standardu resp. vzorki.§]

» Kumulativni produkce uhliku ve foRrCO,

Pokud nedochéazi k provzdigyani bioreaktar, je kumulativni produkce rovna
produkci denni. Pokud je systém provztim&n, je kumulativni produkce uhliku ve fafrm

CO, dana vztahem:

M)c, = Mk)c, T Mk)a, /16
kde:
Moyc, kumulativni produkce uhliku z aktualnih@ieni; [mg]
Myc, kumulativni produkce uhliku Zz@dchoziho réeni; [mg]

Myd, denni produkce uhliku z aktualnih@ieni; [mg]
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» Substratova produkce uhliku ve far@o,

Jedné se o denni produkci uhliku ze systému s&yzemiZzenou o produkci uhliku

ze slepych pokus tj. o produkci ze samotnych substrgbid, kompostu).

N(s)c = Mk)cv, T Mk)cst /17
kde:
N(s)c substratova produkce uhliku ve far@O;; [mg]
Muocy, kumulativni produkce uhliku z lahve se vzorkemg[m
Mycst denni produkce uhliku z lahve bez vzorku; [mg]

» Procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO

D, = % .100 18/
kde:
Dc procento mineralizace uhliku z hlediska produRE®; [%]
M(s)c substratova produkce uhliku ve far@O;; [mg]
Mmc hmotnost testovaného materialu; [mg]
TCy 2 obsah celkového wuhliku v Ecoflexu nebo Ecoflexu mnivem;

TCy = 0,6254; 0,5367 []

7.6 Skenovaci elektronova mikroskopie

Vzorky félii Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem byly odieany v ptibéhu biodegra-
datniho testu do ependorfek a do doby vlastniho zkoimi@ktronovou mikroskopii byly

uchovany v chladu.
Skenovaci elektronovy mikroskop (M2br. 12 je pristroj ugeny k pozorovani po-
vrchi nejriizngjSich objeki.

U skenovaci elektronové mikroskopie (SEM; VEGA ;-Tescan) p prohlizeni
raznych preparatse pouziva urychlovaci népelektronu 5 kV. Red vlastnim zobrazenim

byly vzorky pokoveny vrstvou zlata a platiny.
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cocka

objektivova
clona skanovaci civky
objektiv

Obr. 12: Schéma elektronového mikroskopu [34]

7.7 Mechanické vlastnosti Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem

Pomoci fdnich reaktak (viz Obr. 14 byla sledovana biodegradace kopolydster
v pritomnosti mikroorganisinz kompostu aid z hlediska z@n mechanickych vilastnosti.
Skladba reaktoru byla navrZzena podle Rizzarellihkoh Tyto zneény byly sledovany

Z hlediska vizualnich zém a znén tahovych vlastnosti.

Padni reaktor byl tvéen:

» 200+ 0,01 g kompostu nebaig (Ivén, Bratice, Veverské Kninice)
» 200z 0,01 g perlitu

» 100 ml mineralniho média

» 130 tlisek Ecoflexu nebo 13@lfsek Ecoflexu s plnivem

Pro kazdou fadu nebo kompost byly pouzity filmy Ecoflexu a E@fli s plnivem.
Ke 200 g perlitu bylo nadavkovano 100 ml mineranihédia (viz kap. 6.3.4). Perlit byl
pouZzit ot jako podfirny materidl, ktery kyjl, vyleh¢oval a provzdusoval pidu a po-
mahal zadrZzovat vihkost. Tato &nse nechala 24 hodin bobtnat, a poté byldapa
ke 200 g fAdy. Bylo pouzito 200 g fdy z lokality Iv&, Bratice, Veverské Kninice
a 200 g kompostu pro Ecoflex a stejné mnozsidypa kompostu pro Ecoflex s plnivem.
Téliska ve tvaru oboustrannych lopatek (vi2br. 13 byla vyseknuta podéin

z kopolyester pomoci vysekavaciho stroje a matrice o velikogix'1,2 x 0,2 cm a byla
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uloZena do fdniho substratu a substratu komposttliska filmia s plnivem rdla tlou¥’ku
40 pm, bez plniva 7Qm, 50 um, 70um, 70 um. Minerélni médium bylo pouZito z toho
duvodu, aby byla zachovana vihkost a podminky shcoglrtémi, které byly nastaveny
u bioreaktoit v biodegradénim testu g sledovani produkce CGplynovou chromatogra-
fii.

Skladba gdniho reaktoru:

Na dno reaktoru byly umisty silikonové hadiky umoziujici privod vzduchu.
Na ré byl poloZen rost z inertniho materialu sékeu, aby se zabranilo propadavani sub-
stratu a nedoslo tim k ucpani hsek. Ridni reaktor byl rozélen na Sest sektiy jelikoz
byly testovanyii druhy pid a dva vzorky filni kopolyesteru@br. 14. Rozn#ry padniho
reaktoru byly 31,2 x 194 x 17 cm. Tudiz ragsn sektoru 1/6 byl
10,4 cm x 9,7 cm x 17 cm. Nejprve byly jednotlivéz&y smichany a poté byly nasypany
do vysky jednéfretiny (200 g jady, 200 g perlitu, 200 ml mineralniho média). Nadp
bylo rozlozeno 10 vyseknutycklisek kopolyesteru, na které byl @pdan substrat
s perlitem a mineralnim médiemg¢liska z kopolyesteru byla umésia postupé na pdu
ve trech vrstvach, jelikoZ stanovovani probihalo v 0., 30. a 70. den.téni reaktor byl

piekryt folii z inertniho materialu, aby se zabranijgparovani vody.

Pomoci vzduchovaciho motorku bylo zajigt provzdusovani md. Fida byla
provzdugovana ve dvouhodinovych intervalech po patnactiutdich pomoci spira.
Horni vrstva substratu byla pravidélfcca 1x za tyden) zvllovana rozpraSovem
s destilovanou vodowiimz se zabranilo ztr&tvody odp&ovanim. Rdni testy probihaly

v mistnosti pi teplo& 26 °C, vlihkosti cca 50 % a ve &mn

Pro kompost byly pouzity dvbiometrické lahve o objemu 1 000 n®ifr. 14.
Kompost s perlitem a minerdlnim médiem byl smiché@nnandSen ve vrstvach
s kopolyesterem stejnym gobem, jez byl popsan uiginiho reaktoru. dliska kopolyes-
teru byly odebrany v 0., 20., 50. a 70. den.

Lahve s kompostem byly vyjimany z termostatu 2 kydte za &elem provzdus-
néni. Nechaly se zchladnout cca 20 minut na labanatéeplotu, aby nedochazelo
ke zbyténému vyp#ovani vody z lahvi; poté byly oteany na dobu cca 1 hodiny. Povrch
kompostu v biometrickych lahvich byl 1x tydavihéovan rozpraSovwem s destilovanou

vodou. Skleané lahve byly uloZeny v termostatu, vetpii teplo 58 °C.
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Obr. 14: Reaktory s kompostem (vpravo)dmd reaktor s vzduchovym motorkem

a spinaem (vlevo)

7.7.1 Tahova zkousSka (pevnost v tahu)

Mezi statické zkouSky pétpevnost v tahu, ktera je jednou ze zakladnichjdile-
Zit¢jSich zkousek. Jedna se o vyhodnoceni mechanickiastnosti. Stanoveni tahovych
vlastnosti se provadi dle technické nor @8N EN ISO 527 — 3({ast 3: Zkusebni pod-

minky pro félie a desky).

