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ABSTRAKT 

Tato práce se  zabývá možnostmi mikrobiálního rozkladu polymerní sloučeniny 

polyvinylpyrrolidonu K15 za aerobních podmínek. Rozklad byl prováděn v prostředí 

aerobního aktivovaného kalu, půdních organismů zahradního kompostu, zemědělské půdy, 

komerčního kompostu a směsné půdy. Dále v prostředí čisté mikrobiální kultury, u níž byla 

zjištěna schopnost produkce enzymu γ – lactamas a pomocí mycelia z výroby penicilinu. 

Testy probíhaly na přístroji Micro-Oxymax a biologická rozložitelnost byla hodnocena 

podle biologické spotřeby kyslíku (BSK), případně podle poměru BSK/TSK.  

Úkolem práce bylo potvrdit pozitivní výsledky, kterých bylo dříve dosaženo v půdním 

prostředí. Tento cíl byl dosažen pouze u použití zemědělské půdy opět s nevýrazným 

rozkladem. 
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ABSTRACT  

This diploma work describes possibilities of microbial decomposition of 

polyvinylpyrrolidone K 15 in aerobic conditions. The decomposition was tested in the 

activated sludge, in the soils – garden compost, agricultural soil, commercial compost and in 

the mixed soil. Next, it was tested in clear microbial culture with production of enzymes γ-

lactamase and in the mycelium from penicillin production. The tests were performed help of 

the Micro-Oxymax. Biodegradability was evaluated by biological oxygen demand (BOD) or 

by ratio BOD/TOD (theoretical oxygen demand). 

The aim of diploma work was to confirm positive biiodegradation in soils. That achieved 

only in used agricultural soil but with not very significant biodegradation. 
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ÚVOD 

Polymery jsou v téměř všech oblastech  lidského života nepostradatelnou součástí. S rychle 

rostoucí tendencí produkce  polymerních materiálů a jejich hromaděním v enviromentu, bylo 

nutné začít řešit otázky jejich likvidace, protože jejich stálost  a zároveň množství by mohlo 

mít pro enviroment negativní vliv. Zájem o degradaci polymerů se rozvíjí především ve 

směru biologického rozkladu. Biodegradace je vhodná hlavně pro polymery ve vodě 

rozpustné. 

Významné místo v řešení problematiky rozkladu polymerních látek zaujímá např. 

polyvinylpyrrolidon (PVP). Tato látka je zajímavá nejen díky široké škále fyzikálních, 

chemických i biologických vlastností, ale hlavně díky rozsáhlému spektru využití.  

PVP není toxický, ale při hromadění díky své inertnosti představuje zátěž pro životní 

prostředí. Do enviromentu se dovstává výhradně antropogenní činností a jelikož je ve vodě 

rozpustný, představuje problém hlavně pro vodní a půdní prostředí. O celkovém dopadu 

tohoto polymeru na životní prostředí je známo poměrně málo. Předpokládá se, že 

biodegradace v půdě je účinnější než degradace ve vodách, protože je vůči většině 

čistírenských procesů odolný, a však celková degradace polymeru je poměrně špatná. 

Vzhledem k tomu je potřeba hledat jiné cesty předúprav, jako například použití vhodných 

enzymů či mikrobiálních kultur, které napomohou jeho  odstraňování. 

 

Tato práce navazuje svým zaměřením na sérii prací prováděných na Ústavu inženýrství 

životního prostředí fakulty technologické UTB ve Zlíně. 

   



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 11 
 

I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYVINYLPYRROLIDON 

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je díky svým vlastnostem široce používanou látkou v mnoha 

průmyslových odvětvích. Tuto látku (Obr. 1) můžeme nalézt pod komerčními názvy 

Kollidon, Polyvidon, Povidone, Plasdone, Krospovidon, PNVP atd.  

 

Obr. 1 - Chemická struktura polyvinylpyrrolidonu [1] 

 

PVP je amfoterní syntetická látka složená z laktamových kruhů s amidovými vazbami. 

Z chemického hlediska můžeme tento polymer zařadit mezi poly-N-vinylamidy. 

Jedná se o syntetický polymer s mírným amoniakálním nebo aminovým zápachem, který je 

dán způsobem výroby. Je distribuován jako bílý  nebo bílo-žlutý amorfní prášek s širokou 

škálou molekulární distribuce. Molekolové hmotnosti se pohybují od 2,5 do 1200 kDa. Dle 

průměrné molární hmotnostni jsou jednotlivé polymery PVP značeny K číslem (K 12, 15, 

17, 25, 30, 90). K číslo je průměrná hodnota vypočtená z relativní viskozity, se kterou 

molekulová hmotnost souvisí [1, 2]. 

Vyjímečnou vlastností PVP je jeho rozpustnost. Je schopný se rozpouštět jak v hydrofilních 

rozpouštědlech tak i v rozpouštědlech hydrofóbních. Další zajímavou vlastností je 

schopnost tvořit komplexní sloučeniny [2]. 

Viskozita vodných roztoků PVP závisí na jeho molekulové hmotnosti. Kromě viskozity na 

molekulové hmotnosti závisí také samotná rozpustnost PVP, která s rostoucí hmotností 

klesá.  

1.1 Výroba 

PVP byl poprvé syntetizován kolektivem německého chemika Waltera Reepa roku 1939.  
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Tento polymer je produktem radikálové polymerizace vinylpyrrolidonu. Lze jej vyrobit 

dvěma způsoby; použitím organických rozpouštědel nebo vody. Jako organické 

rozpouštědlo lze použít například isopropanol [1, 3]. 

Dle použitého rozpouštědla pak vzniká PVP nízkomolární, středně nebo vysoce molekulární 

PVP. Výrobci je dodáván buď v práškové formě nebo jako vodné roztoky. 

