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ABSTRAKT

V diplomové praci byla sledovana biodegradace alifatickoaromatrického kopolyes-
teru v pud¢. Byly pouzity rizné zemede€lské a lesni piidy. Vzorek byl v nékolika forméach —
prasek, povlak na perlitu, foélie 100 a 300 um. Biodegradace byla hodnocena metodou ply-
nové chromatografie, métenim produkce vzniklého CO,. Asi po 3 meésicich byl pokus

ukoncen s vysledkem, ze vzorek kopolyesteru biodegradaci nepodlehl.

Dale byl proveden pokus o izolaci mikroorganismti metodou zon. Experiment byl
proveden se vzorky riznych druht pid, kompostu a kalu. Na zaklad¢ vzniku svétlejSich

zon na kultivanich miskach byla vyizolovana kultura, ktera je schopna narusit polymer.

Klicova slova: biodegradace, ptuda, kopolyester, Ecoflex, plynova chromatografie

ABSTRACT

In this graduation thesis was monitored a biodegradation of aliphatic-aromatic co-
polyester in soil. Different kinds of agricultural and forest soil were used. The sample was
in several forms — powder, coating on perlite,100 and 300 um film. The biodegradation
was evaluated by the method of gas chromotography, through measuring production of
incurred CO,. After approximately 3 months the test was terminated with a result that the

sample of copolyester didn’t come under biodegradation.

Further was executed a test of isolation of microorganisms by the zone method. The
experiment was executed with samples of different kinds of soil, compost and mud. Based
on the emergence of lighter zones on cultural bowls was izolated a culture capable of dislo-

cating the polymer.

Keywords: biodegradation, soil, copolyester, Ecoflex, gas chromatohraphy.
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UvVOD

Lidé uz od nepaméti potiebuji ke svému zivotu stale dokonalejs$i materidly. Kémen
byl nahrazen kovem a kov plastem. S rozvojem spolecnosti a zarovein vyvojem materialti
se zvySovaly lidské naroky na jejich vlastnosti. V ptfirodnich materidlech neni slouc¢eno

takové mnozstvi riznorodych vlastnosti jako v materialech vyrobenych ¢lovékem.

Nerostné suroviny a pfirodni materidly ¢asem zoxiduji a podlehnou degradaci. Pro-
to se Clovek snazi vytvorit idealni material, ktery by vyzral nad pfirodou. A vyvinul a stale

zdokonaloval plast. V ném se snazil nahromadit veskeré pozadované vlastnosti.

Stale se zvysujici zivotni uroven vede k narGstajici vyrobé plastovych materiali.
Clovéku se podaiilo zkombinovat tak dokonalé vlastnosti, Ze jsou plasty v piirodé praktic-
ky nerozlozitelné. Ze zacatku to cCloveék povazoval za vyhru, ale postupem casu
s pribyvajicim mnozstvim plastovych odpadi zjistil, Ze to co se dfive jevilo vyluéné jako
pozitivum ma i negativni stranky. V dneSni dob¢ je svét zaplaven plastovym odpadem.

Skladky pretékaji odpadem, ktery zde bude po staleti.

V soucasném hektickém svété se Clovék dobrovolné obklopuje plastem ze vSech
stran. Takovy plast se d4 pouzit v kazdém primyslovém odvétvi. Co zacalo u silonového
vldkna v odévnim primyslu, pokracovalo pfes obalové materialy v potravinaistvi, vyrobu

hracek, automobilovy primysl az k vyrob¢ stavebniho materialu.

Ptese vSechno se v dnesni dobé Clovek bez plastii nedokaze obejit. Stale vice vyuzi-
va jejich vlastnosti jako je vod€odolnost, pruznost, odolnost vii¢i oxidaci, pevnost, dlouha

zivotnost, izola¢ni schopnost, tvarnost a mnoho dalSich.

Clovek si stale vice uvédomuje, ze nemiiZe plasty jen vyrabét, ale musi je také od-
straiiovat. Nelze do nekonec¢na ukladat polymery na skladky ani je spalovat s ohledem na
zivotni prostiedi. V prvni fazi se pfistoupilo k recyklaci, kterou se sice nevyteSila uplna
likvidace, ale dosahlo se opakovaného vyuziti a tim vznikla snaha snizit vyrobu. Ve druhé
tazi se zacaly vyvijet polymery, které jsou po splnéni své funkce biologicky rozlozitelné.
Tyto plasty jsou v dneSni dob¢ na trhu bézn¢ dostupné, ale stale se zkouma jejich biodegra-

dabilita.

Na toto téma je zamétfena moje diplomova prace. Posoudit biodegradabilitu kopoly-

esteru v prostfedi ptidy za mirnych podminek.
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1 PUDA

Pida je jednim z nejvyznamnéjSich ptirodnich zdroji. Je to nejsvrchnéjsi vrstva zem-
ské ktiry sloZzena z mineralnich ¢astic, zivych organismu, odumftelych zbytkl, organickych
latek, vody a vzduchu. Pidni organismy jsou zatim znacné nedocenénou slozkou pudy,
pritom velké mnozstvi vlastnosti pudy zavisi pravé na nich (Grodnost, schopnost zadrzovat
vodu atd.). Pida ma také diilezitou schopnost samoregulace, kterou jinak ovladaji pouze
zivé organismy. Pokud je do plidy néjak zasazeno, sama se za ¢as vrati do ptivodniho sta-

vu, pokud se neptekroc¢i urcité meze.

V soucasné dobé dochazi ke zna¢né degradaci pidy. Pida ma mensi obsah humusu,
proto rychleji vysychd a neudrzi vodu ani ziviny. V takto zasazené pid¢ nemtzou vznikat
nebo se rozvijet ptdni spolecenstva mikroorganismu. Pii nedostatecné péci se ptida mtize

stat vyCerpatelnym neobnovitelnym zdrojem. Jeji obnoveni by mohlo trvat az tisice let. [1]

1.1 Mikroorganismy v pidé

Zivotaschopnost mikroorganismii zavisi na vnéj$im prostiedi. To mohou svou ¢&in-
nosti zna¢né modifikovat. V Cistych kulturdch se v pfirodé mikroorganismy nevyskytuji,
vytvaieji mikrobidlni spoleCenstva. Ty se podileji na tvorbé humusu, ovliviiuji vodni a
vzdusné rezimy v pidé€. Pida obsahuje téméf vSechny druhy bakterii, ty se zivi latkami
pfitomnymi v pudé. VétSina vyskytujicich se latek je mikrobialné rozkladana, ale vyskytuji
se 1 chemicky syntetizované latky (chlorované uhlovodiky, polychlorované bifenyly atd.),

které mikroorganismy rozlozit nedokazi. [2]
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2 KOPOLYESTERY

Plasty se ukazaly jako material velmi odolny proti vlivim vné&j$iho prostiedi jako je
vlhkost nebo mikrobidlni napadeni. Toto se zvlasté tyka polymert, které maji hlavni feté-
zec slozeny vyhradné z atomii uhliku. Polymery s heteroatomem v hlavnim fetézci jsou

potencionalné nachylnéjsi k hydrolytickému rozstépeni (napft. esterové nebo amidové vaz-
by).

Problémy s rostoucim plastovym odpadem béhem posledniho desetileti, vedly k vyvoji
novych polymert, které mohou podstoupit fizenou biologickou degradaci. Pro tyto plasty je
moznou alternativou rozkladu kompostovani. Primarni biologické naruseni polymeru je
zpusobeno enzymatickou katalytickou hydrolyzou esteru ¢i amidu. Toto je povrchovy pro-
ces eroze, ktery vede k vytvotreni vodou rozpustnych meziproduktii, které mohou byt asimi-

lovany a metabolizovany buiikami.

Do skupiny polymera schopnych rozkladu patii napt. polyhydroxybutyrat, coz je pfi-
rodni alifaticky polyester. Rada syntetickych polyesterti se ukazala také jako schopna en-
zymatické hydrolyzy. Mezi nejcastéji pouzivané aromatické polyestery patii poly(ethylen
tereftalat) (PET) nebo poly(butylen tereftalat). Tyto se projevuji vynikajicimi materialnimi
vlastnostmi, proto jsou komercné znacné vyuzivany. Dosud jsou vSak tyto polymery pova-

Zovany za rezistentni vii¢i mikrobialnimu utoku.

Kombinovanim obou, schopnosti rozkladu a dobrych materidlovych vlastnosti, vznika-
ji kopolyestery schopné rozkladu obsahujici alifatické i aromatické monomery. Kombinace
kyseliny tereftalové, kyseliny adipové a 1,4-butandiolu (BTA-kopolyester) se ukazala jako

nejvice vhodna vzhledem k materidlnim vlastnostem a cen¢. [12]

2.1 Degradace alifaticko-aromatického kopolyesteru

Aromatické polyestery se ukéazaly byt odolné proti hydrolyze v mirnych podminkéch.
Aby se zvysila jejich hydrolyticka vnimavost, uvadéji se do aromatickych fetézcu alifatické
soucasti. Bylo dokazano, ze pomér biologické degradace je zavisly na obsahu kyseliny te-
reftalové. Cim je mnozstvi kyseliny tertalové v&tsi, tim se schopnost biodegradace snizuje.
Pokud jeji obsah pfesdhne 60 mol%, stava se takovyto material neschopny biologického

rozkladu. [12]
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2.2 Ecoflex

V roce 1998 némecka spolecnost BASF AG zacala vyrabét BTA-kopolyester, ktery
je nyni na trhu pod nazvem Ecoflex. Je certifikovany podle némeckého standardu DIN

V 54900.

Plasty schopné rozkladu nejsou obecné vice Setrné k zivotnimu prostiedi, ale jsou
nejlepSim feSenim pro jisté aplikace. Ecoflex se napf. hodi pro kompostovatelné folie
v zemédélstvi. Ecoflex vyhovuje pfisnym Evropskym normam pro rozkladu schopné plasty
(EN 13432). Za vhodnych podminek prostfedi degraduje jiz béhem nékolika tydnli bez
jakychkoli vznikajicich zbytka. [7,8,9]

2.2.1 Struktura

Ecoflex je alifaticko-aromaticky kopolyester slozeny z kyseliny tereftalové, kyseliny
adipové, 1,4-butandiolu a modularni jednotek (Obrazek 1.). Vzniké transesterifikaci po-

ly(butylentereftalatu), kyseliny adipové a 1,4-butandiolu.