Ve zkuSebnim stroji (viDbr. 19 se na zkuSebnéleso necha {sobit pomalu se
zvysujici sila az doiptrzeni materiélu. Zjikije se zavislost mezi deformaci zkuSebgéty
a pisobici silou F. Zku$ebnidy délce § [nm] a phiezu $[mm? je namahana ve sfru
své osy silou F [N]. Zatizenadty pivodniho néfeného pifezu $ se znéni na pfirez S
a pavodni nefené délkad se prodlouzi na hodnotu I. Pomoci tahovéhctigmtebného

k pietrZzeni se vyjadije pevnost v tahu.

Tahové nagti [MPa] — pisobici na plochuge dano vztahem:

19/

F
o=—
So
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kde:

o tahové nagti; [MPa]

F sila; [N]

S  povrch zkusebnihalesa; [mni]

Pongrné prodlouZeni [+ pavodni délka se budednit s prodlouZzenimétesa § na I:

g=h_ 4 110/

lo lo

Taznost A [%]- ponErné prodlouZeni:

£ = l‘l—“’ 100 111/

0

Hookeiv zakon [MPa]- v oblasti malych deformaci p@émmezi naptim a deformaci

u idealrg elastického materialu:
oc=EF.¢ 112/
kde:

E Youngdiv modul (modul pruznosti v tahu); materidlova kamsa,éim je vyssi, tim

je material pevgsi.

Obr. 15: Trhaci pistroj INSTRON [35]
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Priprava zkuSebnich vzaik

Téliska byla vyseknuta ve tvaru oboustrannych lopatéiii Ecoflexu o tlougce
40 um a Ecoflexu s plnivem o tlot&e 70, 50, 70, 7@dm. U €chto vzorki budou po skon-
¢eni pokusu, tedy 70. den, stanoveny tahové vlastposoci trhaciho ifistroje zobraze-
ného nalbr. 15 Pokus nebyl ukafen ged datem odevzdani diplomové prace, proto zde

nejsou tato data zpracovana.
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VYSLEDKY A DISKUSE
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8 CHARAKTERISTIKAP UD, KOMPOSTU AVZORK U

8.1 Stanoveni pH, suSiny a spalitelného podiluga a kompostu

Jako mdni substrat slouZilytit druny zenddélskych pd z lokality Ivé&, Bratice
a Veverské Kninice. Charakteristikédpje uvedena v kapitole 7.1.1. Kompost byl pouzit
takovy, se kterym pracoval pan Ing. Krumpolc ve diglomové praci v roce 2012 [38].

Oba pouzité substraty byly zdrojem mikroorganism

U pud i kompostu bylo stanoveno pH (viab. X), suSina byla stanovena 3x (kdy-
by se Bhem experimentu hodnota Znila), spalitelny podil (vizZTab. X) a byl proveden

mikrobiologicky rozbor (vizTab. XI).

Pro potebné vypoty navazek pd nebo kompostu do bioreaktiobyly pouzivany
hodnoty suSiny ziskané dne 9. 10. 2012 Tab. X.— hodnoty jsou vyzrigny Sed).

Tab. X.: Stanoveni pH, suSiny a spalitelného padittid a kompostu

Charakteristika lvan Brat¢éice \{f",e'fSké Kompost
ninice

SuSina 22. 9. 2012 [%] 74,38 85,64 82,93 57,03
SuSina 9. 10. 2012 [%] 73,79 85,23 82,64 57,32

SuSina 13. 2. 2013 [%] 76,37 87,48 87,47 59,14

Spalitelny podil [%0] 25,51 20,68 23,64 42,46

PH 20y [-] 7,563 7,341 7,125 7,893

PH ey [-] 6,452 6,854 6,724 7,023

8.2 Stanoveni pd&tu mikroorganismi v pudnim prostredi a v prostedi

kompostu

Mikrobiologicky rozbor testovanychap a kompostu byl proveden na gtku
(0. den) biodegrad@aiho testu. Stanoveni o mikroorganism v padnim prostedi
a v prostedi kompostu jeidezité, protoze pravmikroorganismy hraji vyznamnou roltip
rozkladu organickych latek.fPnizkém p@tu padnich mikroorganisiin by nemuselo do-

chazet k biodegradaci. Nidklad nejlEznéjSim zastupcem mikroorganismv padé jsou
aktinomycety, které snadno rozkladaji celulosuitircf8, 10, 15].
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Stanoveni p&u mikroorganismi probihalo natznych Zivnych dach, které byly
rozlity na Petriho misky. Byl pouZit TYA agar, G@ax a @adni agar s bengalskaerveni
a chloramfenikolem. Abychom ziskaligni suspenze mikroorganifna suspenzi mikro-
organisnii z kompostu, bylo nutné provést extrakci vZogid a kompostu do susperida
niho roztoku (viz kap. 7.2.1). Nasledhylo provedeno desetinrfédéni padni suspenze
a suspenze kompostu do ependorfek se sterilnimkeat (viz kap. 7.2.2). Poté byly mis-
ky se Zivnhymi agary zakovany mdni suspenzi mikroorganisima suspenzi mikroorga-
nismi z kompostu (viz kap. 7.2.3). Po govani a inkubaci byly vybrany nejvhogjgi
misky stedénim pro pgitani kolonii na zivnych médiich, nasleédoyly kolonie gepaita-
ny (viz kap. 7.2.4) na CFU/g susinu.

Chemoorganotrofni bakterie vyskytujici seddpi v kompostu byly stanoveny na
TYA agaru (viz kap. 6.5.1). Inkubacégni suspenze mikroorganisinprobihala 3 dnyip
teplog 26 °C, suspenze mikroorganisnkompostu byla inkubovanatipteplo& 58 °C
v termostatu. VeSkeré ziskané vysledky jsou shmiigh. Xl Vysledky ziskané uittypa
zentdélskych pid se od sebe navzajeriilig neliSily. V kompostu byl vyskyt chemoorga-
notrofnich bakterii vySSi; ve srovnanitpu byl p@&et mikroorganism (CFU/g suSiny)
o0 jedenrad vysSi.

Glycerol — dusinanovy agar (viz kap. 6.5.2) byl pouZit ke kultivagtinomycet.
Inkubace fidni suspenze probihala 7 drti feplo& 26 °C; suspenze kompostu téz 7 dni
pii teplo® 58 °C. Na paralelnich miskach o vhodnideni byly paitany kolonie vypada-
jici jako swtly kruh s¢ernou tékou uprosted (buky ve tvaru ¥tvenych vlaken, tvidci
¢asto husta myceliacernou tékou uprosted). Podobé# jako u stanoveni celkového ¢io
chemoorganotrofnich bakterii byly vysledky u jedingth vzorki pad mezi sebou srovna-

telné, u kompostu se é&isily o rad.

Na pidnim agaru s bengalskaerveni a chloramfenikolem (viz kap. 6.5.3) byly
kultivovany pidni vlaknité plisi. Ty zde rostly jako menSi & chuchvalce, charakteri-
zovaneé tvorbou vlaknitych hyf a vatovitych mycéBiyly pocitany pouze kolonie na mis-
kach s jidni suspenzi inkubovanéi26 °C. Ri teplo& 58 °C by plisa rast nengly, coz
potvrdily i naSe vysledky. U kompostu tedy nebyltyppen vyskyt vlaknitych plisni
a u jednotlivych typ pad se vysledky liSily o 1 — 2ady, vizTab. XI.
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Termofilni bakterie byly stanoveny jen u kompodtultivaci suspenze mikroorga-
nismi na TYA agaru po dobu 7 dntipgeplo& 58 °C. Hodnoty zastoupeni termofilnich

bakterii jsou térr stejné jako uf@dchozich mikroorganisim

Tab. XI.: Stanoveni ptu celkovych pétzz mikroorganisnd v piidé, kompostu

Celkovy potet mikroorganismi [CFU/g suSiny]
Dkrgrf:qy pﬁtd / Chemoorganotrofni . Padni viaknité | Termofilni
POSt aerobni bakterie Aktinomycety plisné bakterie
Ivai 6,50 * 10 5,42 * 10 3,93 * 10 -
Bratéice 4,22 * 10 3,40 * 16 4,34 * 10 -
Veverské Kninice 3,87 %10 2,90 * 16 4,96 * 16 -
Kompost 1,28 * 10 1,22 * 10 - 1,12 * 10