1.2 Použití  

První použití rozpustného PVP se datuje v období II. světové války, kde zaujímal úlohu 

krevní plasmy; později se však od tohoto využití PVP opustilo. 

V dnešní době PVP nachází uplatnění v mnoha průmyslových odvětvích.  

Ve farmaceutickém průmyslu se kromě výroby léků a kapek používá také jako desinfekční 

prostředek (PVP-iodin). K přípravě léků se využívá hlavně kvůli tomu, že dokáže upravit 

jejich rozpustnost a usnadnit jejich pohyb v těle a u něktrých léků snižuje jejich nepříznivé 

vlastnosti. V medicíně a biomedicíně jej lze najít také ve formě hydrogelů, díky schopnosti 

zadržovat v 3D síti tekutiny [1, 2]. 

V kosmetickém průmyslu je využíván hlavně jako součást různých detergentů, dále pak 

vlasových přípravků - šampóny, spreje na vlasy, krémů na obličeje, zubních past atd.  

Kromě těchto průmyslových odvětví, nalézá PVP aplikaci také v potravinářství, kde se pod 

označením E 1201 používá jako stabilizátor, plnidlo, nosič či emulgátor. Lze jej nalézt 

v umělých sladidlech, potravinářských barvivech, vitamínech, slazených nápojích, 

cukrovinkách atd.  

Mimo jiné našel tento polymer uplatnění také jako aditivum cementu, papírové plnivo, při 

výrobě fotografií a v litografii [1]. 

1.3 Vliv na zdraví člověka a na životní prostředí 

Vliv PVP na člověka je téměř nulový, jak plyne z jeho široké škály aplikací. V nadměrém 

množství může způsobovat průjmy nebo nadýmání. 

Díky jeho aplikacím a využívání v potravinářském a farmaceutickém průmyslu bylo nutno 

stanovit jeho denní dávku, která se pohybuje v rozmezí 0-50 mg/kg váhy. Rozpustný PVP 

není metabolizován, přesto (jak ukázaly studie), je jeho malé množství schopno po 
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intravenózní aplikaci zůstat v organismu. Při orálním požití PVP je jakákoliv toxicita 

(chronická, subchronická i akutní) pro organismus nízká. Nebyly prokázány ani mutagenní 

ani teratogenní dopady na organismus [1]. 

PVP je obecbě  považován za bilologicky nerozložitelnou látku. Jeho vliv na ŽP byl 

studován zatím jen okrajově, ale z veškerých získaných informací lze usoudit jeho možná 

akumulace v prostředí. Jak plyne z literatury je zřejmě inertní vůči čistírenským procesům a 

tedy prochází čistírnami víceméně beze změny.  

1.4 Stanovení 

Nejjednodušším způsobem stanovení kvanlity PVP je IČ spektroskopie. Dále lze tento 

polymer stanovit díky jeho komplexaci s jódem pomocí fotometrie případně 

chromatografickými metodami -  GPC či GC [1, 2]. 
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2 1-OCTYL-2-PYRROLIDON 

Octylpyrrolidon - C12H23NO (OP) je jedna z  dalších pyrolidonových sloučenin. Tuto 

povrchově aktivní látku můžeme také nalézt pod názvy jako je Caprylyl pyrrolidon;          2-

Pyrrolidone, 1-octyl; 1-Octyl-2-pyrrolidone 

 

Obr. 2 - Chemická struktura  

1-octyl-2-pyrrolidonu [4] 

2.1 Vlastnosti 

Jedná se o nevodnou olejovitou kapalinu čiré nebo mírně nažloutlé barvy. Za normálních 

podmínek je oktylpyrrolidon stabilní. Rozpustnost ve vodě je téměř minimální. 

Nejvýhodnější vlastností, kterou se tato látka vyznačuje je její povrchová aktivita [4 - 6].    

2.2 Použití 

Uplatnění nachází tato sloučenina hlavně v kosmetickém průmyslu. Můžeme ji nalézt 

v různých detergentech nebo například v šamponech. Dále se jako pyrrolidonová sloučenina 

může použít k syntéze agrochemikálií, v plastikářství, při výrobě speciálních barviv. 

2.3 Vliv na zdraví člověka a na životní prostředí 

OP může vstoupit do organismu člověka dermálně, orálně nebo skrz oči. Je klasifikován 

jako žíravá kapalina, tudíž ve vysokých koncentracích může trvale poškozovat kůži a oči, 

při požití je schopný leptat dutinu ústní, jícen a žaludek případně dýchací cesty.  Při orálním 

podání se může navíc akumulovat v organismu. Mutagenita ani karcinogenita této látky není 

prokázána [4 - 7]. 
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OP je poměrně dobře degradovatelný a biologicky odbouratelný; přesto nemá příznivé 

účinky na životní prostředí. Toxicky působí zejména na vodní organismy a jeho toxický 

efekt může ve vodním prostředí dlouhodobě přetrvávat [5, 6].  
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3 BIOLOGICKÝ ROZKLAD 

Biodegradace či biotická degradace je biochemická degradace materiálů způsobená 

působením přirozeně se vyskytujících mikroorganismů, hub či algaí v prostředí, kde 

degradace probíhá. Součástí biodegradace je mineralizace. Tyto pochody mohou probíhat 

jak v aerobním, tak anaerobním prostředí.  

Produkty biodegradace (v ideálním případě) probíhající za přístupu vzduchu (v aerobním 

prostředí), je oxid uhličitý a voda. Při biodegradaci probíhající bez přístupu vzduchu 

(anaerobním prostředí) jsou hlavními produkty methan, oxid uhličitý, voda. Při obou typech 

bidegradace k nárůstu biomasy [8,9].  