0 0 o o) o
/ I [ / I/ % 0 :
/ F—(CHy)s—0—C—(CHy)s~C—0—/m—(CHy);—0—C ~ c—o—/ —M—
, ,_ W asiay

b=

n

Obrazek 1.: Chemicka struktura alifaticko-aromatického kopolyesteru Ecoflex [9]

Ecoflex mé strukturu podobnou pfirozené se vyskytujicimu polymeru. Mikroorga-
nismy proto zpracuji Ecoflex jako molekuly vyskytujici se v piirodé za vzniku oxidu uhli-

¢itého, vody, energie a biomasy. [8]

2.2.2 Vlastnosti

Mechanické vlastnosti ecoflexu jsou srovnatelné stémi nizkohustotniho po-
ly(ethylenu) (PE-LD) (Tabulka 1.). Filmy jsou odolné proti roztrZeni, jsou flexibilni, odol-
né proti vod¢ a kolisani vlhkosti. Filmy ecoflexu jsou dychatelné, diky jejich mirné pro-

pustnosti vodni pary. [8]
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Tabulka 1.: Vlastnosti Ecoflexu a PE-LD

Vlastnosti Jednotka Ecoflex PE-LD
Hustota g.cm'3 1,25 -1,27 0,922 -0,925
Tok taveniny ml. 10 min™' 3-8 -
Teplota tani °C 110-115 111
Teplota skelného
°C -30 -
piechodu
Tvrdost (Shoreho
- 32 48
metoda)
Prthlednost % 82 89
Pevnost v tahu N.mm™ 32/36 26/20
Mez pevnosti N.mm™ 32/36 -
Mezni prodlouzeni % 580/820 300/600
Propustnost kysliku | cm’.m™.d" bar” 1600 2900
Propustnost vody g m-.d’ 140 1,7

2.2.3 Zpracovani

Ecoflex miize byt vyroben na konvencnich vyfukovacich linkach pro PE-LD. Vy-

borné tazné vlastnosti Ecoflexu vedou k vytvoireni velmi tenkych folii (<20um). [8]

2.2.4 Aplikace

a) Kompostové tasky pro organicky odpad — organicky odpad mulize byt zakomposto-

vany spolecné s rozkladu schopnou taskou

vvvvvv

a lepsi kvalité urody. Vyhoda folii z materialt jako ecoflex je ta, Ze mohou byt pfti

Znich zaorany do piidy, kde se zcela rozlozi.
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¢) Laminatové materidly — vyhodné je pouziti pro obalové materialy jako obaly na na-
poje, nadoby na zmrzlé potraviny atd. Nabizeji se bezproblémové likvidace kom-

postovanim.

d) Folie pro baleni potravin — pfidanim zvlastnich piisad a pozitim foukaného filmo-

vého procesu mohou byt ziskany filmy pro baleni potravin [§]

2.2.5 Michani kopolyesteru se Skrobem

Skrob je levna surovina b&zné k dostani. Skrobové materialy maji omezenou pouzitel-
nost kvili jejich vysoké schopnosti absorbovat vodu. Tomuto se da ptedejit, pokud skrob
smichame s polymerem odpuzujicim vodu. Pokud chceme vytvofit rozkladu schopny mate-

ridl, je potfeba pouzit rozlozitelné polymery.

Michani ecoflexu se Skrobem vede k hydrofobnimu skrobu, ktery vykazuje vysokou
odolnost vii¢i vodé. Filmy vyrobené z toho materidlu maji dobré mechanické vlastnosti:

antistaticnost, propustnost kysliku a vodni pary, taznost. [7,8]

Ceny biologicky rozlozitelnych plastd jsou ve srovnani se spotiebnimi plasty (LDPE)
znacn¢ vyssi. Vyrobcei se snazi zvysit biodegradabilitu misenim se Skrobem, coz je levna a
dostupnd surovina, ptesto jsou finalni produkty drahé. Zavedenim novych vyrobnich tech-

nologii by se cena dala snizit. [5]

2.3 Polymlécna kyselina (PLA)

PLA je ptipravovana z kyseliny mlééné. Ta je jednou z nejjednodussich asymetric-
kych molekul. Existuji dva izomery, L- a D-mléc¢né kyselina. Mtize byt vyrabéna chemic-
kou syntézou ¢i kvasenim uhlovodanu. Polymlécna kyselina se pfipravuje polykondenzaci
kyseliny mlécné.

Mlécna kyselina pouzivand pro ptipravu PLA je ziskdvana z obnovitelnych zdroji.
Napt. z kukuti¢ného cukru kviili jeho nizké cené a dostupnosti, je mozno vyuzit také lokal-

nich rostlinnych zdroji obsahujicich Skrob ¢i cukr (cukrova fepa, pSenice). [4]

Kvili zvySujicim se cenam ropy, vzrastajicim sklenikovym emisim a odpadovému

hospodaistvi se zvySuje poptavka po polymerech z obnovitelnych zdrojii. Potencial rozlozi-
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telnych plastl zavisi na vyvijejicich se cendch ropy, zpracovatelskych postupech a legisla-

tivé. [5]

2.3.1 Struktura

Komer¢né vyuzivané PLA jsou dva typy: poly L-kyselina mlécné a poly D-kyselina
mlécna (Obrazek 2.). [3]

—_— —

b
HO +C—C—O—H
CH,
— — I

Obrazek 2.: Chemicka struktu-

ra polymlécné kyseliny [4]

2.3.2 Vlastnosti

Ma vlastnosti srovnatelné s termoplasty. Pomér L- a D- ovliviiuje vlastnosti PLA, tep-
lotu skelného prechodu, bod tani atd. M4 dobré mechanické vlastnosti, tepelnou tvarnost,
biokompatibilitu, je snadno vyrobitelny tudiz se stdva vhodnym materidlem pro komeréni

aplikace. Z hlediska fyzikalnich vlastnosti Ize srovnat s polystyrenem. [3]

2.3.3 Zpracovani

PLA lze tvarovat prostiednictvim vstfikovani do forem, tabulovym vytlaCovanim,
vyfukovanim, lisovanim, valcovanim a tvorbou vldken. Vybér zpiisobu zpracovani zavisi

na stupni vétveni, asové narocnosti a obsahu D-isomeru. [3]

2.3.4 Aplikace

Pro produkty nachazime Siroké spektrum vyuziti. Lze je pouzit jako obalovy material,
vlakna, folie, papirové ochranné natéry apod. Pivodni vyuziti PLA tvofila pfedev§im vlak-
na pro textil a balici folie. Textil vyrobeny z PLA vynika vyss§i odolnosti proti vodé¢ a UV

zareni, ma snizenou hotlavost.
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PLA nachazi vyuziti v potravinafstvi (balici folie, sacky, stitky, obaly na potraviny a
napoje), automobilovém primyslu (¢asti interiérti automobilu), elektronice (CD, obaly na
CD), zemédélstvi (uméld hnojiva, kvétinace), textilnim pramyslu (koberce, tkany 1 netkany

textil). [3]
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3 BIODEGRADACE KOPOLYESTERU

Biodegradace je nevratny déj zptisobeny enzymatickou ¢innosti v zivych organis-
mech vedouci k vyznamné zméné struktury materialu zptisobujici ztratu vlastnosti (integri-

ta, molekuldrni vaha, mechanicka odolnost).

Béhem ranného rozvoje plasti byla degradace potlaCovanym procesem, aby byla za-
ruc¢ena co nejvetsi zivotnost polymeru. V nedavné dobé se tento pohled na véc otocil a na-
opak je zadouci degradace jistych plastovych slozek. Materialy by mély béhem svého pti-
sobeni plnit funkci a potom degradovat s bio-podpotfenou mineralizaci. To je zéklad vSech
biodegradacnich testl, pii kterych se sleduje mnozstvi CO, (CH4 za anaerobnich podmi-

nek). Tvorba CO, ukazuje, ze material vstoupil do pfirozené¢ho kolobéhu uhliku.

Béhem biodegradace kopolyesteru dochéazi k uvoliiovani alifatickych a aromatic-
kych oligomerii do prostiedi, kde jsou hydrolyzovany na monomery. Pro rychlou hydrolyzu

je dulezita pritomnost smisené kultury. [10]
Polymery schopné rozkladu:
o Alifaticky polyester a kopolyester (polybutylen jantaran -PBS)
e Aromaticky kopolyester (polybutylen adipan tereftalat -PBAT)
e Polykaprolakton —PCL
e Polyvinylalkohol -PVA

e Polyester amid —PEA [4]

3.1 Biodegradace

Vytvotené materidly musi byt v pribéhu jejich uzivani odolné a po uplynuti jejich

doby uzivani musi byt biologicky rozlozitelné.

Biodegradace je definovana jako rozklad substratu prostfednictvim mikroorganismtl,
¢imz dochazi k regeneraci uhliku, mineralizaci organickych slozek (H,O, CO, a soli) a
tvorbé nové biomasy. Degradace je urychlena pfidanim snadno rozlozitelnych casti, které
obsahuji hydrolytické skupiny (Skrob, polyamidy). Dalsiho urychleni Ize docilit smisenim s

foto- nebo tepelné-citlivymi ptisadami. Ty na slunci vlivem svétla a tepla podporuji ad-
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sorpci kysliku, tvorbu oxidl a peroxidi vodiku, které uvoliiuji volné radikaly napadajici

uhlikové fetézce a vedou k tvorbé latek s nizsi molekulovou hmotnosti.
e Exo-biodegradace — proces probihajici vn¢ bunék
e Endo-biodegradace — probihajici uvniti bunék

Degradaci je mozno hodnotit tfemi parametry: oxidem uhli¢itym (vyvoj CO,), che-
mickou a biochemickou spotiebou kysliku (CHSK a BSK), snizenim rozpusténého orga-
nického uhliku. Faktory, které mohou rozklad ovlivnit jsou koncentrace vzorku, velikost

¢astic materialu a pevnost.

3.1.1 Stupné biodegradace

¢ Biodeteriorace — rozstépeni materidlu na zlomkové ¢asti za pasobeni mikro-

bidlnich spolecenstev, jinych rozkladajicich organismu a abiotickych faktort

e Depolymerizace — §tépeni polymerni molekuly prostfednictvim mikroorga-
nismil a jejich katalytickych ciniteli (enzymy a volné radikaly) za vzniku

oligomerti, dimer a monomert

e Molekuly rozpoznané receptory mikrobialnich bun€k prochazeji ptes
plazmatickou membranu, zatimco nerozpoznané zlstavaji v extracelularnim

okoli.

e Asimilace — v cytoplazmé, prepravované molekuly pfiméji mikrobialni me-
tabolismus k produkci energie, nové biomasy a k Cetnym primarnim a

sekundarnim metabolickym pfeméndm.

e Mineralizace — do prostiedi jsou uvolnovany jednoduché molekuly jako
CO,, N,, CHy, H,O a ostatni soli vnitrobunéénych metabolitt, které jsou pl-

n¢ oxidované (Obrazek 3.)

Na rozkladu organické hmoty v pfirod¢ se podileji bioticti i abioticti Cinitelé. Kazdému

biologickému rozkladu ptedchéazi neziva degradace. [10,11,14]
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(A

Mrtva biomasa

Ostatni

ORI Biodegradujici

materialy

Depolymerizace

y |

Asimilace

Obrazek 3.: Proces biodegradace polymeru

3.1.2 Neziva degradace

Polymerni materialy podléhaji pfeménam (mechanické, svételné, tepelné, chemicke)

pokud jsou vystaveny venkovnim vliviim.

e Mechanicka degradace — pfi¢inou miize byt vysoka komprese, napéti ¢i stiih.
Poskozeni zapficinuji vzdusné a vodni turbulence, sniZeni tlaku atd. Mecha-
nické procesy nejsou béhem biodegradace prevladajici, ale mohou proces ak-

tivovat nebo urychlit.

e Svételna degradace — energie nesend fotony mtize vytvofit u nékterych mole-

vvvvvv

gradacich.
o Tepelnd degradace — jednd se o transformaci pevného materidlu na kapalny
vlivem vysSi teploty. Pii nizkych teplotach dochdzi k poruseni fetézct a na-

sledné chemické a biologické degradaci.
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e Chemick4 degradace — dilezitou roli zde hraji atmosférické imise a agroche-
mikalie. Ty po reakci s polymerem maji za nasledek rozpad fetézci. Ze vSech

chemickych prvki nejsilnéji reaguje O, a Os. [11]

3.2 Biodegradace kopolyesteru v pudé

Alifaticko-aromatické kopolyestery byly vyvinuty jako mozné alternativy tradi¢nich
plastd, ale jejich materidlni vlastnosti vazn¢ ovliviuji vSestrannost vyuziti t€chto materialt.
Jednim z napada jak zmirnit zne€iSténi zpisobené plastovou produkci je navrhovat nové
polymery schopné rozkladu, ty jsou pak vhodné jako obalovy material nebo vyrobky pro
jednorazové pouziti. Jako velmi slibny se ukazal alifaticko-aromaticky kopolyester slozeny

z 1,4-butandiolu, kyseliny adipové a kyseliny tereftalové pod obchodnim nazvem Ecoflex.