8.3 Pokus o vyskyt degradé@nich mikroorganismi na mineralnim agaru

Mikrobiologicky rozbor testovanychdpd a kompostu byl proveden na gatku
(0. den) biodegraaaiho testu. Postup tvorby tenkého filmu chlorofouyah roztoki na
mineralni agar je popséan v kapitole 7.2.R&dni 10°, 10° 10* bylo provedeno na mis-
kach paralel&. Pro kontrolu byl pouZzitisty mineralni agar stgini suspenzi mikroorga-
nismi a suspenzi mikroorganisimz kompostu. Inkubace u suspenZel probihala f
25 °C po dobu 10 dni ve tnu suspenze kompostu probihala inkubac®&® °C po dobu
10 dni ve tn v termostatu. Byly pouZity a popsany miskieeénim 107, protoZe zde byl
nej\etsi vyskyt mikroorganisiin s dalSintredsnim se jejich pdet snizoval.

Na Obr. 16jsou zobrazenytit misky o redsni 107 s pidni suspenzi z lokality Ve-
verské Kninice. Prvni miska z levadisty mineralni agar, na pr@stini misce je hanesen
tenky povlak Ecoflexu a na misce zprava je nandsaky povlak Ecoflexu s plnivem.
Mineralni agary se vzorky byly mirzakalené, oprotéistému mineralnimu agaru, coz
zpasobilo naneseni tenkého filmu vzorku na agar. Nlvdniskach vyrostly bakterie (ak-
tinomycety). Aktinomycety se vyztiavaly s\wtlym kruhem sernou tékou uprosted. Na
Cistém agaru nebyly kolonie bakterii, tak rozrog#éo na mineralnich agarech s tenkym
povlakem vzorku. Na minerdlnim agaru s testovanimrei s plnivem byl vyskyt bakterii
0 neco vysSi. Nikteré aktinomycety iy namzowly vzhled s tékou uprosted. Misky se
nelisily oproti¢istému mineralnimu agaru, tudiz zde nebyli nalezgdni degradé

AvSak vzhledem k vysledikn z plynové chromatografie, kde byl zaznamenéked (¥i-
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tomnosti degradér pomoci produkce CO mizemefici, ze degradé se vyskytovaly
v fedéni < 1G CFU/g susiny. Schopnost biodegradace i v takovétém mnoZstvi mik-

roorganisni se da povazovat za dobry vysledek.

Obr. 16: Vyskyt bakterii na mineralnim méditeobni 10% u pidy z lokality Veverské
Kninice, nenagkovany min. agar, min. agar s Ecoflexem a min. dgaoflex s plnivem

Na Obr. 17jsou zobrazenyit misky ofedsni 102 suspenzi mikroorganisirkom-
postu. Prvni miska z leva {@ésty mineralni agar, na pr@stini misce je nanesen tenky po-
vlak Ecoflexu a na misce zprava je nanesen tenkjapRd=coflexu s plnivem. Mineralni
agary se vzorky byly mitnzakalené, oprotéistému mineralnimu agaru, cozuzobilo
naneseni tenkého filmu vzorku na agar. Na vSecké&uisvyrostly bakterie. Jelikoz inku-
bace misek se suspenzi z kompostu probihal&8 °C po dobu 10 dni misky sigiou
a vyskytem mikroorganisinse vizual# liSily. Na mineralnim agaru se suspenzi mikroor-
ganismi z kompostu vyrostly termofilni sporulaty neboliosplujici bakterie. Néist €ch-
to mikroorganism se, na Petriho miskéach, vyrazneliSil. Ogit zde nebyli nalezeni zadni
degradé. Z toho vyplyva stejny zay jako u pid, Ze degradé se vyskytovaly wedni
< 1(* CFU/g susiny. Schopnost biodegradace i v takové&tem mnoZstvi mikroorganis-

mu Ize povazovat za dobry vysledek.
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Obr. 17: Porovnani vyskytu bakterii na min. agaftc® (uprosted) s EcoPl (vpravo)

se suspenzi komposteni 107

8.4 Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti

Pokus byl nasazen 16. 10. 2012 a probihal po dékin9(14 tydid). Posledni od-
bér byl proveden 24. 1. 2013. Plynnéa faze z bioradikbyla odebirana v tydennich inter-
valech plynatsnou injekni stikackou Hamilton o objemu 100l. Plynna faze byla analy-
zovana plynovou chromatografii (GC/TCD), byla shefiita produkce oxidu ukiltého
(COy). Po odidru byly lahve provzdutovany po dobu 20 minut (viz kap. 7.5.1).

Vzorce potebné k vypétu mineralizace uhliku vzhledem k produkci oxidui &k
tého jsou uvedeny v kapitole 7.5.3. Podiehto vzoré byla vypa@itdna mineralizace uhli-
ku v rizném prosedi, pro vzorky testovanych filimv nich obsazenych.8em n&ieni se
zaznamenavala teplota a tlak v mistnosti; byl opakbanalyzovan standardni plyn a ze
zdznamu jednotlivych analyz byly atigdiny plochy peak odpovidajici CQ@ standardu
i analyzovanych vzotk VSechny pdebné parametry (viZab. XIl) a vSechna pe&tbna
vypoétena data byla zaznamenana do tabulek; tabulky&tgnymi daty jsou uvedeny
v prilohach Priloha I. — Filoha XILI.).
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Tab. Xll.: Hodnoty k vypttim pro stanoveni biodegradace (zpracovani &@mych dat
viz kap. 7.5.3)

Veliciny Hodnoty
M [g.mol™] 12
R [J.K*.mol™] 8,314
Vg [ml] 580
W (coz) [-] 0,008
Vst [ul] 100
V.. [ul] 100
TC: [-] 0,6254
TG, [] 0,5367

Na Obr. 18je zaznamenéna zavislost mineralizace uhliku diska produkce oxi-
du uhlgitého nacase v gdnim prostedi i v prostedi kompostu se vzorkem fifirEcoflex.
Biodegradani test probihal po dobu 99 dni, do 40. dne prdaitza. lag faze, &hem které
dochéazelo k pozvoljSimu fistu produkce oxidu utditého. Po 40 dnech seczda biode-
gradace zvySovat. NejvysSi far byl zaznamenan u Ecoflexu bez plniva v gemitkom-
postu, kdy biodegradace dosahla &6 %. U téhoZ vzorku, ale v prostli pid byla de-
gradace nizSi. V¢ z lokality Bratice (BrEco) byla kolem 9 %, vip¢ z lokality Ivai
(IvEco) a Veverské Kninice (KnEco) dosahla bioddgre cca 5 %. Degradace materialu
Ecoflexu nebyla filiS velka, ale po 99 denni inkubaci byly na vzohciuloZzenych
v bioreaktoru jiz okem patrné zndmky &mmna povrchu filni. Proto byl povrch vybranych

vzorka dale zkouman pomoci skenovaci elektronové miknoigk(viz kap. 8.5).
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Obr. 18: Zavislost mineralizace uhliku siase — vzorky Ecoflexu v prosti pid

a kompostu

Jelikoz na Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotnihostremli bylo jiz provedeno mno-
ho experimerit na biologickou rozlozitelnost polyestea kopolyestar, bylo mozné po-
rovnat vysledky nasi studie se #Zav nékterych autoi téchto praci. Diplomova prace
Ing. HoliSové z roku 2010 [29] se zabyvala sleddnabiodegradability vzorik cistého
Ecoflexu ve fornd folii o tlou¥ce 100 um. Biodegradéni pokus probihal 76 dni
v zemédélskych midach z lokalit Ivé, Bratice a Veverské Kninice, tudiz wigéch ze
stejnych lokalit jako v naSem experimentu. V téiwads byla zaznamenana minimalni de-
gradace u vSech filinv padach. V mde z lokality Ivai byla degradace cca 2,12 %, Brat
ce 0,32 % a Veverské Kninice 0,24 %. V tétedkladané diplomové praci byla zazname-
nana biodegradace Ecoflexu &dach mnohem vysSi cca 6 %.