Biodegradaci podléhají jak přírodní látky, tak i některé látky syntetické. U syntetických 

látek platí, čím vyšší je molekulová hmotnost, tím obtížnější je její biodegradace. Rychlost 

biodegradačních procesů je ovlivněna řadou aspektů jako je například mikrobiální 

zastoupení v prostředí, charakter daného prostředí, charakter rozkládané látky, dostatečné 

množství biogenních prvků a kyslíku, jde-li o aerobní rozklad atd. 

Pro vlastní degradační proces je v podstatě potřeba několik druhů mikroorganismů 

navazujících na sebe svou činností. Tyto rozkládanou látku nejprve rozloží pomocí 

produkovaných enzymů na monomery a ty dále mineralizují.  

Zahájení samotné biodegradace může být v různých časových horizontech. K urychlení 

zahájení biodegradačních procesů a ke zvýšení samotné kvantity rozkladu je dobré využít 

fyzikálních, chemických nebo fyzikálně-chemických metod předúprav. Lze použít například 

oxidačních nebo fotooxidačních procesů [10, 11]. Kromě předúpravných metod lze 

v některých případech podpořit biodegradaci i přidáním vhodné podpůrné látky - 

kosubstrátu. 

Účinnost biologického rozkladu můžeme stanovit pomocí sledování biologické spotřeby 

kyslíku, stanovení TOC, sušiny, produkce oxidu uhličitého, methanu, koncentračních 

stanovení atd. [9, 10]. 

3.1 Biodegradace PVP 

Podle dostupných studií patří samotné PVP k nesnadno biologicky degradovatelným 

polymerům. Zatím nebyla možnost mikrobiálního rozkladu více zdroji potvrzena ani zcela 
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vyloučena. Složitost biologického rozkladu je zapříčiněna obsahem laktamového kruhu ve 

sktruktuře PVP [12]. Míra biologické rozložitelnosti PVP může být, jak ukazují studie, 

v různých podmínkách různá – v půdě, v aktivovaném kalu [11, 12, . 

Samotná biodegradace PVP je bez předúprav poměrně  neúčinná. Při předúpravách dochází 

k depolymeraci PVP a vzniku sloučenin, které jsou za vhodných podmínek bilologicky 

snáze rozložitelné. Ovšem z výsledků plyne, že realizace předúprav před samotným 

biologickým rozkladem je v praxi, především na ČOV, hlavně kvůli finanční náročnosti 

víceméně jen na teoretické úrovni.  

Přesný mechanismus rozkladu PVP není znám. Hlavním krokem v předpokládaném 

mechanismu biodegradace je otevření samotného laktamového kruhu v místě amidové 

vazby tohoto heterocyklu. V dalším kroku biodegradace PVP dojde k rozkladu vzniklého 

sekundárního aminu. Toto štěpení probíhá za pomoci enzymů aminooxidas. Posledním 

krokem je rozklad vzniklých konečných produktů [11]; předpokládaný mechanismus 

biologického rozkladu PVP je na Obr. 3.  

K narušení laktamového kruhu pravděpodobně dochází díky enzymům γ – laktamas. Tyto 

enzymy se řadí do skupiny amidas; γ – laktamasa existuje v podobě enantiomerů (+) i (-).  

Producenty enzymu γ – laktamasy jsou většinou bakterie, ale její produkce jsou schopná i 

některá archea [13].  

Možnost produkce tohoto enzymu funguje u bakterií schopných využívat N-acylu jako 

jediného zdroje uhlíku a energie [13]. Dle dostupných studií se jedná hlavně o bakterie rodu 

Microbacterium. V dřívější literatuře je možné tento rod nalézt pod názvem 

Aureobacterium, později byla zjištěna shodnost těchto rodů bakterií a dále jsou vedeny pod 

názvem Microbacterium [15, 16]. Dále byla možnost produkce tohoto enzymu zjištěna u 

Sulfobus soltataricus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, 

Brevibacterium sp., Escherichia coli rosetta [12, 13, 14]. Některé studie se zabývají 

imobilizací vyprodukovaných enzymů γ – laktamas. Např. enzym izolovaný z druhu 

Microbacterium hydrocarbonoxydans po purifikaci a imobilizaci vykazoval větší stabilitu 

než volný enzym, a však kinetika a enzymová aktivita se imobilizací výrazně snížila [17].  

Podobný jev lze očekávat i u izolace a imobilizace téhož enzymu z jiných druhů bakterií. 
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Obr. 3 - Předpokládaný mechanismus biodegradace PVP[11] 

O biodegradaci PVP se pokoušelo několik studií, a však bez předchozích předúprav nebyly 

zaznamenány kladné výsledky. Jedinou publikovanou studií, která prezentuje pozitivní 
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výsledky byly testy provedené Ghanem a El-Mohdym [12]. Dále bylo určitých pozitivních 

výsledků dosaženo také v předchozích diplomových pracích [18]. 

3.2 Biodegradace PVP ve vodném prostředí 

Samotná biodegradace PVP ve vodném prostředí aktivovaného kalu nebyla prokázána. 

Úbytky PVP jsou přiřazovány spíše schopnosti sorpce PVP na kaly [19, 20]. Sorpce PVP 

byla zkoumána v předchozích DP .  Testovala se sorpce PVP na aerobní i anaerobní kaly a 

také na aktivní uhlí. Účinnost byla hodnocena dle úbytku TOC. Největšího odtranění se 

dosahovalo při sorpci na aktivní uhlí. Zde bylo dosaženo 90% odstranění množství TOC cca 

po 30 minutách od smíchání vzorku se sorbentem. PVP také dobře sorbuje také na aerobní 

AK; docházelo po 30 minutách k úbytku TOC o 15%. Naopak při zkouškách sorpce PVP 

na anaerobní kal se kladných výsledků nedocílilo. Nejlepších výsledků se dosahovalo při 

nížších koncentracích PVP. Obecně z prací plyne, že % sorpce na pevné materiály i na 

biologicky aktivovaný kal roste s klesající koncentrací PVP [19, 20]. 