Je dulezité¢ zkoumat rozklad kopolyesteru v mirnéjSich podminkéch a s mikroorga-
nismy jinymi nez teplomilnymi, protoze je pravdépodobné, ze vétSina kopolyesterti bude
vystavena degradaci ptfi mezofilnich podminkach spisSe nez v kompostu pii zvysenych tep-
lotach. Pro biodegradaci Ize pouzit Siroké spektrum mezofilnich mikroorganismt zahrnuji-

ci bakterie, houby a kvasinky.

Studie se zabyvala biodegradaci Ecoflexu v mirnych podminkach za pouziti 29 druhii
mezofilnich bakterii, hub a kvasinek. Inkubace probihala v 30°C po dobu 21 dnt. VSechny
experimenty obsahovaly sterilni média a filmy polymeru. Pokusy byly provadény proto,
aby ohodnotily schopnost aerobni biodegradace kopolyesteru ¢istymi kulturami mikroorga-
nismd. Uroven biodegradace byla posuzovana podle bytku hmotnosti filmi polymeru.
Dulezitym ukazatelem byl i vizudlni dikaz o degradaci, film byl mechanicky narusen,
snadno se trhal, byl ten¢i nez pied nasazenim. Filmy mohou byt tenc¢i také diky organickeé-

mu rustu na povrchu.

Vysledky ukazaly, ze vétSina testovanych mezofilnich mikrobti byla schopna zptiso-
bit alespon n€jakou degradaci filma polyesteru. Pouze dva bakteriové druhy Bacillus subti-
lis vSak zpusobily viditelné naruseni filmti. Nékteré druhy béhem inkubace vytvately po-
stupnym rastem biovrstvu na povrchu filmu. Z té€chto, Aspergillus niger, Paecilomyces
lilacinus, Phanerochaete chrysosporium a Penicillium pinophilum, které tvotily silnou

vrstvu biomasy. Tito také zplisobovali viditelnou degradaci. Dulezité je vSak zjisténi, Ze
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vvvvvv

bily vyraznou ztrdtu na hmotnosti bez viditelnych uc¢inku.

Shrnuti je tedy takové, ze vétSina z testovanych 29 mikroorganisma byla schopna
zpusobit néjakou degradaci polymeru, ale Zadny z nich nedokazal béhem 21 denniho expe-
rimentu zpusobit Uplnou biodegradaci. Ecoflex by tedy mohl byt schopny rozkladu v mir-

nych podminkach, ale proces je pomalejsi nez za pouziti vyssich teplot.

Vznikajicimi produkty byly dvojsytna kyselina adipova a kyselina tereftalova, které
odpovidaji enzymatické hydrolyze esterovych vazeb. Ocekéavany byl také butandiol, ale ten

nebyl pozorovan. Je to slouCenina snadno rozlozitelna, takze nejspis doslo k jeji degradaci.

Dalsi studie hodnoti degradaci Ecoflexu houbou v mirnych podminkach. Jednalo se o
druh ptibuzny Isaria fumosorosea (kmen Ascomycota). V pudé, ktera obsahovala tuto hou-
bu probihala degradace pii 30°C znacné rychleji, nez v pudé, kde se tato houba nevyskyto-
vala. Po 30ti dnech byla ztrata z hmotnosti filmt asi 40%. V piid€ neobsahujici tento druh
probihala degradace asi o polovinu pomaleji. Druh Isaria fumosorosea miize sim minerali-
zovat Ecoflex na CO, v mezofilnim prostiedi, proto mé velky vyznam pro biodegradaci

Ecoflexu v pfirodnich pidnich podminkach. [6,9]

3.3 Biodegradace kopolyesteru v kompostu

Schopnost biodegradace Ecoflexu byla zkoumana také pii teploté¢ 55°C s aktinomy-
cetou Thermomonospora fusca vyizolovanou z kompostu. Kopolyester byl ve formé pras-
ku. Po 22 dnech jiz doSlo k depolymeraci vice nez 99,9% polymeru. Z experimentu je
zfejmé, ze se béhem biodegradace uvoliiovaly alifatické a aromatické oligomery, které pod-
Iéhaly rychlé hydrolyze na monomery. Aby mohla probihat pohotova hydrolyza je nutna

pfitomnost smiSené kultury mikroorganismda. [9]

3.4 Ekotoxicita

Stanoveni ekotoxicity Ecoflexu se zabyva predevSim osudem aromatickych sekvenci
behem biodegradace. Jako zivé organismy byly v experimentu pouzity daphnia a Photo-
bacterium phosphoreum. Testy byly vykonany podle DIN 38412 ¢ast 30 a 34. U Daphnia

se poskozeni testovanymi latkami hodnotilo podle schopnosti plout po vod¢, zatimco u
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Photobacterium phosphoreum, luminiscen¢ni bakterie, se sledoval pokles fotoluminiscen-
ce. Ani u jednoho experimentu nebyl pozorovany zadny vyznamny toxikologicky ucinek
(monomerni ani oligomerni), tudiZ nehrozi Zadné environmentalni riziko a proto je Ecoflex

doporuceny pro kompostovaci procesy. [9]

3.5 Zemédélské vyuziti kopolyesteru

Pro zeméd€lce na celém svété se stalo bézné, ze pokladaji tenkou vrstvu plastické
hmoty pifimo na obdélavanou pudu. Odhad svétové aplikace kompostovacich folii je

700 000 tun ro¢né.
Vyhody kompostovacich folii:
e Uprava teploty pidy
e Udrzovani vlhkosti
e Kyprost pidy
e Urychleni kliceni
o Diivégjsi sklizen
e Redukce plevele a chorob
e Efektivni vyuziti zavlahy a hnojeni
e Zvyseni produkce a vynost

Navzdory témto vyhodam, pouzivani polymerti v zemédélstvi mé 1 své stinné stranky. Fil-
my, které se vétSinou pouzivaji, nejsou typicky recyklovatelné, nebot’ jsou prevazné¢ mokré
a Spinavé, a vétSinou konci na skladkach. Pouzivani rozkladu schopnych kompostovacich
folii muze tyto problémy vyftesit, navic k rozkladu miize dochazet rovnou na poli, takze
odpadaji naklady spojené s odvozem na skladku a navic uSetfime misto na skladkéach odpa-

du.

Dva hlavni aspekty rozpadu kompostovacého filmu jsou fotodegradace a biodegra-
dace. Fotodegradace je zpusobena slunecnim zarenim, filmy se stavaji kieh¢i, s trhlinami,
dirami, loupou se a nakonec se rozpadaji. Biodegradace zavisi na piirozené se vyskytuji-

cich mikroorganismech jako jsou bakterie, houby a fasy.
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Po Znich na podzim mame tii moZznosti jak nalozit s kompostovatelnymi filmy:
1. odstranit je a ulozit na skladku odpada
2. odstranit a ulozit na hromadé kompostu
3. zaorat zbytky rostlin spolu s kompostovatelnou f6lii do pole
Aby byla tfeti moznost pouzitelna, musi byt folie rozlozeny pred dalSim obdobim zaseti.

Japonsti védci provedli dvouletou studii kompostovatelné folie z Ecoflexu smicha-
né se Skrobem. Experiment provadéli v mandarinkovém héji, mechanické vlastnosti kom-
postovatelného archu se ¢asem snizovaly, zatimco kvalita mandarinek rostla. Nejdiive na-
stala biodegradace rozlozitelného skrobu, ¢imz se zvysila propustnost vody a to mélo dobry
vliv na rst mandarinek, degradace Ecoflexu byla natolik pomald, ze vydrzela kryt povrch
pudy 5 mésicii. Nakonec byl material pln€ schopny rozkladu a degradoval na CO, a H,O
(Obrazek 4.). [13,16,17]

Mandarinkovy ket

Kompostovatelnd
tiilie

Pada

Obrazek 4.: Mechanismus odrazu slune¢niho svétla za pouziti kompostovaci folie [17]

Svétovad poptavka po kompostovatelnych polymerech se dynamicky vyviji.
V poslednich deseti letech se snizil cenovy rozdil mezi rozkladu schopnymi a syntetickymi

plasty a to zvlasté u polymera zalozenych na obnovitelnych zdrojich (PLA). [5]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo urcit rychlost biodegradace v ptidnim prostiedi a postihnout roz-
dily mezi riiznymi ptidami. Dale se pozornost vénovala vlivu morfologie vzorku. Byl pro-

veden pokus o izolaci mikroorganismii metodou zon.

Bude sledovana biodegradace riznych forem vzorku v odlisnych typech ptd z oblasti
Ceské republiky. Vzorky budou umistény v bioreaktorech pii stalé teploté ve tmé. Plyno-
vou chromatografii bude méfen obsah vyprodukovaného CO,, ktery udava miru biodegra-

dace.

Zaroven bude proveden pokus o izolaci mikroorganismi metodou zon. Metoda bude

provadéna na kultivac¢nich miskach. Pokusu budou podrobeny vSechny pouzité druhy ptd.
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5 ZIVNA MEDIA A ROZTOKY K JEJICH PRIPRAVE

5.1 Roztoky
Fyziologicky roztok

Bylo navazeno 8,5 g NaCl a rozpusténo v 1 1 destilované vody. Po promichani byl roztok

sterilizovan v autoklavu pii 125°C 30 minut.

Suspendacni médium

Na ptipravu 50 ml média:

Fyz10logiCKy TOZEOK ....ontiii e e 25 ml
TWEEI B0 o e 0,05 ml
Difosforetnan SOANY ..........oiiiiiii e 02¢g
Destilovand vOda ........ooooiinii e 25 ml

Vsechny latky byly smichany a podrobeny sterilizaci pii 125°C 30 minut. Suspendac¢ni mé-

dium slouzi k pfevedeni bakterii obsazenych v pad¢ do roztoku.

Roztok A

9 g KH,PO, (dihydrogenfosforecnan draselny) bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody.

Roztok B

24 g Na,HPOy4 - 12 H,O (hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat) bylo rozpusténo v 1 1

destilované vody.
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Roztok stopovych prvki

MNSO4 * 5 HoO (CISEY) « vttt e e 0,043 g
HaB O3 (P8, et 0,057 g
ZNSO4 * T HoO (Pra.) cnnieieii et 0,043 g
(NH4)sM07024 * 4 HoO (P-8.) «ennenieneeieee et 0,037 g
CONO3)2 = 6 HoO (P18.) +eneenieiiete et 0,025 ¢
CUSO4 = 5 HoO (CISEY) +nventtenteneete et et e e et et eeee e e e 0,040 g

Vsechny latky byly rozpustény v 1 1 destilované vody a dikladné promichany.

Roztoky soli

MESO4 * T HoO oo 10g
Fe(NH4)2(SO4)2 - 6 HoO e e 3g
CaCly " 2 HoO o lg
N AT e 50g
NH AT Lo 30g

Byla navazena mnozstvi latek a rozpusténa v 1 1 destilované vody.

Roztok actidione

Byl pfipraven roztok o koncentraci 16 g/l. 50 pl tohoto roztoku bylo ddvkovéno na misku
s agarem. Po zaschnuti byl proveden kiizovy roztér. Actidione se pouziva pro eliminaci

plisni.