Podobnou problematikou se ve své diplomové pranyvzaa také Ing. Konma [39], ot
byly provedeny testy na biodegradovatelnost Ecoflexiouskou folii 100um v prostedi
zenedélskych pid z lokality Iv&i, Bratice a Veverské Kninice, ale i v predi kompostu.
Opet zde byla zaznamenana minimalni degradace, awsak jak v praci Ing. HoliSove.
Biologicka rozlozitelnost u vzotkfilmu Ecoflexu inkubovanych vimé z lokality Ivai
byla 1,64 % za 103 dni, u zéd&Iské pidy z lokality Bratice 3,05 % za 103 dni a ugy
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z lokality Veverské Kninice byla 1,79 % za 69udDéale byla zkouména biodegradace
vzorka filma Ecoflexu v prosedi kompostu, kdy dosahla cca 2 % za 69 dni. Pardum
vysledki v prostedi pid byla zaznamenana i v této praci nizSi degradameti vysled-

kam ziskanym v naSi praci. Z vysladkasi prace je patrné, Ze se biodegradace Ecoflexu
v piadnim prostedi pohybovala okolo 6 %, v préstli kompostu pak byly ziskany vysled-
ky okolo 16 % po 99 dnech.

Tyto rozdily mohou byt dany tim, Ze naSe testovdn® mély tlous’ku 40um, tedy byly
tenti o vice nez polovinu. Je znamo, Ze tkkas filmu vyrazi ovliviiuje biodegradaci
[11, 19, 38]. Také zastoupeni mikroorganismpidé mize mit velky vyznam z hlediska
biodegradace. Vysledky mikrobiologického rozborunnhdestovanych fd a kompostu
vSak ukéazaly, ve srovnani gedeslymi pracemi, Ze pet mikroorganism (CFU/g suSiny)

se nijak vyznam&nelisil.

V diplomové préaci Ing. PiSe [40] byl ¢ptestovan vzorek Ecoflexu v prosti
kompostu. Vzorek Ecoflexu byl dodan ve fargranuli, ale byl zpracovan do formy folii
o tloug’ce 100um. V tomto gipact byly navic féliové vzorky Ecoflexu vystavenyieai.
Biodegradace dosahla cca 27 % po 97 dnech a vystallk ukazaly, Ze doba deai ne-
ma vliv na naslednou rychlost biodegradace v pedstkompostu. Ve studii [19] se &@p
zabyvali biodegradaci Ecoflexu (tlatk& filmu 100 um) v prostedi kompostu po dobu
100 dni. V tomto fipact bylo sledovéano, zda specificky povrch zkoumanétaienélu
vyrazre ovliviiuje rychlost biodegradace. Vysledky ukazaly, Zerekzd=coflexu s nizSim
specifickym povrchem (kousky Ecoflexu o velikostirtn) dosahl cca 25% mineralizace
uhliku, zatimco u vzorku s vysSim specifickym poem (vzorek rozpudh v roztoku
chloroformu) bylo dosazeno cca 50 % mineralizadé&uh

V obou zmiovanych studiich byla zaznamenana biodegradacé vg&srovnani s nasimi
vysledky (cca 16 %), i kdyZ tlotKa testovaného materialu bylat$i nez u nami testova-
nych vzorki. Tyto studie tedy potvrdily, Ze také specifickywpthu ma vyznamny vliv na
biodegradaci testovaného materialu v kompoétim je specificky povrch &si, tim je

zaznamenana u vzarkyssi biologicka rozlozitelnost [29].

V prab¢hu nasich experimeftnebyl testovan pouze samotny Ecoflex, ale pozor-
nost byla také &novana Ecoflexu se Skrobovym plnivem. 8hbr. 19je zobrazena zavis-
lost mineralizace uhliku néase v fidnim prostedi i v prostedi kompostu se vzorkem

filmu Ecoflexu s plnivem. Jiz od péatku inkubace bioreaktbrse zvySovala produkce oxi-
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du uhlkitého, nedochézelo k Zadné lag fazi. Biodegradaobilpala postuph) nejvyssi
narst byl patrny u vzorku Ecoflexu s plnivem v piesti kompostu (KomEcoPl), kolem
55 %. Podobnych hodnot (cca 53 %) bylo dosazenéhozt vzorku v prosedi pid
z lokalit Ivaa a Veverské Kninice (IvEcoPIl a KnEcoPl). Ecofleplsivem v prostedi pi-

dy z oblasti Bratice (BrEcoPl) vykazoval biodegradaci 44 %.

Bylo zajimavé, Ze v prosdi kompostu i fpdy dosahovaly fiblizné stejnych hodnot mine-
ralizace uhliku, protoZeipdpokladem bylo, Ze vySSi teploty napomahaji ratabiosti,

a tudiz by hodnoty v pragtdi kompostu &y byt vySSi, vtomto experimentu tomu tak
nebylo. Po odérech vzork béhem experimentu do ependorfek pitippdné dalSi testova-
ni, bylo jiz okem patrné, Ze povrch vzérkoyl naruSen. U vzokk testovanych
v padé nebyly zngny tak viditelné jako u vzofktestovanych v kompostu, kde byly filmy
témet uplre rozloZzeny. Tyto vysledky nasledipotvrdila i skenovaci elektronova mikro-

skopie (viz 8.5).
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Obr. 19: Zavislost mineralizace uhliku tiase — vzorky Ecoflexu se Skrobovym plnivem

v prostedi pid a kompostu
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Na Obr. 20 jsou porovnany vysledky ziskané pro vzorky Ecaflex Ecoflexu
s plnivem. JiZ na prvni pohled jéegmé, Ze Ecoflex s plnivem je mnohém lépe degradova
telny, jakcisty Ecoflex, vice jak o 40 %. Z toho vyplyva, Zekroorganismy pravépo-
dobrg nejprve zaaly spotebovavat Skrobové plnivo a poté palowaly a zpracovavaly
Ecoflex, a tim se stale zvySovala produkce oxidikiiého. Z vysled vyplyva, Ze plnivo
(obsah Skrobu 19,15 %) pouzito v tomto testu vyaawiiviiuje biologickou rozloZitel-

nost, tim se potvrdil i na&edpoklad.
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Obr. 20: Porovnéani biodegradace vzarkcoflexu a Ecoflexu se Skrobovym plnivem

8.5 Sledovani povrchovych znsn u vzorka Ecoflexu a Ecoflexu s plni-

vem pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)

Vzorky testovanych materiauréenych pro elektronovou mikroskopii byly odebra-
ny z prostedi pidy z lokality Iva&. Vzorky Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem byly odebyan
v nulty den, 28. den (13. 11. 2012) a 78. den (2013) a byly uchovany v chladu.

Na ,teriky” byly naneseny kousky vzoilkfilmtu a nasledé musely byt pipraveny

pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Vzorky bplgkovovany.