Pozitivních výsledků, jak již bylo dříve zmíněno, se dostává po předchozích úpravách. Při 

těchto předúpravách dochází k depolymeraci PVP a tím i ke snížení molekulové hmotnosti a 

vzniku látek biologicky lépe degradovatelných. Předúpravy mohou být ryze fyzikálního, 

chemického nebo fyzikálně-chemického charakteru. 

Jako možnou přeúpravu lze použít fotooxidační degradaci pomocí vhodného poměru 

kombinace UV/H2O2. Další možností chemické předúpravy je Fentonova reakce 

(H2O2/Fe3+). Tyto přeúpravy vzorků PVP byly provedeny v pracích [11, 19]. U takto 

upravených látek byla zaznamenána vyšší biodegradace jak v aerobním, tak i anaerobním 

prostředí. Docházelo zde k cca 45 % rozkladům. Míra degradace se zde hodnotila dle 

produkce methanu u biodegradace v anaerobním prostředí, v aerobním prostředí dle BSK.  

[10, 19]. 

Další možností předúpravy chemickým způsobem je basická hydrolýza. Testována byla 

biologická rozložitelnost vzniklých hydolyzátů v aerobním prostředí AK z ČOV Biotika 

a.s., Slovenská republika. Hydrolýza vzorků PVP byla vhodná pro vzorky o nižších 

koncentracích. Měření se provádělo na přístroji Micro-Oxymax a hodnotícím kritériem byla 

produkce CO2. Testován zde byl vliv doby hydrolýzy a zvlášte vliv pH během hydrolýzy. 

Biodegradace hydrolyzátů nabývala vyšších hodnot než samotné PVP a však ukázalo se, že 
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ani doba hydrolýzy ani pH během hydrolýzy nemá významnější vliv na výsledky následné 

biodegradace hydrolyzátů [11].  

 

Kromě rozkladů vzniklých produktů předúpravných metod byla testována i rozložitelnost 

PVP aktivovaným kalem a kalem laboratorně adaptovaným na NMP. Testy probíhaly za 

aerobních podmínek s různými typy aktivovaných kalů. K testování byly požity kaly z ČOV 

Zlín – Malenovice, Česká republika, z ČOV farmaceutického závodu vyrábějícího léčiva 

morfolinového typu Zentiva a.s., Hlohovec, Slovenská republika, z ČOV napojené na 

farmaceutický závod Biotika a.s., Slovenská L´upča v době výroby penicilinu a v době, kdy 

penicilin nebyl vyráběn. 

U těchto kalů vykazovaly kladné výsledky BSK pouze biorozklady provedené za 

specifických podmínek v kalech z penicilinové výroby. Pozitivní výsledky lze přisoudit 

možné indukci Penicilinas. Ostatní hodnoty BSK se pohybovaly pod hodnotami endogenní 

respirace.  

Dále byly tyto kaly laboratorně adaptovány na NMP. U všech rozkladů v adaptovaném kalu 

bylo dosaženo kladných hodnot BSK samotného PVP, jen u AK získaného v době výroby 

penicilinu docházelo k potlačení biodegradace. Největšímu rozkladu – cca 14% za 350 h, 

došlo u kalu z městské čistírny. Respirační hodnoty byly získány pomocí přístroje Bial BOD 

10 [11, 18, 19]. 

Kromě rozkladu samotného PVP byl zkoumán i rozklad kombinace PVP s kosubstráty a 

kombinace PVP a odpadního mycelia. Jako kosubstráty byly zvoleny akrylamid, NMP, 

APhA. Testování probíhalo na přístroji Micro-Oxymax. Hlavním hodnotícím kritériem byla 

BSK, jako kontrola sloužil úbytek TOC. Dle získaných výsledků je nejvhodnější variantou 

kombinace PVP a mycelia, u které bylo v kalu z penicilinové výroby dosaženo  hodnot 

rozkladu cca 25 % za 211 h.  Ovšem jednoznačný vliv kosubstrátu či mycelia na 

biodegradaci nelze určit, záleží spíše na mikrobiálním zastoupení v rozkladném prostředí a 

na vhodné kombinaci PVP s „podpůrnou“ látkou [18]. 

Při srovnání účinnosti odstranění PVP z odpadních vod se u předložených metod jeví jako 

nejvhodnější metoda odstranění sorpce , případně sorpce v kombinaci s jinou metodou [11, 

18 - 20]. 
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3.3 Biodegradace PVP v půdním prostředí 

Dle dostupných znalostí se biodegradace PVP pomocí půdních bakterií jevila jako jeden 

z možných způsobů rozkladu PVP s pozitivním výsledkem. Jediná publikovaná studie [12] 

s pozitivním biorozkladem PVP byla provedena v půdním prostředí. V tomto testu byla 

zkoumána biodegradace hydrogelu PVA/PVP pomocí soil burial testů. Hydrogely byly 

připraveny pomocí γ-záření v % zastoupení PVA/PVP 100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 50/50 a 

0/100. Byly použity dva typy půdy: jílovitá půda a půda písčitého charakteru. Kromě 

biologického rozkladu byla zkoumána i antimikrobiální účinnost a vlastnosti připravených 

gelů.  