Chloroformovy roztok Ecoflexu ¢=0,050 mg/l

2,5 g Ecoflexu bylo navaZeno a rozpusténo v 50 ml chloroformu.
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5.2 Zivna média
Mineralni médium (MM)

Na piipravu 100 ml média:

ROZEOK A L 2 ml
ROZEOK B . e 8 ml
Destilovand vOda .........o.o.iieiii e 85 ml
Roztok stopovych prvKil ......oovii 0,2 ml
KvasniCny autolySaAt .......oouiiuiii i e 4 mg
RozZtok MESO4 - 7 HoO o e e 1 ml
Roztok FE(NH4)2(SO4)2 - 6 HoO oo e 1 ml
ROZIOK CaCly * 2 HoO oo e e e e e 1 ml
ROZIOK NACT ...t 1 ml
ROZEOK NHUC ..o e e e e 1 ml

Mineralni médium (MM2)

Na ptipravu 100 ml média:

ROZEOK A e 4 ml
ROZIOK B .o 16 ml
Roztok stopovych prvKil ......ooeii 0,1 ml
Roztok M@SOy4 - THoO .o e 0,2 ml
Roztok FE(NH4)2(SO4)2 - O HoO e e 1 ml
| 204 70) < OF: 0] DRI G D O I 1 ml
ROZtOK NaCl ... e 1 ml
ROZEOK NHUCT oo e e 1 ml

Vsechny latky byly smichany a doplnény destilovanou vodou na objem 100 ml. \Poté byly

sterilizovany v autoklavu 30 minut pfi teploté 125°C.
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Glycerol-dusi¢nanovy agar

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

N . 245 ¢
Gy COIOL ..t e 2g
Destilovana VOda . ...oovnneee e, 100 ml

Agar byl rozpustén v destilované vod¢ a poté byl ptidan glycerol. Po fd&dném promichani
byl dan sterilizovat do autoklavu pti 125 °C na 30 minut. Po zchladnuti byl v aseptickém

boxu rozlit do Petriho misek a nechan ztuhnout.

Kasein-sojovy agar

Na piipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

N PP I,5¢g
Destilovand voda ..o 100 ml
Hydrolyzat KasEInU .......oouiiniiii i e e e 1,5¢
oY 017 013 0] 1) 0,5¢g
N AT e 0,5¢g

Vsechny slozky byly navazeny a rozpustény v destilované vod¢. Roztok byl podroben steri-
lizaci v autoklavu 30 minut pfi 125°C. Po zchladnuti byl agar rozlit v boxu do Petriho mi-

sek a nechan zatuhnout.

Pudni agar s bengalskou ¢erveni s chloramfenikolem

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

550 0110 0,1g
N 3g
Destilovanad VOda .......oovieiii i 100 ml
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Agar byl rozpustén v destilované vodé a poté ptidan roztok bengalské cervené. Po fadném
promichani a sterilizaci v autokldvu na 30 minut pfi 125°C byl ponechan agar zchladnout a

poté byl rozlit do Petriho misek v antiseptickém boxu.

Agar s ecoflexem

Na ptipravu 100 ml agaru bylo pouzito:

Y 1Y 100 ml
CISEY AT ..ot 22¢g
Roztok submikroGastiC €COTIEXU ...ttt et e e 10 ml

Misto 85 ml destilované vody bylo pouzito jen 75 ml a pfidano 10 ml roztoku submikro-
¢astic ecoflexu. Po smichani s ¢istym agarem probehla sterilizace pti 121°C 25 minut. Po
¢asteCném ochlazeni byl agar v aseptickém boxu rozlit do sterilnich Petriho misek a byl

nechan ztuhnout.
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6 PRISTROJOVE VYBAVENI

Plynovy chromatogram Agilent 7890
Chladnicka

Predvazky KERN EW

Predvazky KERN 440-47

Analytické vahy KERN 770
Laboratorni autoklav Lam-3-20-MCS-J
Mikroskop CX 41

Asepticky laminarni box Bio II A
Mikrodavkovace (2-20 pl, 20-200 pl, 1-5 ml)
Elektricka susarna

Elektricka susarna

Plynotésna injekéni stitkacka 100 pl

(USA)

(Ardo, CR)
(Némecko)
(Némecko)
(Némecko)
(Sanoclav, Némecko)
(Olympus, Japonsko)
(Telstar, Spanélsko)
(Biohit, Finsko)
(Memmert, Némecko)
(Mora, CR)

(Hamilton, USA)
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7 POUZITE VZORKY

7.1 Vzorky ecoflexu

Vzorky Ecoflexu byly vyrobeny v 5ti riznych formach, u kterych byla sledovana bi-

odegradace v zavislosti na morfologii vzorku.

7.1.1 Folie 100 pm

Folie byla pfipravena na ru¢nim etdzovém lisu. Bylo vypocitano mnozstvi vzorku
z plochy lisovacich desek, hustoty vzorku Ecoflex a tloustky folie. Navazka byla ve formée
granuli a lisovani probihalo za teploty 140°C. Folie byly pied pouzitim nastfihany na kous-

ky o velikosti 3 x 7 mm.

7.1.2 Folie 300 pm

Vyrabéla se stejné jako folie 100 um, ale byla nastavena jina tlouStka folie.

7.1.3 Prasek

Ptikapavanim etanolu do roztoku Ecoflexu v chloroformu (¢=0,050 mg/l) dochéaze-
lo k vysrdZeni sraZeniny, kterd byla pfefiltrovana pies fritu a 24 hodin ponechéna

v digestofi za ucelem vytekani rozpoustédla.

7.1.4 Povlak na perlitu

10 ml roztoku ecoflexu o koncentraci 100 mg/l bylo davkovano do lahvi s obsahem
6,67 g perlitu. Lahve byly poté umistény do digestore, kde bylo pomoci vzduchovych cer-

padel po dobu 24 hodin vyfukovani odstranéno vsechno rozpoustédlo.

7.1.5 Roztok submikroéastic ecoflexu

Do valce byly v poméru 1:4 nadavkovany roztoky ecoflexu v chloroformu (100 mg/1)
a 0,5% PVA. Za soucasného chlazeni ledem byly roztoky 5 minut michany homogenizato-
rem. Poté byl roztok ptelit do odsavaci baiiky, ta byla uzaviena. Pfi sou¢asném michani
michadlem dochézelo k odtahu rozpoustédla ¢erpadlem. Po odstranéni veskerého rozpous-

tédla byl roztok podroben centrifugaci. Po odstfedéni byl roztok pielit do valce, promichan
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homogenizatorem a opétovné centrifugovan. Takto vyrobeny kone¢ny roztok submikrocas-
tic Ecoflexu byl pouzivan na pfipravu zivnych médii pro izolaci mikroorganismt rozklada-

jicich kopolyester metodou zon.

7.2 Vzorky pud

Ze sedmi ziskanych vzorktl zemé&délskych pad z riznych lokalit v Ceské republice, by-
lo vybrano pét nejvice mikrobialné aktivnich. Pouzity byly také dvé lesni pudy, u kterych
byla predpokladana vetsi mikrobidlni aktivita. Informace o plidnim druhu byly ziskany od

Ing. Jitiho Jandédka, MZLU Brno (Tabulka 2. a 3.).

Vzorky byly nejdrive prosety sitem o velikosti ok 2 mm. Byla stanovena jejich suSina a

mikrobidlni rozbor. Potupy uvedeny v kapitolach 8.3 a 8.4.

7.2.1 Zemédélské pudy

Tabulka 2.:Stanoveni ptidniho druhu zemédélskych pud

Lokalita Pudni druh

Ivan Fluvizem modalni na nevépnitych

aluvialnich sedimentech

Popice Cernozem modalni na polygenetické hling
Bratcice Cernozem modalni na sprasi
Nové Mésto na Moravé Kambizem modalni na syenitu
Veverské Kninice Hnédozem modalni na sprasi
Vatin Kambizem modalni na ortorule

Hodonin Regozem arenickd na navatém pisku
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7.2.2 Lesni pudy

Tabulka 3.: Stanoveni ptidniho druhu lesnich ptud

Lokalita Pidni druh
Lukovecek Informace o plidnim druhu zatim nejsou k
Vidce dispozici
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8 METODY A PRACOVNI POSTUPY

8.1 Sterilizace

V pribéhu prace bylo potfeba dodrzovat zasady aseptické prace. Aby nedoslo ke
kontaminaci mikroorganismy, bylo potifeba udrzovat pomticky i roztoky sterilni. Sterilizace
roztokli a mineralnich médii byla provadéna v autoklavu po dobu 25 minut pii 121°C. Ho-

kejky a klicky byly sterilizovany v plameni.

8.2 Vytrep vzorku

Do 45 ml sterilniho suspendacniho média bylo navazeno 5 g pudy a 15 minut tfepano

V ruce.

8.3 Stanoveni suSiny pad

Na pfedem zvazené Petriho misky bylo navazeno na analytickych vahach 2 g pady s
ptesnosti + 0,0001 g. Suseni probihalo v elektrické susarné pti 105°C do konstantni hmot-
nosti. Po ochlazeni v exsikatoru na laboratorni teplotu byly misky zvazeny. Stanoveni se
provadi 3x vedle sebe. Od konstantni hmotnosti byla odectena hmotnost prazdné misky a

poté se z piivodni a kone¢né hmotnosti pidy vyjadii suSina v procentech.

8.4 Mikrobiologicky rozbor pid

Byl proveden mikrobiologicky rozbor zakladnich druht mikroorganismt. Kultivacni
metodou byly stanoveny pocty chemoorganotrofnich bakterii, aktinomycét a vlaknitych

plisni. Kultury byly inkubovany 7 dnti pii laboratorni teploté.
Glycerol-dusi¢nanovy agar — pro stanoveni aktinomycet
Pouzité fedéni: 107, 107, 107, 10°
Kasein-sojovy agar — pro stanoveni chemoorganotrofnich aerobnich bakterii
Pouzité fedéni: 107, 10, 10, 10”7
Pudni agar s bengalskou ¢erveni s chloramfenikolem — pro stanoveni vlaknitych plisni

Pouzité fedéni: 107, 102, 107, 10
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8.5 pH pid

Bylo stanoveno pH pouzitych pid dvéma zptsoby. Aktivni piidni reakce (pH m20) a
vyménna pudni reakce (pH xci). Byla vytvoiena suspenze roztoku (H,O a KCI) a pudy
v poméru 5:2. Pro stanoveni vyménné pudni reakce byl pouzit roztok KCIl o koncentraci

0,1 M. Ve vzniklych suspenzich bylo zméieno pH.

8.6 Desetinné redéni

Do sterilni zkumavky bylo mikrodavkova¢em nadavkovano 900 pl sterilniho fyzio-
logického roztoku. K tomu bylo pfidano 100 pl vzorku z vytfepu v suspensa¢nim médiu.
Tim vznikne ve zkumavce fedéni 107 Do druhé sterilni zkumavky se nadavkuje opé&t 900
ul sterilniho fyziologického roztoku a ptida se 100 ul suspenze z prvni zkumavky. Vznikne

v v s -3 ) v - v v r v ~_ s
fedéni 10™. Takto se pokracuje az je dosazeno pozadovaného fedéni.

8.7 Priprava perlitu

Perlit slouzil v pokusu pouze ke zlepseni provzdusiovani pud a ke zvySeni porovi-

tosti. Pfed pouzitim byl 3x promyt destilovanou vodou a vysusen v susarné pii 105°C.

8.8 Stanoveni biodegradability vzorku pomoci sledovani produkce CO,

Smichanim ptdy s perlitem, vzorkem Ecoflexu a minerdlnim médiem (MM2) vznikl

bioreaktor (Obrazek 5.). Byla to lahev o objemu 500 ml s uzavérem se septem.
Obsah bioreaktoru
e Puda (3,34 g suSiny ptidy)
e Perlit (6,67 g)
e Mineralni médium (MM2 - 6,67 ml)
e Vzorek Ecoflexu (folie 100 — 300 um, prasek, povlak na perlitu)

3,34 g suSiny pudy byla v lahvi smichana se 6,67 g perlitu a 0,5 g vzorku Ecoflexu a
vSe bylo zalito 6,67 ml mineralniho média. Lahve byly dokonale promichany. Pracovalo se

asepticky (v aseptickém boxu se sterilnimi pomtckami). Vzorky Ecoflexu byly navazovany
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na analytickych vahach s ptesnosti = 0,0001 g. Vyrobené bioreaktory byly uloZeny do 25°C
do tmy.