Na Obr. 21je zobrazen povrch vzorku Ecoflexu v nulty den. pdavrchu nejsou
zadné znamky degradace, protoZegjetitbyl vystaven biodegragt@im podminkam. Po-
vrch je hladky bez poSkozeni. Obrazek z leva j@San 1 000x, obrazek zprava jet8en
5 000x.
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Obr. 21: Snimek povrchu félie Ecoflexu odebranémbktoru (pida z lokality Ivé)
v 0. den; z&tSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)

Na Obr. 22jsou zobrazeny povrchové 2ny filmu Ecoflex po jeho 28 denni inku-
baci v pidé z lokality Ivai. Na povrchu filmu uz je viditelna zfna, na povrchu vzotk
zataly vznikat praskliny. N&br. 22 (vlevo, z¥tSeni 1 000x) jsou patrné trhliny, které je
mozno pozorovat v detailuipsétSim zwtSenim Qbr. 22vpravo, z¢tSeni 5 000x).
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Obr. 22: Snimek povrchu folie Ecoflexu odebranémhbktoru (pida z lokality Ivé)
v 28. den; zztSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)
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Na Obr. 23je zobrazen povrch filmu v 78. den jeho biodegéadteo pokusu. Na
tomto filmu jsou viditelné mnohemgt8i znamky zrmn na povrchu, nez ur@deSIého fil-
mu. Vzorky filmi byly vice poSkozeny. Z toho vyplyva, Ze i po vilni&trance na filmech
dochazi kast&né biodegradaci. Snimky byly &pzwtSeny 1 000x (vlevo) a 5 000x
(vpravo).Cim je testovany film vystaven biodegradabm podminkam déle, tim jsou na

filmu zmeény zjevrgjsi.
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Obr. 23: Snimek povrchu folie Ecoflexu odebranéehktoru (pida z lokality Iva)
v 78. den; zztSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)
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Na Obr. 24je zobrazen povrch filmu Ecoflexu se Skrobovymy#m. Na filmech
je patrné, Ze nejsou jéshijak poSkozeny, protoZze zde nedochézelo k mikdogickému

napadeni. Povrch je mifzdrsrén, coz zfisobuje tejmé obsah zrn Skrobu.

e N . - - r \ - [ e

SEM MAG: 1.00 kx  Det: SE Detector . VEGAWTESCAN [SEM MAG:5.00 kx  Det: SE Detector Lov v vty ] VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 KV PC: 8 50 um [ [SEM HV: 5.00 kv PC: 11 /
WD: 17.6160 mm Date(midAy): 03/29/13 Digital Microscopy Imaging n D: 16.9700 mm Date(midsy): 03/29/13

Digital Microscopy Imagmgu

Obr. 24: Snimek povrchu félie Ecoflexu se Skrobopljmivem odebrany z bioreaktoru
(pizda z lokality Ivé) v 0. den; z&tSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)
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Na Obr. 25 je zobrazen povrch filmu Ecoflexu s plnivem odelyraz pidy
v 28. den z fidy z lokality Iv&. Na snimku jsou zaznamenanyé&y na povrchu filmu.
Pri zvétSeni 1 000x neni jeStzcela patrné, Ze doSlo kjakému mikrobialnimu napadeni
a biodegradaci. Pokud byl ale tentyZz snime#&an 5 000x, jsou jiZ na povrchu filmu jas-

né patrné zmny (trhliny), které vypovidaji ¢ast&né biodegradaci vzorku.

e o o 7y i y /
00 kx E Detector Det: SE Detector VEGAW TESCAN
[SEM HV: 5.00 kv PC: 8 1 PC: 11 10p ;
D: 17.5500 mm Date(m/dfy): 03/29/113 Digital Microscopy Imaglngn WD: 17.4920 mm Date(m/dfy): 03/29/13

Digital Micrescopy Imaging u

Obr. 25: Snimek povrchu folie Ecoflexu s plniverebodny z bioreaktoru ¢aa z lokality
Iv&i) v 28. den; z&tSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)

Na Obr. 26 je snimek povrchu filmu Ecoflexu s plnivem po d&nni inkubaci H

zvétSeni 1 000x. Na povrchu filmu je mozno pozorovhliniu, ktera se vice rozdla nez

u filmu odebraného z 28. dneti RvétSeni 5 000x je mozné pozorovat daleko viditgn
zmeny. Trhlina je viditeld hlubSi a roz$uje se do stran. Na tomto povrchu je tedy zjevné,
Ze mikroorganismy rozkladaji film Ecoflexu s plnmekdy po jejich napadeni vznikaji ve
filmu ,poéry*, které jsou vice znatelné nez &my u filmu bez plniva. | tady jefejmé, ze
¢im déle jsou filmy vystavenytginim podminkam, tim jsou zZmy na povrchu mnohem
viditelngjSi. Fredpokladem bylo, Ze mikroorganismy budou nejprvaepvavat skrob, na
povrchu budou vznikat pory (tim se filmy stanaelki), a poté zénou mikroorganismy

zpracovavat i samotny Ecoflex. Tenti@@poklad se tedy potvrdil.
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-
oy o - 3 o d =
e & e = 4
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE Detector VEGAW TESCAN SEM MAG: 5.00 kx Det: SE Detector VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 kV PC: 8 50 um SEM HV: 5.00 kV PC: 12

WD: 17.5020 mm Date(m/d/y): 03/29/13 WD: 17.5020 mm

-
Digital Microscopy lmagiﬂgn

)
Digital Microscopy Imaging n Date(m/dfy): 03/29/13

Obr. 26: Snimek povrchu folie Ecoflexu se Skrobopljmivem odebrany z bioreaktoru
(piida z lokality Ivé) v 78. den; zitSeni 1 000x (vlevo) a 5 000x (vpravo)

Z vysledki skenovaci elektronové mikroskopie jeejme, Ze Bhem inkubace tes-
tovanych materidl (Ecoflexu a Ecoflexu se Skrobovym plnivem) v pfedt pidy se roz-
loZitelnost filmi zvySovala. Na povrchu Zaly vznikat prasklinky, poté i trhliny, které se
rozSkovaly, coZz zafi¢inovala gitomnost mikroorganistn Nejvice patrné zsmy jsou
viditelné na povrchu vzorku Ecoflexu se Skrobovymiyiem v 78. dnu biodegradaiho
pokusu (vizObr. 26 zwtSeni 5 000x). Byly zaznamenany i &my na povrchu vzorku
Ecoflexu, nicméa pii porovnani &chto vysledk Ize jas® konstatovat, Ze Ecoflex s plni-
vem je biodegradovan daleko vice.

8.6 Sledovani vizualnich znén na povrchu filmia po odebrani testova-

nych vzorka z padnich reaktori a z reaktoni s kompostem

Vzorky Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem byly uloZeny didnich reaktak a do reak-
tord s kompostem (viz kap. 7.0br. 14. T¢liska ve tvaru oboustrannych lopatek,
o tlou§’ce 40, 70 a 5@m (Obr. 13 byly odebirany v 0., 20., 50. a 70. den. Jelikdksr
vzorki v 70. den bude probihat az po odevzdani diplommége, budou mechanické

vlastnosti stanoveny a déle popséany v jiné praci.
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Téliska Ecoflexu i Ecoflexu se Skrobovym plnivem hodené v nulty den nevyka-
zovaly na povrchu filmu zadné 2my, jelikoZz zde neprobihala Zadnéa biodegradace
(viz Obr. 27.

Zadné zminy nebyly zaznamenany ani na povrchu filcoflexu, jez byly ode-
brany ve 20. den zignich reaktar nebo reaktar s kompostem. U filin Ecoflexu se
Skrobovym plnivem, které byly podrobeny kompostérac pidnim podminkdm byly jiz
20. den zaznamenany barevné&mgnna povrchu filn. Vytvorily se s¥tle Zluté skvrnky,
filmy se staly kehtimi, nicmérg okem nebyly je$tpozorovany na filmu zadné prasklinky
(viz Obr. 27).