Testy ukázaly, že čím větší je poměr PVP v hydrogelech, tím menší je degradace. U vzorků 

hydrogelu s poměrem PVA/PVP 0/100, tedy hydrogelu pouze s PVP bylo většího stupně 

degradace hydrogelů docíleno v jílovité půdě, kde došlo k 13% rozkladu samotného PVP za 

půl roku. V půdě písčitého charakteru došlo k 10% degradaci PVP během stejného období. 

Míra degradace se zde hodnotila podle váhového úbytku hydrogelů [12].  

Na konci testů byly z reaktorů izolovány bakterie pro jejich identifikaci. Izolované bakterie 

z půd byly identifikovány jako Pseudomonas a Alcaligenes. Z jílovité půdy bylo izolováno 5 

druhů bakterií rodu Pseudomonas a 3 druhy bakterií rodu Alcaligenes, z písčité půdy 3 

druhy Pseudomonas a 2 Alcaligenes. Patrý vliv na biodegradaci PVA/PVP hydrogelů bude 

mít nejspíš i způsob přípravy hydrogelů [12]. 

Na základě této pozitivní biodegradace, byl v předchozí diplomové práci [18] zařazen test 

rozkladu PVP v půdním prostředí a prostředí půdního inokula. Pro tyto testy byla použita 

půda lesního charakteru o sušině 28,5%. Míra biodegradace zde byla hodnocena podle BSK 

a kontrolována podle úbytku TOC. 

Samotný půdní test trval 39 dní a byl prováděn na ořístroji MicroOxymax. Na konci 

experimentu byly hodnoty BSK nad hodnotami slepého pokusu, z čehož lze usoudit možný 

rozklad PVP v tomto půdním prostředí. Hodnota % biologického rozkladu se pohybovala 

kolem cca 7%. 

Kromě toho bylo jako prostředí použito půdní inokulum získané ze stejné půdy. Tento test 

trval 29 dní. Kromě vzorku samotného PVP byly testovány i vzorky PVP s kosubstrátem, 

což byl akrylamid, 1-methyl-2-pyrrolidon, N-acethylphenylalanin, či v kombinace PVP s 
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myceliem. Hodnoty BSK vzorku samotného PVP se pohybovaly taktéž mírně nad 

hodnotami endogenní respirace, z čehož opět vyplývá možný primární rozklad. Při použití 

kosubstrátů však docházelo k vyšším hodnotám rozkladu než u samotné půdy. Nejvyšších 

hodnot biologického rozkladu – cca 17%, nabývala kombinace PVP s myceliem. Stejně jako 

u odstraňování PVP pomocí kalů  se i u půdních stanovení nedá určit jednoznačný trend 

účinku kosubstrátů na biodegradaci [18]. 
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4 CÍL PRÁCE 

I přes předpokládanou biologickou resistenci PVP doposud provedené testy biodegradaci 

nevylučují. Aerobní rozklad ve vodných prostředích provedený v minulých pracích měl sice 

pozitivní výsledky, ale byl málo přesvědčivý. Přesvědčivější byly testy provedené v půdních 

prostředích. 

Tato práce navazuje na předchozí diplomové práce. Cílem této je sledování míry biologické 

rozložitelnosti PVP hlavně v půdním prostředí  za aerobních podmínek a potvrzením 

výsledků experimentů provedených El-Mohdym a Ghanem [12] a Vaškovou [18]. Pro 

testování biodegradace bude použito také vlastní půdní inokulum. Experimenty budou 

provedeny pro čisté PVP, kosubstráty a mycelium a kombinace kosubsátů, případně 

mycelila s PVP. Dále se pokusíme o nalezení bakteriální kultury rodu Microbacterium 

produkující enzym γ-lactamasy a případné mikrobiologické stanovení mikroorganismů, 

které mají vliv na biodegradaci  PVP. 
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II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 EXPERIMENTÁLNÍ  ČÁST 

5.1 Použité chemikálie 

Chemikálie potřebné k experimentům byly vyrobeny firmami Lachema a.s., ČR, Penta, 

Sigma-Aldrich s.r.o. Čistota jednotlivých sloučenin byla p.a.  

KH2PO4   dihydrogenfosforečnan draselný 

K2HPO4   hydrogenfosforečnan draselný 

Na2HPO4·2H2O  hydrogenfosforečnan sodný dihydrát 

NH4Cl    chlorid amonný 

MgSO4 ·7H2O   heptahydrát síranu hořečnatého 

CaCl2·2H2O   dihydrát chloridu vápenatého 

FeCl3·6H2O   hexahydrát chloridu železitého 

MgSO4   síran hořečnatý 

CaCl2    chlorid vápenatý 

(NH4)2SO4   síran amonný 

NH4NO3   dusičnan amonný 

NaCl    chlorid sodný 

H3BO3    kyselina boritá 

FeSO4 
. 7 H2O   heptahydrát síranu železnatého 

ZnSO4 
. 7 H2O   heptahydrát síranu zinečnatého 

MnSO4 
. 4 H2O  tetrahydrát síranu manganatého 

CuSO4 
. 5 H2O   pentahydrát síranu měďnatého 

CoSO4 
. 7 H2O   heptahydrát síranu kobaltnatého 

(NH4)6Mo7O24 . 4H2O tetrahydrát molybdenanu amonného  
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5.2 Použité přístroje 

Mikrorespirometr Micro-Oxymax, Columbus Ins., Ohio, USA 

Analyzátor organicky vázaného uhlíku Schimadzu TOC-5000 A, Rakousko 

pH metr pH/mV/ION metr 735, IonLab WTW 

Laboratorní centrifuga Jouan MR23i 

Laboratorní váhy Santorius, Německo 

Sušárna Memmert, SRN 

Laboratorní autokláv LAM-3-20-MCS-J Sonoclav, Německo 

Aseptický laminární box Telstar Bio II A, Španělsko 

5.3 Použitý biologický materiál 

Aktivovaný kal z čistírny komunálních odpadních vod 

AK byl po transportu z ČOV zbaven hrubých nečistot filtrací přes síto, 3x dekatován pitnou 

vodou a 24 h provzdušňován ve fermentorech. K samotnému experimentu bylo nutné získat 

požadovanou koncentraci sušiny kalu. Vypočtené množství kalu se nechalo po dobu 10 

minut centrifugovat při 3000 ot/min a získaná biomasa byla poté suspendována v biomédiu 

tak aby byla získána požadovaná  koncentrace. 