Biodegradace byla provadéna ve 3 etapach. Nejprve byly nasazeny vzorky zemédél-
skych pud z lokalit Ivan, Popice a Bratice. Jako vzorky byly v tomto pokusu pouzity folie
100 a 300 pm a prasek. Ve druhém pokusu byly zalozeny lahve s lesnimi piidami, kdy byl
ke vzorklim navic ptfidan povlak na perlitu. Nakonec byly zaloZeny bioreaktory se zeme¢-
délskymi plidami z lokalit Nové Mésto na Moravé a Veverské Kninice. Zde byly pouZity
jen folie 100 pm a prasek.

Stejné byly pfipraveny 1 slepé pokusy, do kterych nebyl pfidan vzorek Ecoflexu. Pro
ovéieni reakce byly pouzity bioreaktory s referencni latkou, mikrokrystalickd celulosa.

Vsechny vzorky ve vSech etapach pokusu byly nasazeny vzdy 3x vedle sebe.

Pro dokonalejsi vzduchotésnost byly uzavéry utésnény silikonovym tmelem. Toto se

tykalo spojli mezi uzédvérem a septem a uzavérem a tésnénim.

Obrazek 5.: Bioreaktor
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Tabulka 4.: Charakteristika vzorku pii lahvovém pokusu

Oznaceni latka navazka | navazka TC Susina
lahvi [g] pudy [%] pudy
[a] [%]
1MIC Celuloza 0,20166 3,92 42,39 85,19
1SL1 slepy pokus - 3,92 - 85,19
1SL2 -
1SL3 -
1P1 prasek Ecoflex 0,49426 3,92 62,54 85,19
1P2 0,49895
1P3 0,49627
1TEF1 félie Ecoflex 100um | 0,50290 3,92 62,54 85,19
1TEF2 0,50230
1TEF3 0,50151
1TLF1 félie Ecoflex 300um | 0,50293 3,92 62,54 85,19
1TLF2 0,49961
1TLF3 0,49976
2MIC Celuloza 0,20055 3,68 42,39 90,77
2SL1 slepy pokus - 3,68 - 90,77
2SL2 -
2SL3 -
2P1 prasek Ecoflex 0,50398 3,68 62,54 90,77
2P2 0,50012
2P3 0,50019
2TEF1 félie Ecoflex 100um | 0,50021 3,68 62,54 90,77
2TEF2 0,49926
2TEF3 0,49988
2TLF1 félie Ecoflex 300pm | 0,50178 3,68 62,54 90,77
2TLF2 0,49976
2TLF3 0,50222
3MIC Celuloza 0,18554 3,77 42,39 88,19
3SL1 slepy pokus - 3,77 - 88,19
3SL2 -
3SL3 -
3P1 prasek Ecoflex 0,49661 3,77 62,54 88,19
3P2 0,49667
3P3 0,49110
3TEF1 félie Ecoflex 100um | 0,49514 3,77 62,54 88,19
3TEF2 0,49650
3TEF3 0,49970
3TLF1 foélie Ecoflex 300um | 0,49971 3,77 62,54 88,19
3TLF2 0,50092
3TLF3 0,50194

V tabulkach 4. a 5. jsou zaznamendny pozice vzorkil v degradacnich lahvich. Prvni

¢islo znaci pouzitou ptidu, zkratka pismen o jaky vzorek se jedna a posledni Cislo oznacuje

¢islo pokusu.
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Legenda pro tabulku 4.:
I —Ivan
2 - Popice

3 - Bratcice

MIC — mikrokrystalicka celulosa
SL - slepy pokus

P —prasek

TEF - fo6lie 100 pm

TLF — folie 300 pm

Tabulka 5.: Charakteristika vzorkl pfi 2. a 3. lahvovém pokusu

. navazka Susina
Oznaceni . navazka pudy -EC pudy
lahvi latka la] o] [%] [%]
1MIC Celuloza 0,19939 4,29 42,39 77,81
1SL1 -
1SL2 slepy pokus - 4,29 - 77,81
1SL3 -
1PV1 -
1PV2 povlak Ecoflex - 4,29 62,54 77,81
1PV3 -
1P1 0,50032
1P2 prasek Ecoflex 0,49965 4,29 62,54 77,81
1P3 0,49561
1TEF1 . 0,50063
1TEF2 f°"190%°°ﬂex 0,50042 4,29 62,54 | 77,81
pum
1TEF3 0,50102
1TLF1 L 0,50280
1TLF2 folie Fcoflex 050176 | 429 | 6254 | 77,81
um
1TLF3 0,50064
2MIC Celuloza 0,19701 4,24 42,39 78,73
2SL1 -
2SL2 slepy pokus - 4,24 - 78,73
2SL3 -
2PV1 -
2PV2 povlak Ecoflex - 4,24 62,54 78,73
2PV3 -
2::; prasek Ecoflex gjgggg 4,24 62,54 78,73
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2P3 0,49864
2TEF1 - 0,50098
2TEF2 f°"160%°‘r’;'ex 0,50089 4,24 62,54 | 7873
2TEF3 " 0,50022
2TLF1 B 0,50219
2TLF2 folie Ecoflex 050050 | 424 | 6254 | 7873

300um
2TLF3 0,50100
3MIC Celuloza 0,19007 4,28 4239 | 77,95
3SL1 ;
3SL2 slepy pokus - 4,28 - 77,95
3SL3 ;
3P1 0,50011
3P2 prasek Ecoflex | 0,50059 4,28 62,54 | 77,95
3P3 0,49899
3TEF1 B 0,50009
3TEF2 f°"1eo'f)°?r‘:'ex 0,50007 4,28 62,54 | 77,95
3TEF3 " 0,50065
aMIC Celuloza 0,20694 413 42,39 | 80,79
4sL1 ;
4SL2 slepy pokus - 4,13 - 80,79
4SL3 ;
4P1 0,49998
4P2 prasek Ecoflex | 0,50096 4,13 62,54 | 80,79
4P3 0,50087
4TEF1 B 0,50216
4TEF2 f°"130%°°ﬂex 0,50072 4,13 62,54 | 80,79
pm

4TEF3 0,50071

Legenda pro tabulku 5.:

1 - Lukovecek

2 -Vidce

3 - Nové Mésto na Moravé

4 - Veverské Kninice

MIC — mikrokrystalicka celulosa
SL - slepy pokus

PV —povlak na perlitu

P —prasek

TEF — f6liec 100 pm

TLF - folie 300 um
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8.8.1 Analyza CO;a O;

V prubéhu pokust bylo stanoveni CO; a O, provadéno na plynovém chromatografu
Agilent 7890. Byly pouzity dvé sklenéné napliiové kolony o délce 1,829 m, které byly za-
pojeny do série. Jako napli byl pouzit Porapak Q s velikosti ¢astic 80/100 MESH a mole-
kulové sito SA s velikosti ¢astic 60/80 MESH. Prvni pro stanoveni CO,, druha pro stano-
veni O,. Vyhodnoceni probihalo metodou piimé kalibrace. K detekci byl pouzit teplotné

vodivostni detektor.

Analyza byla zapocata na molekulovém sité¢ SA. Po 0,9 minutach bylo pfepnuto na
Porapak Q, kde se stanovil CO,. Po uplynuti 2 minut byl ventil piepnut na molekulové sito

a byl méten O, (Tabulka 6.).

Jako nosny plyn slouzilo helium (He) Cistoty 4.6. K pfepinani ventilti byl pouzit du-
sik (N3). Ten byl pfivadén ve smési (vzduch). Vyhodnoceni se provadélo programem GC
ChemStation, metodou piimé kalibrace. Byl zméfen vzorek smésného syntetického plynu
Linde Technoplyn pro stanoveni obsahu CO; a vzduch, pro stanoveni O,. Z tohoto byly

stanoveny kalibra¢ni kiivky.

Vzorek byl davkovan injekcni stiikaCkou Hamilton 100 um. Byl odebran z ldhve,

ktera byla nejdiive potadné protiepana, pies septum.

Tabulka 6.: Parametry plynového chromatografu Agilent 7890

Parametry Analyza
Injektor 200
Teplota [°C] Termostat 60
Detektor (TCD) 250
Typ He
Nosny plyn
Pritok [ml/min] 53
5 0,9
Cas [min]
Ptepinani ventila 2,0
Plyn N,, vzduch
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8.8.2 ProvzdusSinovani

Po zméteni obsahu CO; a O, byly vzorky 20 minut provzdusnovany. Atmosféricky
vzduch byl zbaven CO, v absorbéru s SM roztokem NaOH. Jako pojistka pro vycerpani
roztoku slouzil 0,05M Ba(OH),. Vzduch byl cerpadlem pfivadén gumovymi hadi¢kami.

8.9 Izolace mikroorganismi rozkladajicich kopolyester metodou zon

Do sterilnich Petriho misek byla pfipravovana zivna média, na kterych byl pozorovan
rozklad kopolyesteru. Zivna ptda byla pfipravena z mineralniho média (MM), kdy misto
85 ml destilované vody bylo pouzito jen 75 ml a zbyvajicich 10 ml bylo doplnéno rozto-
kem submikrocastic Ecoflexu. 100 ml minerdlniho média bylo smichano s 2,2 g Cistého
agaru a sterilizovano v autoklavu 25 minut pii 100°C. Po ochlazeni byl agar rozlit
v aseptickém boxu do Petriho misek a nechal se zatuhnout. Na takto vyrobené¢ misky byly
oc¢kovany vytfepy z pad (popsano v kapitole 8.2). Misky byly inkubovany pfi laboratorni
teploté.

Sterilizace zivné puidy se ukazala jako nedostatecnd, proto byla zvySena na 25 minut
pti 121°C.

Pokusy byly provadény i s kalem a kompostem. Tyto byly inkubovany pti 58°C.
Kvuli zfetelnéjSimu zobrazovani svétlejSich zon byly vyrobeny misky s 2x a 4x vySSim

obsahem submikroc¢éstic Ecoxlexu. Tyto misky byly vice mlécné a zony se jevily zfetelnéji.

Na takto pfipravenych miskach byly pozorovany vznikajici svétlejsi zony, které
vznikly projasnénim misek v disledku rozlozeni ¢éstic Ecoflexu zpusobujiciho zakaleni

misky mikroorganismy.

8.9.1 Ockovani Zivnych pad

Z vytiepu vzorku o ptislusném fedéni bylo o¢kovano potiebné mnozstvi pfimo na
Petriho misku s zivnou pidou a rozetfeno sterilni sklenénou hokejkou. Z ptfipravenych
zkumavek bylo o¢kovano 100 pl, &imz doslo k dalsimu nafedéni vzorku o 107, Redéni 10™
bylo dosazeno odebranim 1 ml pfimo ze suspenda&niho média. Pro ziskani fedéni 107 bylo

ze suspendacniho média odebrano 100 pl. Po zaschnuti byly misky uloZeny k inkubaci.
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8.9.2 Preockovani kultur

Z Petriho misky byla klickou asepticky odebrana kultura, kterd byla nanesena na
novou misku kiizovym roztérem, roztérem ve tvaru ,,hadka“ nebo piimou Carou do stfedu
misky (kvtli ztetelnosti zon) (Obrazek 6.). Takto ptipravené misky byly inkubovany pfi

pozadované teplot¢.