Po odebrani vzotkEcoflexu bez plniva z pragidi zenddélskych pid Ivan, Brati-
ce a Veverskeé Kninice nebyly ani v 50. dnu testopézorovany zadné zmy na povrchu
filmu (drzely swij tvar, barva #stala transparentni). Wlisek Ecoflexu bez plniva, které
byly vystaveny kompostovacim podminkam (@br. 27), byly zaznamenany mirné 2m
ny na povrchu filmu. Na filmu se vytyity barevné zminy (Zluté skvrny tér po celém
povrchu filmu), avSak i nadaléigtal pevny. Odéry télisek prokhly v 50. den i u Ecofle-
Xxu se Skrobovym plnivem z prosti zengdélskych md. Byly zde zaznamenany velké
zmeény na povrchu filnd. Téliska se Bhem odlru rozpadala (neudrzela tgvtvar).

Z reaktoru byly jiz vyjimany jen kouskglisek; staly se mnohemrdhtimi ve srovnani
s &lisky odebranymi 20. den. Na povrchiligek byly viditelné trhlinky. Po 50 dnech se
zmenila i barva vzork, jiz nengly lehce nazloutlou barvu, ale Zlutodaou barvu. U dli-
sek Ecoflexu s plnivem inkubovanych v ptesti kompostu byl povrch taktéz zma& po-
Skozen, transparentni folie se staly ridpedné (tmaw Zluto-hredé). V tomto pipads byly
zmeény daleko vice patrné nez u stejnyélisek inkubovanych vignim prostedi. Tliska
se staly velmi kehkymi a na povrchu bylo mozno pozorov&tsv trhliny (praskliny),
(viz Obr. 27.
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Obr. 27: Teliska Ecoflexu (vlevo) a Ecoflexu se Skrobovymvpi (vpravo) vyjmuty
v 0. den (hornidisko), 20. den (progeédni tlisko), 50. den (spodndlisko)
z reaktor; s kompostem

Na Obr. 27 jsou zobrazenailiska vzorki Ecoflexu (vlevo) a Ecoflexu se Skrobo-
vym plnivem (vpravo). Horniétiska u obou obrazkjsou odebrany v 0. den, pretini ve
20. den a spodni 50. den. Na levém obrazku Iz&t,vitk na povrchu neprébly zadné
vyrazné zmny na povrchudisek. Mirna zmina barvy byla zaznamenana na spodnim le-
vém obrazkudiska u Ecoflexu bez plniva. Na filmech Ecoflexplsivem ve spodn¢asti
obrazku vpravo je uz patrné, Ze jiz ve 20. dnu ihralla biodegradace na povrchu film
Zmeény nebyly je&t tak patrné, jak je tomu u 50. dne. Filmy byleksi, neudrzely sfyj
tvar a zndnily svou barvu na Zluto-tedou.
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ZAVER
Predkladana diplomova prace se zabyva porovnaninmegradability vzork filmu

Ecoflexu a Ecoflexu se Skrobovym plnivem v predf kompostu a zetdélskych pid

z lokalit Iv&i, Bratiice a Veverské Kninice.

Mikrobiologickym rozborem bylo zjigho, Ze v kompostu i viglach je dostatey
pocet mikroorganism, a tudiz by zde mohly byt testované vzorky biobtgirozkladany.
Tento gedpoklad se potvrdil, coz dokumentuji vysledky ynplvé chromatografie a ske-

novaci elektronové mikroskopie.

Na paatku tetovovani, byla snaha pokusu o zachyt degraddestu na tenkém
poviaku Ecoflexu a Ecoflexu s plnivem na mineralréigaru. Bylo zji&no, Ze u fid
i kompostu se degratiévyskytuji viedsni < 1 CFU/g susiny. Schopnost biodegradace

i v takovém malém mnozstvi mikroorganisfe dobrym vysledkem.

Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti bylo provedepomoci GC/TCD, kdy byla
zaznamenavana produkce oxidu tikdho a nasledn sledovana zavislost mineralizace
uhliku nacase. Z vysledk vyplyva, ze filmy Ecoflexu dosahovaly mirné biodadace
v prostedi pid, cca 6 %; v progtdi kompostu byla zaznamenana biodegradace vysSi
cca 16 %. U filni Ecoflexu se Skrobovym plnivem byla biodegradacespatré vyrazrej-

Si. V pidé z lokality Bratice dosahla biodegradace cca 45 %jdéme lokalit Ivar a Ve-

verské Kninice dosahla cca 53 %, v pfedt kompostu pak cca 55 %.

Mechanické vlastnosti testovanych filrse sniZily Bhem tesi, coz bylo viditelné
jiz béhem odebirani vzotkz pidnich reaktar v pribéhu experimentu. Pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie byly tyto zZmy na povrchu filnd potvrzeny. Na povrchu filmu
Ecoflexu s plnivem byly zaznamenany vyr&gan zimeny, trhliny a mnohem vyssi znamky
poSkozeni filmu. | zde bylo potvrzeno, Ze vySSibpktadu bylo dosazeno u vzorku film
Ecoflexu s plnivem, oprottisttmu Ecoflexu. Mechanické vlastnosti (tahova Zkai)

u testovanych vzortk Ecoflexu i Ecoflexu s plnivem, budou stanovenyleds, jelikoz

vzorky budou odebirany j&Spo datu odevzdani diplomové prace.

Na zavr lze fici, Ze Ecoflex se Skrobovym plnivem je ve srovn&mistym

Ecoflexem mnohem Iépe biologicky rozloZzitelny, jabrostedi kompostu, tak v prasdi
pudy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ASTM
Br

BSK
Cox
CEN
CFU
CH,
CHSK
CO;
DIN
DOC
Eco
EcoPI
GC
GC/FID
GC-MS
GC/TCD
GD
GPC
H.0
ICCF

ISO

JIS

Kn

American Society for Testing and Materials
Bratice

Biochemicka spétba kysliku

Obsah oxidovatelného uhlikdgly v procentech
European Committee for Standardization
Colony-forming unit; kolonii formujici jednaek
Methan

Chemicka spt¢ba kysliku

Oxid uhlgity

Deutsches Institutif Normung e. V.
Rozpudny organicky uhlik

Ecoflex

Ecoflex s plnivem

Plynova chromatografie

Plynovy chromatografie s plamerdenizacni detekci
Plynova chromatografie s hmotna@sspektrometrickym detektorem

Plynova chromatografie s teplétrodivostni detekci

Glycerol — dusinanovy agar
Gelova permeai chromatografie

Voda

International Correspondence Chess Federation

International Organisation Standardization
Ivan
Japanes Industrial Standards

Veverské Kninice
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Kom
LDPE

mol%

O,
OECD
POH
PBT
PCL
PE
PES
PET
PHAs
PHB
PLA
PP
SEM
SML
TCD

TfH

Kompost

Low-density polyethylen (nizkohustotni polygen)
Molarni procentaé(selre predstavuji pdet moli slozky ve 100 molech
SMEsi)

Kyslik

Organization for Economic Co-operation angédapment
Obsah dni organické hmoty v procentech
Poly(buthylentereftalat)

Polykaprolaktonova kyselina

Polyethylen

Polyester

Poly(ethylentereftalat)

Polyp-hydroxyalkanoéty

Polyhydroxybutyrat
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Priloha I.: Stanoveni oxidu uldltého (CQ) — slepy pokus uigaly z lokality Ivé

pawm | "GO TR dral | pa |9 R s | e | mal | e
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 59,9549 1,43B81 2,0953
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 94,6889 2,2771 43724
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 43,6029 1,5529 5,92%3
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 40,89 0,97b2 6,9005
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,80p 41.,94p 0,8600 7,7604
28.11.2012 43 300,15 99,3 0 0 580 100 109,521 53,7277 1,0869 8,84%3
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 40,1068 0,8410 9,6883
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,74p 41,1434 0,8727 10,5611
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 40,031 0,83[18 11,398