 

Půdy  

Zastoupení biogenních prvků v jednotlivých půdách je uvedeno v Tab.  1. 

 

Zahradní kompost 

Zahradní kompostová půda byla odebrána z lokality Zlín- Malenovice na podzim 2011. 

Jedná se o vyzrálý domácí kompost  o stáří 2-3 roky,  sušina se v jednotlivých 

experimentech pohybovala kolem 50 %.  
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Zemědělská půda 

Zemědělská půda pocházela z lokality Zadveřic. Sušina této půdy byla stanovena na 89 %. 

Komerční kompost 

Dále byl použit komerční kompost firmy Agro CS a.s. Kompost obsahoval sušinu 46 %. 

Směsná půda 

Směsná půda byla složená ze zemědělské půdy a komerčního kompostu v poměru 1:5. 

Sušina připravené směsné půdy byla 57%. 

Půdní inokulum dle normy ISO 14851:1999 

 Z těchto půd bylo připraveno půdní inokulum. PI bylo připraveno dle normy ISO 

14851:1999 - odvážené množství zeminy obsahující 100 g sušiny bylo vytřepáváno po dobu 

30 minut v minerálním médiu. Po 30 minutovém odstání byla získaná suspenze přeceděna 

přes řídkou tkaninu a v děličkách 24 hodin provzdušňována (TOC < 20 mg/l). Takto 

připravené půdní inokulum bylo používáno pro další práci. 

Tab.  1 - Zastoupení prvků v půdách stanovené elementární analýzou 

 

 

 

 

SD   směrodatná odchylka 

Penicilinová kultura 

Kromě zmíněných biodegradačních kultur bylo použito také odpadní mycelium z výroby 

antibiotik Biotika a.s. (Slovenská republika). Jednalo se o směs odpadní biomasy 

mikrobiálního kmene Penicillium chrysogenum a zbytků substrátu a penicilínu. Sušina 

mycelia byla 21,86%. CHSKCr bylo stanoveno na 1023 mgO2/g. Elementární analýza: 

42,45% ± 0,34 C, 6,899% ± 0,05 H, 7,879% ± 0,05 N a 0,719 % ± 0,04 S. [18]  

Zahradní kompost Zemědělská půda Komerční kompost Prvek 
Obsah [%]  SD Obsah [%]  SD Obsah [%]  SD 

C 11,203 0,59 2,221 0,04 20,398 0,74 
H 1,378 0,07 0,504 0,01 2,314 0,08 
N 1,096 0,07  -   -  1,356 0,32 
S  0,144 0,03  -   -  0,229 0,02 
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5.4 Testované vzorky 

Veškeré testované vzorky byly získány od firmy Sigma-Aldrich 

polyvinylpyrrolidon (PVP 15 )  TOC = 64,84 % C 

MW = 10 000 g/mol  

TSK = 2020 mg O2/g 

1-methyl-2-pyrrolidon (1M-2P, MP)  TOC = 60,58 % C 

TSK = 2020 mg O2/g 

1-octyl-2-pyrrolidon (1O-2P)   TOC = 73,10 % C 

TSK = 2680 mg O2/g 

G sodná sůl penicilínu (PNa)   TOC = 53,92 % C 

TSK = 1662 mg O2/g 

N-acetyl-phenylalanin (APhA)   TOC = 63,76 % C 

TSK = 2007 mg O2/g   

Teoretické spotřeby kyslíku byly vypočteny podle rovnice /4/, která je uvedena dále v textu. 

 

5.5 Použitá minerální média  

Biomédium pro aktivovaný kal 

A) MgSO4   22,5 g do 1l 

B) CaCl2   27,5 g do 1l 

C) FeCl3 
. 6 H2O  0,25 g do 1l 

D) (NH4)2SO4  10 g do 1l 

E) KH2PO4   8,5 g do 1l 

K2HPO4   21,75  g do 1l 

Na2HPO4 · 2 H2O  33,4  g do 1l 
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NH4Cl   0,5  g do 1l 

F) H3BO3   0,75  g do 1l 

FeSO4 
. 7 H2O  3g  do 1l 

ZnSO4 
. 7 H2O  0,1 g do 1l 

MnSO4 
. 4 H2O  0,5 g do 1l 

CuSO4 
. 5 H2O  0,1813 g do 1l 

CoSO4 
. 7 H2O  0,05  g do 1l 

(NH4)6Mo7O24 . 4H2O 1,7 g do 1l 

1l biomédia pro AK byl připraven smícháním 1ml zásobních roztoků A, B, C a stopových 

prvků - F,  5ml zásobního roztoku D, 20ml fosfátového pufru – roztok E a destilované 

vody. Destilovaná voda pro přípravu tohoto minerálního média byla 24 hodin 

provzdušňovaná. Biomédium bylo připraveno dle normy ČSN EN ISO 9408 [21]. 