Obrazek 6.: Nakres pieockovani kultur
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I11. VYSLEDKY A DISKUZE
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9 BIODEGRADACE VZORKU V PROSTREDI PUDY

Biodegradace vzorku byla sledovana produkci CO,. Mnozstvi CO, a O, byly méfeny
plynovou chromatografii. Postup pfipravy bioreaktorti je popsan v kapitole 8.8.

9.1 Struktura materialu

Vzorek byl podroben elektronové mikroskopii. Vzorek nebyl pfed mikroskopii nijak

upravovan, pouze tésné pred méfenim byla na povrch vzorku nanesena tenkd vrstva uslech-

tilého kovu.

SEM MAG: 500 x Det: BSE Detector VEGAW TESC/
SEM HV: 5.00 KV SM: RESOLUTION 100 pm
Vac: Hivac Date(m/dAy): 09/29/09 Digital Microscopy Imaging I

S T e 4
SEM MAG: 100 x etector
SEM HV: 5.00 kv SM: RESOLUTION 500 pm
Vac: Hivac Date(m/dAy): 09/29/09

Digital Microscopy Imaging n

Obrazek 7.: Mikrofotografie vzorku Ecoflexu ve formé prasku ziskanéd metodou skenovaci
elektronové mikroskopie. U snimku je pod vlastnim obrazkem vyznaceno zvétSeni a meftit-

ko.

Na snimcich (Obrazek 7.) je vzorek Ecoflexu ve formé prasku. Piesna distribuce
prasku nebyla zméiena, ale prasek byl prosit pies sito o velikosti otvort 1 mm. Z Obrazku

7 je vidét, ze velikost ¢astic se pohybovala kolem 200 um. Prasek mél tendenci vytvaret

agregaty.
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9.2 Charakteristika pudnich vzorki

9.2.1 Mikrobiologicky rozbor pid

U viech pouzitych pid, odebranych z riznych lokalit Ceské republiky, byl proveden
mikrobiologicky rozbor. Stanoveni bylo zaméteno na obsah zékladnich druhd mikroorga-
nismil. Stanovovany byly vlaknité plisn¢, chemoorganotrofni aerobni bakterie a aktinomy-
cety. Jejich pocCty jsou uvedeny v Tabulce 7. Tyto rozbory byly provedeny pro zjisténi mik-

robialni aktivity pid a podle té byly vybrany nejvice mikrobidln¢ ozivené pudy pro stano-

veni. Pracovni postup je uveden v kapitole 8.4.

Tabulka 7.: Stanovené pocty mikroorganismt v padach

Chemoorganotrofni
Lokalita VIiknité plisné Aktinomycéty
aerobni bakterie
Ivait® 2,25.10° 9,81.10° 6,18.10°
Popice® 6,65,10° 4,83.10° 4,83.10°
Brat&ice® 5,37.10* 5,65.10° 3,30.10°
Nové Mésto na . 5 s
6,89.10 4,59.10 3,44.10
Moraveé?
Veverské Kninice® 3,78.10° 5,26.10° 2,92.10°
Vatin® 1,82.10* 3,18.10° 2,71.10°
Hodonin® 2,56.10° 2,71.10° 2,11.10°
Lukovedek 5,74.10* 4,09.10’ 7,9.10°
Vidée 8,13.10° 6,73.10° 3,24.10°
CFU/g suchého vzorku

* - stanoveno v ramci diplomové prace Bc. Zuzany Koneéné [18]
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9.2.2 SuSina pud

Aby bylo mozno do pokust navazit pottebné mnozstvi susiny jednotlivych ptd, byly

suSiny pud stanovemy. Vysledky jsou prezentovany v Tabulce 8.

Tabulka 8.: Stanovené hodnoty susin ptad

Lokalita SuSina [%]
Ivan 85,19
Popice 90,77
Bratcice 88,19
Nové Mésto na Moravé 77,95
Veverské Kninice 80,79
Lukovecéek 77,81
Vidce 78,73

9.2.3 pH piad

U vsech pouzitych puad bylo méteno pH. Postup je uveden v kapitole 8.5. a vysledky

zaznamenany do Tabulky 9.

Tabulka 9.: Namétené hodnoty aktivniho a vyménného pH

Vzorek pudy PH mo0 PH xa
Ivan 7,863 6,654
Popice 8,203 7,479
Bratcice 8,101 6,858
Nové Mésto na Moravé 6,982 6,189
Veverské Kninice 7,520 6,972
Lukovecek 7,292 6,605
Vidce 6,766 5,580
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Legenda pro Tabulku 9.:
pH mo0 - aktivni pidni reakce

pH xc1 - vyménna plidni reakce

9.2.4 Obsah pidni organické hmoty

Hodnoty organického podilu (Tabulka 10.) byly ziskany od Ing. Jifiho Jandaka,
MZLU Brno.

Tabulka 10.: Organicka hmota v zeméd¢lskych padach

Lokalita Cox POH

Ivan 2,50 4,30

Popice 1,20 2,07
Bratcice 1,77 3,05

Nové Mésto na Moravé 1,48 2,56
Veverské Kninice 0,97 1,67
Vatin 1,63 2,81
Hodonin 0,60 1,04

Legenda k tabulce 10.:
Cox - procenticky obsah oxidovatelného uhliku pady

POH - procenticky obsah piidni organické hmoty

9.3 Biodegradace sledovana pomoci produkce CO,

Lahve pro biodegradaci byly ulozeny ve tm¢ v 25°C. Na plynovém chromatografu GC
Agilent 7890 bylo méteno vyprodukované mnozstvi CO,, vzniklé biodegradaci materidlu.

Zaroven bylo stanoveno i mnozstvi O,, jako kontrola aerobnich podminek.
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V prvnim pokusu byla zkouména biodegradace vzorka folie 100 a 300 um a prasku.
Vzorky pudy byly odebrany z lokalit Ivan, Popice a Brat¢ice. Pokus trval 76 dni. Ve dru-
hém pokusu byly pouzity lesni ptidy z Lukovecku a Vid¢e. Ke vzorkiim Ecoflexu byl pfi-
dan povlak na perlitu. Zemédélské pidy pouzité ve tietim pokusu pochézely z lokalit Nové
Meésto na Moravé a Veverské Kninice. Biodegradace byla pozorovéana pouze u vzorku félie

100 pm a prasku.

Na pocatku pokusu byly vzorky méfeny po tydnu, ale jelikoz hodnoty naméfeného

CO; byly nizké, preslo se na méfeni po 14ti dnech, coz se ukazalo jako dostatecné.

V grafu (Obrazek 8.) je vidét, ze degradace v nékterych vzorcich obcas klesly. Stalo se
to v dasledku malé produkce CO; ve vzorku, od které byla od¢itana produkce CO; ve sle-
pém pokusu. Vzhledem k tomu, Ze obé hodnoty byly na hranici statistickych chyb méteni
mezi jednotlivymi paralelnimi vzorky, mohlo v nékterych ptipadech dojit ve vysledku
k ziskani zapornych hodnot. Ktivky uvedeny v grafu degradace jsou aritmetickym pramé-
rem tii méfenych vzorkl. Pokles kiivky mohl byt zpiisoben také vychylenim jednoho ze

vzorku.

V prubéhu pokusu doslo k nékolika problémtim. Projevila se zavada na plynovém
chromatografu, ktera byla odstranéna vycisténim ventilu. Dalsi komplikaci byla netésnost
davkovaci stiikacky. Doslo také k ucpani jehly v davkovaci stfikacce, ale vyménénim jehly
byla komplikace odstranéna. VSechny problémy se podatilo uspé$né vytesit a nemély vliv

na zaznamenani pribéhu pokusu.

Ve vSech pokusech byly vSechny vzorky i slepé pokusy stanovovany 3x vedle sebe.

Pouze referen¢ni vzorek, celulosa, byla stanovovana pro kazdou piidu pouze jednou.
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Dc [%]

2,5

t[d]

——|van 100um
——Popice 100um
—#— Bratcice 100um
——Ivan 300um
—#—Popice 300um
—@— Bratcice 300um

—+—Ivan prasek

Popice prasek
—i— Bratcice prasek
—e¢—|van celulosa
—=—Popice celulosa

—=—Bratcice celulosa

Obrazek 8.: Graf degradace polyesteru v zemédélskych piidach

Produkze uhliku [mg]
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Obrazek 9.: Souhrnny graf degradace polyesteru pro jednotlivé vzorky v zeméd¢€lskych

pudach
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Z grafu degradace (Obrdzek 8.) je ziejmé, ze po 76ti dnech kultivace doslo jen
k minimalni nebo zadné degradaci vzorkll. Ze smérodatnych odchylek lze usuzovat, ze

vysledné naméfené hodnoty jsou v rozmezi chyby a tudiz vzorek degradaci nepodléhal.

Jeden vzorek se v grafu (Obrdzek 8.) ztetelné vychyluje od ostatnich — Ivan folie 100
um, jehoz degradace je zietelné¢ vyssi nez nula, ale domnivame se, ze tento vysledek nelze
brat jako prikazny, protoze v jinych pokusech, ve kterych byla pouzita 1épe rozlozitelna

forma vzorku — prasek, degradace neprob¢hla.

Produkce uhliku jednotlivych vzorkt, ze kterych byla pocitana primérnd degradace

jsou zaznamenany v souhrnném grafu degradace polyesteru (Obrdzek 9.).

== ukovecak 100um
== ukovecek 300um
==L ukovecek Frasek
== | Ukovecek Fovlak na

perlitu
==\ IdCe 100um

Dc [%]

=0=\VidCe 300um

Vidce Frasek

Vidce Fovlak na
perlitu

Obrazek 10.: Graf degradace polyesteru v lesnich pidach
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Obrazek 11.: Souhrnny graf degradace polyesteru pro jednotlivé vzorky v lesnich piidach

Graf (Obrazek 10.) znazoriuje prubeh degradace vzorku v prostiedi lesnich pud. Ty

pochézely z lokalit Lukovecek a Vidce. Pokus probihal 82 dni.

Poté co bylo zjisténo, Ze biodegradace hodnocené¢ho vzorku se zemédélskymi

pudami neprobihd, rozhodli jsme se zopakovat pokus slesnimi plidami, protoze

Pravdépodobné je to diky vy$Simu obsahu organické hmoty a potencidlné vysSimu
mikrobialnimu oZiveni.
Celkova degradace vSech vzorka lesnich ptid v druhém pokusu je zndzornéna na

Obrazku 11.
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—eo— Nové Mésto na Moraveé
100um

—@— Nové Mésto na Moraveé
Prasek

=== Noveé Mésto na Moravé
celuloza
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—4—Veverské Kninice
100um
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Obrazek 12.: Graf zavislosti degradace polyesteru v zemé&délskych padach
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Obrazek 13.: Souhrnny graf degradace polyesteru pro jednotlivé vzorky v zeméd¢€lskych
pudach

V grafu (Obrdzek 12.) je zaznamenan prubeh pokusu se zemédélskymi pidami Nové
M¢ésto na Moravé a Veverské Kninice. Pokus probihal 72 dni. Produkce uhliku u

jednotlivych vzorki zemédé€lskych pad je zndzornéna na Obrazku 13.