3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 60,6497 1,5154 12,9082
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 31,3444 0,7991 13,70/73
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 34,3516 0,7244 14,4317
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3451 36,5355 0,7754 15,2071




Priloha Il.: Stanoveni degradace vzorku Ecoflexuidypz lokality Ivé

Datum Inkubace | Teplota | Tlak TC me[m] Viead | Vnastik Sst S, Denni C | Kumulat. C | Substr. C | Degradace
(dny) [K] [kPa] | [%] [ml] [nl] [nV.s] [nV.9] [mg] [mg] [mg] [%]
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 74,1555 1,775 2,5916 6,496 0,7865
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,49¢ 124,006  2,9821 55737 2013, 1,9038
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 51,309 1,82[73 7,4010 7584| 12,3387
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 48,0999 1,1472 8,5482 6477, 2,6112
20.11.2012f 35 300,15 100,9 100 109,80 51,7741  1,0616 9,6097 ,8493 2,9306
28.11.2012f 43 300,15 99,3 6254 | 1009 580 100 109,52 61,5179 1,2445 10,8542 ,0062 3,1804
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 55,1883 1,15[73 12,0115 3232, 3,6815
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,74 48,6652 1,0323 13,04382,4827 3,9344
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 48,1814  1,0011 14,0449 6522, 4,2028
3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 71,7048 1,7916 15,8365 ,9283 4,6405
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 36,3015  0,9255 16,7620 ,0543 4,8408
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 41,9282  0,8842 17,6462 2143, 5,0940
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100/ 106,3451 45,07642 0,9566 18,602 3,3957 5,3812




Priloha lll.: Stanoveni degradace vzorku Ecoflexdnsvem v pde z lokality Ivai

Datum Inkubace | Teplota | Tlak TC me[m] Viead | Vnastik Sst S, Denni C | Kumulat. C | Substr. C | Degradace
(dny) [K] [kPa] | [%] [ml] [nl] [nV.s] [nV.9] [mg] [mg] [mg] [%]
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 136,7437  3,2685 4,779 2,683 4,9805
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,49¢ 296,3342  7,1263 11,90537,5329 13,9797
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 152,1892 5,4201 17,325311,4001 | 21,1564
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 137,069  3,2690 20,5944 3,6939 25,4133
20.11.2012f 35 300,15 100,9 100 109,80  158,4054  3,2479 23,842316,0818 | 29,8449
28.11.2012f 43 300,15 99,3 100 109,52F 188,0589 3,8043 27,646518,7992 | 34,8879
53,67 | 100,4 580
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 144,3218 3,0264 30,6729 0,9826 38,9435
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,742 123,7816  2,6256 33,29882,7375 | 42,1966
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,554 116,416  2,41)89 35,7175 4,3226 45,1420
3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 151,4956  3,7852 39,502726,5945 | 49,3544
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 63,1029 1,6087 41,1114 7,4021 50,8570
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 68,6312 1,4473 42,5587 ,1228 52,1985
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100, 106,3451 63,6975 1,3518 43,910328,7034 | 53,2682




Priloha IV.: Stanoveni oxidu ubitého (CQ) — slepy pokus wigly z lokality Bratice

patum | "GO TR ey | TCEO | metmal | e | Ve S s e | gl
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 27,801 0,6645 0,9716
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 41,5931 1,0002 1,9718
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 17,0984 0,6089 2,58()8
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 15,67y 0,3739 2,9547
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,80p 15,6929 0,3218 3,2764
28.11.2012 43 300,15 99,3 0 0 580 100 109,527 17,5931 0,3559 3,6323
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 19,114 0,4008 40331
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,74p 15,1713 0,3218 4 3549
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 14,8621 0,3088 4,6638
3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 23,4396 0,5857 5,2494
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 0 5,2494
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 0 5,249/
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3451 0 5,2494




Priloha V.: Stanoveni degradace vzorku Ecoflexu alitykBratcice

owm | 5" T 5 (e | G | | ol | |
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

23.10.2017 [ 299,15 101 100 94,597 40,7754 0,9746 1,425 0,4534 0,7228
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 56,3353 1,3548 2,7798 8070, 1,2880
6.11.2012 21 197,15/ 100,2 100 95,574 21,5543 0,7676 3,5474 96686, 1,5410
13.11.2017 28 299,15 1014 100 95,183 20,6015 0,4913 4,0387 0841, 1,7282
20.11.2012 35 300,15/ 100,9 100 109,80 22,3928 0,4591 4,4979 2214 1,9472
28.11.2012 43 300,15 99,3 62.54 100.3 580 100 109,52y  105,0842  2,1258 6,6236 ,9913 4,7687
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 30,2212 0,6337 7,2574  243,2| 5,1400
13.12.2017 57 298,15| 100,8 100 106,74 27,1178 0,5752 7,8326 ,4778 5,5440
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 29,078 0,6042 8,4368 38,77 16,0149
3.1.2013 78 296,15 1014 100 91,775 39,8702 0,9962 9,4330 1838, 6,6694
10.1.2013 85 296,15/ 100,8 100 89,413 22,0336 0,5617 9,9947 7458, 7,5649
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 26,181 0,55p1 10,5468 978,2| 8,4451
24.1.2013 99 296,15 99,8 100 106,34%1  26,85Q7 0,598 11,11665,8672 9,3535




Priloha VI.: Stanoveni degradace Ecoflexu s plnivagmidy z lokality Bratice

own | 5" T 5 | e | Y | o | o | T |
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

23.10.2012 ] 299,15 101 100 94,597 108,3889  2,5908 3,788 4,816 5,2319
30.10.2012 14 298,15| 100,1 100 93,499 227,25p8  5,4651 9,2581 ,2813 13,5262
6.11.2012 21 197,15/ 100,2 100 95,574 115,0249  4,0965 13,349610,7688 | 20,0049
13.11.2017 28 299,15 1014 100 95,183 96,1859  2,2940 15,6436 2,6889 | 23,5718
20.11.2012 35 300,15/ 100,9 100 109,802 98,0669  2,0107 17,654314,3779 | 26,7093
28.11.2012 43 300,15 99,3 5367 100.3 580 100 109,527  105,0842  2,1258 19,780116,1478 | 29,9971
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 83,3352  1,74[75 21,52[7/6 ,494% 32,4988
13.12.2017 S/ 298,15 100,8 100 106,742 69,9402  1,4836 23,011218,6562 | 34,6570
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 67,178 1,3969 24,4070 7438, | 36,6764
3.1.2013 78 296,15/ 1014 100 91,775 85,7164  2,1417 26,5487 1,2993 39,5669
10.1.2013 85 296,15| 100,8 100 89,413 38,2146  0,9742 27,5229 2,2735 41,3768
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 41,351 0,87p0 28,39p0 1428, | 42,9967
24.1.2013 99 296,15 99,8 100f 106,3451 38,7401  0,8222 29,21723,9678 | 44,5241




Priloha VII.: Stanoveni oxidu ulditého (CQ) — slepy pokus widly z lokality Veverské Kninice

patum | "GO TR ey | OO | metmal | e | Ve Sl N | | gl
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 36,94 0,8830 1,29
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 55,3966 1,33Pp2 2,6282
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 20,9226 0,7451 3,36%3
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 19,724 0,47p4 3,832“7
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,80p 19,202 0,3937 4 2324
28.11.2012 43 300,15 99,3 0 0 580 100 109,527 23,6908 0,4792 47117
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 23,2279 0,4871 5,19%}8
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,74p 20,2382 0,4293 5,62&1
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 30,5437 0,6347 6,2627
3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 20,7355 0,5181 6,78()8
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 17,4198 0,4441 7,2249
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 19,8406 0,4184 7,64383
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3451 21,6565 0,4596 8,10“29