Minerální médium pro přípravu půdního inokula 

A)  KH2PO4   8,5 g do 1l 

 K2HPO4   21,75  g do 1l 

 Na2HPO4·2H2O  33,4  g do 1l 

 NH4Cl    0,5  g do 1l 

B)  MgSO4 ·7H2O   22,5  g do 1l 

C) CaCl2·2H2O   36,4  g do 1l 

D) FeCl3·6H2O   0,25 g do 1l 

1 l připraveného minerálního média obsahoval 10 ml zásobního roztoku A a 1ml zásobních 

roztoků B, C a D a zbytek destilované vody [22]. 

Minerální médium pro půdu 

Biomédium pro půdu bylo připraveno z 1g NH4NO3 a 0,2g KHPO4 do 1l destilované vody.  
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6 METODY STANOVENÍ 

6.1 Hodnocení úplné aerobní biologické rozložitelnosti organických látek 

ve vodním a půdním prostředí stanovením spotřeby kyslíku 

v uzavřeném respirometru 

Stanovení biologické rozložitelnosti bylo prováděno v samotném půdním prostředí, v 

prostředí půdního inokula a v prostředí aerobního kalu.  

Samotné stanovení biologické rozložitelnosti probíhalo na respirometru Micro-Oxymax. 

Jedná se o uzavřený systém, ve kterém je kontinuálně zaznamenáván úbytek O2 a množství 

vyprodukovaného CO2 [23]. Míra degradace byla hodnocena hlavně dle celkové BSK, jako 

kontrolní ukazatel u kapalných vzorků sloužil úbytek TOC. Procento biologického rozkladu 

/2/ sledované látky bylo vypočteno jako poměr substrátové biologické spotřeby kyslíku /1/ a 

teoretické spotřeby kyslíku /4/. 

 

 

Obr. 4 - Ilustrační foto uspořádání respirometru  

MicroOxymax [23] 

 

Objem respiračního reaktoru byl v případě bidegradace v kapalném inokulu 50 ml, v případě 

rozkladu v půdě bylo navažováno 10 g půdy o 50% sušině. Testované vzorky byly do 

reaktorů dávkovány tak, aby byla koncentrace PVP v určených reaktorech cca 200 mg/l a 
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koncentrace zvolených kosubstrátů cca 200 mg/l, při kombinaci PVP/kosubstrát byl poměr 

PVP:kosubstrát 1:1. V případě biodegradace v čisté mikrobiální kultuře 4375 byly použity 

sterilní roztoky. 

Všechny vzorky byly měřeny třikrát vedle sebe. Kromě samotných vzorků byly připraveny i 

slepé pokusy. Slepým pokusem pro samotné kosubstráty či samotné PVP byl vzorek bez 

přítomnosti sledovaných látek, slepým pokusem pro kombinace PVP/kosubstrát byla 

respirace samotného kosubstrátu. 

V průběhu testu byla udržována pomocí vodní lázně konstatní teplota 25±1°C. Kapalné 

vzorky byly kontinuálně míchány. 

V respiračním experimentu nebyl dáván přídavek N-allythiomočoviny (ATM), jelikož v 

předchozích diplomových pracích [18] se prokázal negativní vliv ATM na primární rozklad 

PVP. 

U jednotlivých vzorků rozkládaných a kapalném prostředí bylo na začátku a na konci 

experimentu stanoveno pH a množství celkového organicky vázaného uhlíku (TOC). U 

testovaných vzorků rozkládaných v prostředí samotné půdy byla na začátku a na konci 

stanovena sušina a na konci změřeno pH. 

 

Výpočet substrátové biologické spotřeby kyslíku [mg/g]: 

t

Btt
S m

BBB )( −
=          / 1/ 

kde:BS – specifická BSK zkoušené látky [mg/g] 

 Bt – změřená BSK zkoušené látky Ft v čase t [mg] 

 BBt – změřená BSK slepého pokusu stanovení FB v čase t [mg] 

 mt – hmotnostní zkoušené látky [g] 

 

Výpočet procenta biologického rozkladu [%]: 

TSK
BD S

TSK 100=          / 2/ 
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Cr

S
CHSK CHSK

BD 100=         / 3/ 

kde: DTSK – procento biologického rozkladu dle TSK v čase t [%] 

 D CHSKCr – procento biologického rozkladu dle CHSKCr v čase t [%] 

 BS – specifická BSK zkoušené látky [mg/g] 

 TSK – teoretická spotřeba zkoušené látky [mg/g] 

 CHSKCr – chemická spotřeba zkoušené látky [mg/g] 

Výpočet teoretické spotřeby kyslíku [mg/g]: 

rM

ONaSNHC
TSK





 −⋅+⋅+⋅−⋅+⋅⋅

= 2
13)3(

2
1216

    / 4/ 

kde: TSK – teoretická spotřeba kyslíku [mg/g] 

 C – počet atomů uhlíků [1] 

 H – počet atomů vodíků [1] 

 N – počet atomů dusíků [1]  

 S – počet atomů síry [1] 

 Na – počet atomů sodíku [1] 

 O – počet atomů kyslíku [1] 

6.2 Mikrobiologické rozbory 

Úkolem mikrobiologické části bylo určit kultury rodu Microbacterium, které jsou schopné 

teoretické produkce enzymu γ-lactamasy a při nalezení této kultury ji použít pro samotné 

respirační testy. Dále byly u vzorků půd provedeny mikrobiologické rozbory. 

Příprava živných půd a médií 

Fyziologický roztok byl připraven smícháním 8,6 g NaCl do 1l destilované vody. Pro 

mikrobiologickou práci byl sterilizován. 
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Minerální agar (MA) s kvasničným autolyzátem (KVA) byl připraven z 3,9 g základu, 6 mg 

KVA a 0,3 ml stopových prvků do 200 ml destilované vody. 