Pokus o biodegradaci Ecoflexu se nezdatil ani se zemé&d¢lskymi pidami a nebyl pa-

trny zadny rozdil mezi jednotlivymi formami vzorku na rozdil od kompostu. Vysledky jsou
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pomérné piekvapivé, vzhledem k tomu ze material je vyrdbén s oznacenim biodegradabil-
ni. Na druhou stranu ani v literatuie jsme nenasli presvédcivé dikazy o biodegradabilité
materidlu v piidé. Z tohoto hlediska vysledky jiz tak ptekvapivé nejsou. Rovnéz pro jiné
polyestery napt. PLA se zda, Ze jejich biodegradace v puidé je problematicka na rozdil od
biodegradace v kompostu kde probiha rychle. [4]

Vysledky degradace vSech vzorkt v pidach jsou zhodnoceny v tabulce 11. Je uveden
pocet dni probihani pokusu, vysledna degradace uvedena v procentech a chyba urcena ze

smérodatné odchylky.

Tabulka 11.: Vysledné degradace vzorkl v pudé

Puada Vzorek Dny % degradace Chyba
celulosa 76 0,804 -
prasek 76 0,253 0,186
Ivan
Folie 100 um 76 2,118 1,327
Folie 300 pum 76 0,682 1,291
celulosa 76 1,421 -
prasek 76 0,025 0,015
Popice
Folie 100 um 76 0,142 0,069
Folie 300 pm 76 0,258 0,048
celulosa 76 1,602 -
prasek 76 0,117 0,029
Bratcice
Folie 100 um 76 0,318 0,029
Folie 300 pm 76 0,258 0,128
celulosa 72 1,114 -
Nové Mésto
prasek 72 0,231 0,321
na Moravé
Folie 100 um 72 0,206 0,003
Veverské celulosa 72 0,726 -
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Kninice prasek 72 0,874 0,053
Folie 100 um 72 0,238 0,009
celulosa 82 2,509 -
povlak 78 2,100 1,231
Lukoveéek prasek 82 0,408 0,399
Folie 100 um 82 0,358 0,975
Folie 300 pum 82 0,973 0,585
celulosa 82 1,661 -
povlak 78 0,303 0,021
Vidce prasek 82 0,024 0,013
Folie 100 pm 82 0,179 0,084
Folie 300 um 82 0,228 0,053

9.4 Mikroskopie degradovaného vzorku

Jesté pred zahajenim pokust byl zkouman vzorek piipraveny v rdmci diplomové pra-
ce Bc. Zuzany Konecné [18]. Vzorek podrobeny biodegradaci byl mikroskopovan za tice-
lem zjiSténi trovné naruSeni povrchu. Jednalo se o vzorek folie o tloust’ce 100 pm. Vzorek
byl vyndéan z biodegradac¢ni lahve, vloZen do fixacniho roztoku a ptes noc ulozen do chlad-
ni¢ky. Druhy den byl po vyndani oplachnut destilovanou vodou a piichycen oboustrannou
lepici paskou na podlozni skli¢ko. Po obarveni karbolfuchsinem byl vzorek mikroskopovan
a vyfocen. Hledali jsme mikroorganismy na povrchu folie ptipadné biodeterioraci povrchu

pusobenim mikroorganismil.
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Obrazek 14.: Fotografie vzorku Ecoflexu folie 100 um potizena metodou optické

mikroskopie
Z fotografie (Obrdazek 14.) je patrné, ze na povrchu vzorku folie nebyly zadné znamky

charakteristické pro tvar mikroorganismi. Pomoci optické mikroskopie se nedala pozoro-

vat ani zietelna deteriorace povrchu.
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10 IZOLACE MIKROORGANISMU METODOU ZON

Ptesto, ze v pribéhu biodegrada¢nich pokust nebyla zaznamendna vyznamna minera-
lizace uhliku ze vzorku ani v jednom ptipad¢, pokusili jsme se detekovat piitomnost mik-
roorganismu rozkladajicich polymer na agarovych plotnach a ptipadn¢ izolovat degradujici
kmen. Pokus byl provadén se vzorky pud a kompostu, kdy u kompostu byl predpoklad, ze
néjaké mikroorganismy budou pfitomny, protoze biodegradace v ném probihala. Také jsme
chtéli vyzkouset princip metody popsané v literatuie. Médium bylo pfipraveno v principu
tak, Ze do mineralniho média s malym piidavkem kvasni¢ného autolysatu (metody) byla
nadavkovéana suspenze submikrocastic polymeru (vysledna koncentrace 0,2 g/l) a agar.
Tato smés byla nésledn¢ sterilizovana. Nejprve byly pouzity sterilizaéni podminky 100°C
25 minut, ale ukézalo se, ze agarové plotny zacaly zevniti prortstat kontaminujicim mikro-
organismem. Proto byla teplota zvySena na 121°C, coz je ovSem v podstaté také teplota
tani polymeru. Mlé¢ny vzhled ploten vSak zlstal zachovan a proto byly tyto podminky dale

pouzivany, kontaminace se jiZ neobjevila.

Podstata metody spociva v tom, ze degradani kmen hydrolyzuje polymer. Suspenze
polymeru, ktera je v agarovych plotnach rozptyluje svétlo, proto je kultivacni miska mlé¢-

na. Po degradaci polyesteru je zona méné zamlzena.

Byly vyrobeny vytiepy zkoumanych ptd (kapitole 8.2) v popsaném suspendacnim mé-
diu kapitole 5.1. Témito byly naockovany Petriho misky s zivhymi ptidami, postupy jsou
uvedeny v kapitole 9.1. Pokusy byly nejdiive provadény s lesnimi piidami pti laboratorni
teploté. Po zdokonaleni metody byl pokus proveden se vSemi pouzitymi vzorky puad, kom-

postem a kalem. Vysledky stanoveni jsou shrnuty v tabulkach 12. a 13. a 14.

Tabulka 12.: Stanovené pocty zon v lesnich pidach

Pocet zon

- CFU/g CFU/g CFU/g

—( — 2 2
Vzorek 1°§ 8 suchého S suchého S suchého

S |« e <
=2 = vzorku | <« vzorku | o vzorku
10" | 12 ] 1,54.10° | 2 | 2,57.10° | 18 | 2,31.10°

Lukovecek

107 | 2 | 2,57.10° | 0 0 6 | 7,71.10°
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10" | 13 | 1,65.10* | 11 | 1,40.10° 1,02.10°
Vidce
10° | 3 | 3,81.10° | 1 | 1,27.10° 2,54.10°
Tabulka 13.: Stanovené pocty zo6n v kompostu a kalu
. CFU/g suchého
Vzorek Redéni Pocet z6n
vzorku
4 6
Adaptovany kom- 10 112 2,02.10
post 107 10 1,8.10°
Neadaptovany kom-
P Y 102 25 4,5.10°
post
Kal® 10° 0 0vml

* misky byly pokryty mnozstvim zne¢isténi, i kdyz byl kal zfedén, proto zény mohly byt

nejasné

Tabulka 14.: Stanovené poCty zon v zeméde€lskych pidach

. CFU/g suchého
Vzorek Redéni Pocet zon
vzorku
10! 65 7,63.10°
Ivan
10 16 1,88.10°
107 nepocitatelné -
Popice
10 113 1,24.10*
107! 125 1,42.10°
Bratcice
10 18 2,04.10°
-1 3
Nové Mésto na 10 148 1,90.10
MOI’aVé 10'2 23 2’95103
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107! 179 2,22.10°
Veverské Kninice

10 52 6,44.10°

Obrézek 15.: Z6ény na misce s lesni ptidou z Vidce

Po 7mi dnech inkubace se na miskach (Obrdzek 15.) zacaly objevovat svétlejsi zo-
ny. Uprostied zon nebyly viditelné zadné kolonie, piesto jsme stfed pteockovali. Na polo-
viné misky byl proveden kiiZzovy roztér a na druhé hadek. Ten byl provadén z diivodu lepsi

viditelnosti vznikajicich svétlejsSich zon.
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Obrazek 16.: KiiZovy roztér a hadek pieockované

z predchozi misky

U ktizového (Obrazek 16.) roztéru byly po tydnu inkubace Spatné viditelné 2 svét-
lejsi zony. U hadka byla zona jasné zietelna a s prodluzujici se inkubaci se roz§ifovala.

Proto jsme ho pouzivali pro dalsi pfeoCkovani.

Byly pfipraveny také misky s 2x a 4x vétsim mnozstvim submikroc¢astic polymeru,
kvali lepsi viditelnosti vznikajicich svétlejSich zon. Tyto misky byly vice mlécné, nez ty
doposud pouzivané. Na miskach s dvojnasobnym obsahem submikroc¢éstic Ecoflexu byly
zony vidét zietelngji, proto byly pouZivany pro dalsi pokusy. Zivné pudy se étyfnasobnym
mnozstvim vzorku vypadaly témér stejné jako ty s dvojnadsobnym, obsah polymeru byl
ziejme jiz vysoky, protoze na miskach dochéazelo ke zpomalovéni rastu mikroorganismii.

Proto s témito miskami jiz nebyly dalsi pokusy provadény.
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Obrazek 17.: Pfeockovana kultura z predeslé misky

Obrazek 18.: Pfeockovany mikroorganismus na misce s 2x

vétSim mnozstvim submikrocastic Ecoflexu
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Bakterie (Obrdzek 18.) byla pteockovana z misky P2.4*4 23.3. (Obrazek 17.). Za
dva dny inkubace byla jiz zietelna linie bakterie a po 7mi dnech se objevily svétlejsi zony.
Pigment bakterie byl vyrazné€ Zluty, tento mikroorganismus ovSem rostl v celé délce linie,
zatimco svétlé zony se objevovaly pouze v nékterych mistech. Z toho Ize usoudit, Ze mik-
roorganismus se Zlutym pigmentem nebyl pfimym pivodcem rozkladu polyesteru. Na mis-
ce s 2x niz$i koncentraci Ecoflexu byl pigment svétlejsi. Z tohoto I1ze usuzovat, Ze pigment
bakterie byl zavisly na koncentraci vzorku v Zivné plidé. Byly zietelné prosvétlené zony
v okoli naoCkované bakterie, ty byly porosteny plisni. Zajimavé bylo, ze pigment bakterie
byl vyraznéjsi v misté zony, nez tam, kde zona nebyla. Bakterie v misté zony zaujimala

A%

také vetsi Sitku. Svétlejsi zony nebyly po celé délce bakterie.

Obrazek 19.: Bakterie a pliseni ziskané z minulé misky

Na misce (Obrdzek 19.) bylo provedeno preockovani bakterie a plisné¢ odebranych
z predchozi misky. Svisle byla naockovéana bakterie a vodorovné pliseii. Bakterie i pliseni
byly na misku naoCkovany dvéma tahy (tam a zpét), aby doslo k rovnomérnému naneseni.

Svétlejsi zony se objevily po celé délce obou mikroorganismt i jako kulaté zony v jejich
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blizkosti. Vysvétlenim vysledki miize byt smichani obou kmenil, jelikoZz projasnéné zony

se po tydenni inkubaci vyskytovaly podél plisn¢ i bakterie.

Kultura byla pfeoCkovana jesté na 2 misky, kdy na jedné byl na povrch nejdiive na-
nesen roztok actidione (pro eliminaci plisni), a byl pozorovan rozdil mezi nimi. Mikroor-
ganismus rostl na obou miskach a soucasné byly na obou pozorovatelné po sedmidenni
inkubaci zfetelné svétlé zony. Z tohoto pokusu tedy usuzujeme, Ze mikroorganismus, ktery

je zodpovédny za vznik zon je bakterie.

Pti lahvovych pokusech dochazelo v kompostu k biodegradaci vzorku. Pfi stanove-
ni poctu degradérti v kompostu se na miskach objevovaly vétsi pocty svétlejSich zon nez
pii stanoveni piid. To bylo zplisobeno ziejmé tim, ze v kompostu se nachazi vic mikroor-

ganismu schopnych degradace polyesteru nez v pide¢.