Priloha VIII.: Stanoveni biodegradace vzorku Ecoflexidé z lokality Veverské Kninice

owm | T8 | wen e mima | | | o | | |

16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 i 299,15 101 100 94,597 54,153 1,2944 1,8926 0,6016 0,9572
30.10.2012 14 298,15/ 100,1 100 93,499 73,7418 1,7735 3,6661 0429, 1,6593
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 23,921 0,85[19 45180 497,1| 1,8292
13.11.2012 28 299,15 1014 100 95,183 21,3293  0,5087 5,0267 1880, 1,8901
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,802 23,1622  0,4749 5,5016 ,2692 2,0193
28.11.2012 43 300,15 99,3 62 54 100.5 580 100 109,527 27,9611  0,5656 6,0673 3558, 2,1567
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 28,6507  0,6008 6,6680 69B,4| 2,3377
13.12.2012 S/ 298,15 100,8 100 106,742 27,2162  0,5773 7,24%4 6173 2,5732
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 30,4737  0,6332 7,8786 158,6/ 2,5708

3.1.2013 78 296,15 1014 100 91,775 30,5437  0,7632 8,6417 86089, 2,9607
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 31,5682  0,8047 9,4464 2213, 3,5345
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 40,9673  0,8639 10,3104 6672, 4,2433
24.1.2013 99 296,15 99,8 100 106,3451 43,826  0,9301 11,2405 3,13[76 4,9919




Priloha IX.: Stanoveni degradace vzorku Ecoflexing/pin v gdé z lokality Veverské Kninice

own |t T weh e mea | i | o | o | T |
16.10.2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 [ 299,15 101 100 94,597 143,23Y5  3,4287 5,0039 49,71 16,9010
30.10.20120 14 298,15 100,1 100 93,499 312,2985  7,5102 12,51619,8929 18,3777
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 153,7111 5,4743 17,990414,6220 | 27,1629
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 134,30p7  3,2030 21,193417,3547 | 32,2392
20.11.2012 35 300,15| 100,9 100 109,802  139,9973  2,8705 24,063919,8314 | 36,8402
28.11.2012) 43 300,15 99,3 5367 100.3 580 100 109,527  148,15014  2,9970 27,06092,3492 | 41,5173
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 106,4586 2,2324 29,2932 4,0925 | 44,7595
13.12.2017 57 298,15| 100,8 100 106,742 83,6107  1,7735 31,06685,4387 | 47,2567
20.12.2012) 64 297,15 101 100 109,551 73,3701 1,5245 32,5913 ,3286 48,9097
3.1.2013 78 296,15, 101,44 100 91,775 52,2643  1,3059 33,8973 7,1185 | 50,3733
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 41,5766 1,0600 34,9572 7,7323 51,5173
17.1.2013 g2 296,15 100 100 107,236 45,6905  0,9635 35,9207 ,2728 52,5300
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3431 43,9577  0,9329 36,853&28,7507 | 53,4092




Priloha X.: Stanoveni oxidu uhbiiého (CQ) — slepy pokus v progdi kompostu

awm | MO TR | ey | T |melmal | e | el B e | g | e
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 7 299,15 101 100 94,597 245,049 5,8573 8,564
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 423,454 10,1834 18,7415
6.11.2012 21 197,15 100,2 100 95,574 170,9977 6,0899 24,8314
13.11.2012 28 299,15 101,4 100 95,183 162,2267 3,8690 28,70“54
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,802 183,888 3,7704 32,47&8
28.11.2012 43 300,15 99,3 0 0 580 100 109,527 2149649 4,3486 36,8253
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 172,367 3,6145 40,4398
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,742 150,6413 3,1954 43,63H2
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 145,151 3,0161 46,6513

3.1.2013 78 296,15 101,4 100 91,775 202,6487 5,0633 51,7146
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 94,5935 2,4116 54,1262
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 109,412 2,3073 56,4335
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3451 108,1052 2,2942 58,72




Priloha XI.: Stanoveni biodegradace vzorku Ecoflepuost-edi kompostu

Datum Inkubace | Teplota| Tlak TC Mme V head V nastik St S, Denni C | Kumulat. C | Substr. C | Degradace
(dny) [K] [kPa] | [%] [mg] [ml] [nl] [nV.s] | [mV.s] | [mg] [mg] [mg] [%]
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 i 299,15 101 100 94,597  269,043%,4308 9,4027 0,8386| 1,3369
30.10.2012 14 298,15 100,1 100 93,499 450,28480,8285 20,2312 1,4837| 2,3654
6.11.2012 21 197,15/ 100,2 100 95,574 178,8116,3682 26,5994 1,7620[ 2,8090
13.11.2012 28 299,15 1014 100 95,183 175,56123,1870 30,7864 2,0800| 3,3160
20.11.2012 35 300,15 100,9 100 109,802 207,2882,2502 35,0366 2,5598| 14,0809
28.11.2012 43 300,15 99,3 6254 | 100.3 580 100 109,527 255,0655,1598 40,1964 3,3710| 5,3741
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 211,4264,4335 44,6299 4,1901| 6,6798
13.12.2012 57 298,15 100,8 100 106,742 192,4708,0827 48,7126 5,0774| 8,0943
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551 182,6%58,7953 52,5079 5,8566| 19,3365
3.1.2013 78 296,15 1014 100 91,77% 260,8068,5164 59,0243 7,3097| 11,6531
10.1.2013 85 296,15 100,8 100 89,413 128,0763,2652 62,2895 8,1633| 13,0139
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 153,1148,2289 65,5184 9,0849| 14,4831
24.1.2013 99 296, 15 99,8 100 106,3451 149,01133,1623 68,6807 9,9530| 15,8670




Priloha XII.: Stanoveni biodegradace vzorku Ecoflexnivem v prosedi kompostu

ow || 0 o e |G | o | o | |
16.10.2012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23.10.2012 [ 299,15 101 100 94,597  453,4307 10,8381 15,8467 2828, 13,5286
30.10.2012 14 298,15 | 100,1 100 93,499 755,263 18,1627 34,009415,2619 | 28,3515
6.11.2012 21 197,15 | 100,2 100 95,574  255,7417  9,1080 43,117318,2800 | 33,9581
13.11.2012 28 299,15| 101,4 100 95,183 220,78b1  5,2656 48,383019,6766 | 36,5525
20.11.2012 35 300,15 | 100,9 100 109,802  246,0179  5,0443 53,42720,9505 | 38,9189
28.11.2012 43 300,15 | 99,3 53,67 100.3 580 100 109,52y 286,737  5,8005 59,2277 2,4023 | 41,6161
6.12.2012 50 297,15 100 100 107,479 226,666  4,7530 63,9807 3,54Q9 | 43,7311
13.12.2012 57 298,15 | 100,8 100 106,742  201,5952  4,2762 68,25624,6217 | 45,7389
20.12.2012 64 297,15 101 100 109,551  191,8798  3,9870 72,2439 5,5926 47,5425
3.1.2013 78 296,15 | 101,4 100 91,779 262,5519  6,5600 78,804@®7,0893 | 50,3229
10.1.2013 85 296,15 | 100,8 100 89,413 127,6433  3,2541 82,058127,9319 | 51,8881
17.1.2013 92 296,15 100 100 107,236 153,1089  3,2288 85,2869 8,8534 53,5999
24.1.2013 99 296,15 99,8 100 106,34%1 150,4773  3,1925 88,479 29,7517 | 55,2686