Byl proveden také pokus s adaptovanym a neadaptovanym kompostem. V obou pfi-
padech podle vzniklych zon byli ptitomni degradéfi, ale v neadaptovaném kompostu jich
bylo podstatné¢ méné nez v kompostu adaptovaném. To je pfirozené, protoze v adaptova-

ném kompostu se ptitomné mikroorganismy jiz rozmnozily.

Pti stanoveni mikroorganismi metodou zén se objevilo hned nékolik komplikaci.
Pii vyrobé zivné pudy s Ecoflexem jsme nejdiive pouzili 1,8 g Cist¢ho agaru na 100 ml
roztoku, coz se ukazalo jako nedostatecné, jelikoz misky viibec nezatuhly. Proto byla dav-
ka zvySena na 2,2 g na 100 ml. Dalsi problém nastal pii sterilizaci, kterd byla ptivodné pro-
vedena pii 100°C 25 minut. Teplota byla volena nizsi, aby nedoslo k destrukci polyesteru.
Sterilizace se ale ukazala jako nedostatecna, proto byla zvySena na 25 minut pii 121°C.
Nejdtive byly vyrabény misky s niZsi vrstvou média, aby byly zony dobie vidét. Casem ale
bylo zjiSténo, Ze zony jsou zietelnéjsi na vyssSich vrstvach média, kdy je miska tmavsi. Ta-
ké zvySeni obsahu Ecoflexu v médiu mélo pfiznivy vliv na leps$i viditelnost. Misky byly
hodn¢ mlécné. ZkousSeli jsme obsah Castic 2x a 4x zvysit. Dvojnasobny objem se ukazal
jako idedlni pro stanoveni, pfi ¢tyfndsobném objemu c¢astic jiz dochazelo ke zpomalovani

ristu mikroorganismu.

Z tohoto pokusu vyplyva zvlastni zjisténi, ze degradéii kopolyesteru jsou v pudé

pritomni, ale pfesto pii lahvovych pokusech nedoslo k degradaci vzorku. Byli prokdzéni 1
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v kompostu, ve kterém jich bylo o n¢kolik fada vice, a v ném vzorek byl za vyssi teploty
rozlozitelny. Lze ptedpokladat, Ze pozorovany mikroorganismus byl ve vSech vzorcich pad
a kompostii podobny, jelikoZ na vSech miskach, kde vznikaly svétlejSi zony, nebyla
v zadné zoné zietelna kolonie. Mohl by to byt mikroorganismus, ktery netvofi dobie vidi-
telné kolonie, nebo by se mohlo jednat o symbiotickou degradaci, kdy neni mozno izolovat

jeden organismus.

Vsechny fotografie uvedené v diplomové praci jsou k dispozici ve vyssim rozliSeni

na ptilozeném CD.
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ZAVER

V této diplomové praci byla sledovana biodegradabilita Ecoflexu v prostiedi pudy
za mirnych podminek. Bylo pouZzito n€kolik forem vzorki (folie 100 a 300um, prasek, po-
vlak na perlitu). Soucasné bylo pouzito né¢kolik vzorkli pid (zemédélské, lesni) z riznych
lokalit (Ivan, Popice, BratCice, Nové M¢ésto na Morave, Veverské Kninice, Lukovecek,
Vidce). Bylo zjisténo, ze vzorek po dobu priibéhu pokusti v mirnych podminkach biode-
gradaci nepodlehl. Mira biodegradace byla sledovana produkci CO, metodou plynové

chromatografie.

Pokusy probihaly pfi 25°C 11 tydnti. Biodegradace neprobihala v zddném druhu

pouzitych ptid. VSechny formy vzorku se ukazaly za téchto podminek nerozlozitelné.

V dalsi ¢asti byla provedena izolace mikroorganismti metodou zon. V tomto pokusu
byl zjistén rozklad submikroc¢astic Ecoflexu, ktery se projevoval vznikem svétlejSich zon
na zivném médiu. U vSech vzorkl ptid byly na kultivacnich miskach znatelné svétlejsi zo-
ny, coz ukazuje na pritomnost degradéri. Spolu s piidou byly podrobeny pokusu i kompost
a kal, kdy byly i zde zaznamenany prosvétlené zony. Jejich pocty jsou uvedeny v kapitole

10 v Tabulce 12. — 14.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BSK  Biologicka spotieba kysliku

BTA 1,4 —butandiol

CD Compact disc (kompaktni disk)

CFU Colony forming units (pocet kolonii tvoficich jednotek)
DIN  Deutsche Industrie-Norm (némecka primyslova norma)
EN European norm (evropskéa norma)

CHSK Chemicka spotieba kysliku

MM  Mineralni médium

MZLU Mendelova zemé&délska a lesnicka univerzita

PBAT Polyetylen lipan tereftalat

PBS  Polyetylen jantaran

PCL  Polykaprolakton

PEA  Polyester amid

PE-LD Nizkohustotni polyetylen

PET  Polyetylen tereftalat

PLA  Polymlécna kyselina

PVA  Polyvinyl alkohol

TCD Tepeln¢ vodivostni detektor

UV  Ultraviolet (ultrafialovy)
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PRILOHA PI: OBSAH PUDNI ORGANICKE HMOTY

5.1.2. STANOVENiI NA MOKRE CESTE

Nejéastéjsi u nas pouZivanou metodou stanoveni organického uhliku
v pldé je stanoveni na mokré cesté, které ma fadu modifikaci. V podstaté se
jednd o oxidaci organického uhliku (Corg) kyslikem oxidantu (dvojchromanu
draselného) v prostiedi kyseliny sirové. Zoxidovany uhlik se stanovi bud z kvanta
vyprodukovaného CO,, nebo se vypocte z oxidacniho Cinidla, spotrfebovaného pi
titraci. Jedna z Fady variant oxidimetrického stanoveni je oxidaéné redukéni titrace
pedle Walkley-Blacka v modifikaci Novaka-Peliska, kterou zde uvadime podrobné.

5.1.2.1. OXIDIMETRICKE STANOVENI
{mokrou cestou — metoda Walkley - Black, modif. Novak- Pelidek)

Princip: Organicky uhlik humusovych latek se zoxiduje chromsirovou smési pfi
zvy$ené teploté (120 °C) a oxidaéné redukéni titraci Mohrovou soli se stanovi
nezreagovany zbytek chromsirové smési. Reakce probihaji nasledovné :
2KCr07 + 3C + 8H80, = 2K;S04 +3C0O; + 8H0 + 2 Cra/SO4/;
KoCroO7 + 7HSO, + Fe/NH4/>/SO4fs = K804 + Cr/SO4/3 + 3Fe,/S0O4/; +
6/INH4/,S04+7 H;0
Potieby: Erlenmayerova banka cca SOOCm , automaticka pipeta o objemu 20cm?®,
dvé byrety, odmérny valec 10cm® a 200cm®.
Reagencie: - 0,166M KxCr.O7 (1N)

- 0,5M Fe/NH4/»/SO4/; - Mohrova sil (0,5N)

- konc.H>804, konc. HaPQy, o-fenantrolin.
Pfiprava reagenci: - 0,166M KoCr;Q; — mol. hmotnost 284,21 déleno 3esti Gini
49,035g. Rozpustime ve 400cm’ destil.vody a dopinime do 1000cm?.

- 0,5M (0,5N) Mohrova siil — mol. hmotnost 392 14 déleno
dvéma tedy -196,07g FeINHleSOdz 6H,0 rozpustime v 500cm® destilované
vody, pfefiltrujeme, pfidame 20cm® konc H2504 a po vychladnuti se roztok doplini
v odmérné barice na objem 1000cm?®.

- 1,624g o-fenantrolinu a 0,695g siranu Zeleznatého rozpustime v destil.
vodé a dopinime do 100 ml.
Postup: Vzorek zeminy se jemné rozetfe v achatové misce (jemnozem Hl), navaz-
ka pGdniho vzorku vychazi z pfedpokladaného obsahu humusu dle tabulky 5.1.

Tabutka €. 5.1: Vztah mezi obsahem humusu a navazkou pldniho vzorku

Humus (%) Corg (%) Navazka (g) |
<1 < 0,58 1,00
1-2 0,60-1,20 1,00 -0,50
2-4 1,20-2.30 0,50 -90,20
4-7 2,30~ 4,10 0,20-0,15
7-10 4,10 -5,80 0,15-0,10
10-15 580-8,70 0,10-0,05

Navaz:me jemnozem i} (dle tabulky 5.1) do Erlenmayerovy banky o objemu

250 cm®. Z byrety pfidame 10cm? dvojchromanu draselného a 10 cm® konc.

kyseliny sirové a obsah se opatrné krouzivym pohybem promicha tak, aby zemina

neulpéla na sténach nadobky ( pozor na bouflivou reakci vznikajici pfi spalovani a

oxidaci organlcke hmoty!). Smés se ponecha v klldu nejméné 1 hod. Pak se zredu

cea 200cm® destilované vody, na maskovani Fe*" se valetkem pfida cca 6 cm®
82



konc. kyseliny fosforeéné a 5—-7 kapek indikatoru o-fenantrolinu. Titrujeme 0,5M
Mohrovou soli. Barevny pfechod indikujici konec titrace probiha z lahvové zelené
do hnédocervené barvy. Faktor (fitr roztoku) Mohrovy soii se musi denné
kontrolovat, i kdyZ se roztok uchovava vtmavé [ahvi a je kysely (dochazi
k Casteéné oxidaci Fe®* na Fe").

Stanoveni faktoru (titru) Mohrovy soli : 10cm® dvojchromanu draselného (0,166M)
a 20cm® konc. kyseliny sirové po 1 hod stani ziedime cca 200cm® destilované
vody, pfidame konc. kyselinu fosforecénou a indikator o-fenantrolin. Titrujeme 0,5M
Mohrovou soli do hnédocerveného zbarveni.

Vypoéet: Vypocet obsahu Corg ( % ) ve vzorku :

(10 - ¢.58.0,5).0,003.100

% Corg =
g
kde :
10 = pocet cm® dichromanu draselného (0,166 M)
¢ = Kkoncentrace roztoku Mohrovy soli (c=0,5M)
B = spotfeba Mohrovy soli pfi zpétné titraci v cm?
0,003 = faktor zvoleny za predpokladu, Ze tcm® K.Cro0O+(0,166M) oxiduje 3mg
Corg

g = navazka vzorku zeminy (g)

Prepocet uhliku na humus: humus(%) = %Corg . 1,724
Koeficient 1,724 byl vypoéitan za predpokiadu, Zze v humusu je pouze 58 % uhliku.

Tabulka &. 5.2: Hodnoceni ptid podle procenta stanoveného humusu

Hodnoceni obsahu Humus { %)
humusu

velmi vysoky vice nez 5
vysoky 3-5
stfedni 2-29
nizky 1-19
velmi nizky méné nez 1

Tabulka €. 5.3: Obsah humusu v ornicich nasich pud

Plidni pfedstavitel Humus ( %)
éernozem 22-45
hnédozem 1.7-19
luvizem 1,5- 3,8
pseudoglej 1,9—- 4,0
fluvizem 33— 45
¢ernice 3,8-53
glej 09-29
kambizem niZ8ich poloh 17— 43
kambizem vySsich poloh 34— 886
podzol 34-155
regozem 21— 34
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PRILOHA P I1: SOUHRNNY GRAF DEGRADACE POLYESTERU
PRO JEDNOTLIVE VZORKY V ZEMEDELSKYCH PUDACH
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PRILOHA P III: SOUHRNNY GRAF DEGRADACE POLYESTERU
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PRILOHA PIV: SOUHRNNY GRAF DEGRADACE POLYESTERU
PRO JEDNOTLIVE VZORKY V ZEMEDELSKYCH PUDACH
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