MA s APhA byl připraven z 3,9 g základu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopových prvků a 180 ml 

destilované vody. Po sterilizaci bylo při teplotě 50°C přidáno k roztoku 20 ml sterilního 

předehřátého roztoku APhA o koncentraci 5 g/l. Získaná koncentrace NAF v připravené 

živné půdě tedy byla 500 mg/l. 

MA s MP byl připraven z 3,9 g základu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopových prvků a 197 ml 

destilované vody. K takto připravené suspenzi se po sterilizaci při teplotě 50°C přidalo 6 ml 

sterilního roztoku 2 MP o koncentraci. Koncentrace připravené živné půdy byla 3 g 2MP/l. 

MA s OP byl připraven z 3,9 g základu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopových prvků do 199 ml 

destilované vody. Po sterilizaci této suspenze bylo při teplotě 50°C přidáno 0,5 ml 

koncentrovaného 1O-2P. Koncentrace 1O-2P v získané živné půdě byla 2 g/l. 

Agar pro půdní bakterie (ABP) byl připraven z 5,8 g základu, 150 mg KVA, 150 mg 

tryptonu a 0,3 ml stopových prvků do 300 ml destilované vody.  

TYA agar se sojovým extraktem byl připraven smícháním 2,1 g TYA agaru, g sojového 

extraktu a 100 ml destilované vody. 

Takto připravená živná média byla sterilizována v autoklávu po dobu 20 minu a poté rozlita 

na petriho misky. Dále byly jednotlivé misky zaočkovány a za tmy kultivovány při 25°C. 

Doba kultivace se u jednotlivých mikrobiologických stanovení lišila. U mikrobiologického 

rozboru půd byla doba kultivace cca 30 dní. U zkoušky růstu kultur rodu Microbacterium 

byla doba kultivace cca 10 dní. 

6.2.1 Zkouška růstu kultur rodu Microbacterium na vytipovaných substrátech 

Úkolem této zkoušky bylo identifikovat kultury rodu Microbacterium, které jsou schopny 

produkce γ-lactamasy, tedy štěpení N-acylového zbytku. 

Vytipované  kultury byly zakoupeny z České sbírky mikroorganismů. Jednalo se o 

následující kultury: 

CCM 2634T   Microbacterium terregens 

CCM 2299 T  Microbacterium testaceum 
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CCM 4373T  Microbacterium trichothecenolyticum 

CCM 4523T   Microbacterium dextranolyticum 

CCM 4370T  Microbacterium arabinogalactanolyticum 

CCM 1928T  Microbacterium barkeri 

CCM 4375T  Microbacterium keratanolyticum 

CCM 4364T   Microbacterium schleiferi 

CCM 4374T   Microbacterium terrae 

Dříve jmenované kultury byly naočkovány na zvolené živné půdy – MA, OP, APhA, 2MP - 

a kultivovány při teplotě 25°C po dobu cca 5-10 dní. 

Koncentrace substrátů na MA byly 3 g/l APhA, 3 g/l MP a 2 g/l 1O-2P. Později byla 

koncentrace APhA snížena 500 mg/l, protože původní dávka se ukázala pro zkoumané 

kultury jako toxická. Hlavním kritériem růstu byly rozdíly růstů dané kultury na MA a na 

živné půdě s APhA. 

6.2.2 Mikrobiologický rozbor použitých půd 

1g půdy byl suspendován a vytřepán v 10 ml fyziologického roztoku. Poté byl pomocí 

desetinného ředědí naředěn ve fyziologickém roztoku po koncentraci 10-6 a poté byly 

vybrané koncentrace naočkovány na specifické živné půdy – MA, ABP, a ve tmě a při 

teplotě 25°C kultivovány. Kultivace probíhala cca 3 týdny. Během kultivace byly 

vyočkované misky sledovány a odečítány počty bakterií a aktinomycet. Odečty se prováděly 

u ředění s nejlepší počitatelností kolonií. Odečet aktinomycet se prováděl za pomocí 

mikroskopu.  

6.3 Další stanovení 

Stanovení celkového organicky vázaného uhlíku 

Stanovení celkového organicky vázaného uhlíku se provádělo na analyzátoru TOC 5000A, 

Schimadzu. Analyzátor pracuje na principu oxidace celkového uhlíku, vznikajícího 

spalováním vzorku v trubici s platinovým drátem v proudu kyslíku. Vzniklý oxid uhličitý je 

detekován na IČ detektoru. 
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Stanovení sušiny 

Sušina vzorků se stanovovala u aktivovaného kalu i u půdy jak na počátku, tak i na konci 

experimentu.  

Stanovení sušiny AK: 

10 ml suspenze AK byly pod tlakem přefiltrovány  přes zvážený filtrační papír a sušeny při 

105°C po dobu cca 3 hodiny do konstantí hmotnosti a po vychladnutí v exikátoru znovu 

zváženy s přesností na 10 mg. Stanovená sušina byla poté vypočítána dle vzorce: 

pipn

n

Vm
mm

X 10 ⋅






 −
=          / 5/ 

kde: X – sušina [g/l] 

 mn – hmotnost kalu po vysušení [g] 

 mo – hmotnost filtačního papíru [g] 

 Vpip – pipetovaný objem [l] 

 

Stanovení sušiny půdy: 

5 g půdy bylo odváženo s přesností na 10 mg na předem vysušenou misku (při 105°C po 

dobu 30 min) a sušeno při 105°C po dobu cca 3 hodin do konstantní hmotnosti. Po usušení 

se petriho miska se sušeným vzorkem půdy zakrytá víčkem vložila do exikátoru a po 

vychladnutí se opět zvážila s přesností  na 10 mg. Sušina půdy se poté vypočítala poměrem 

konstatní hmotnosti vysušené půdy a hmotností půdy před vysušením a vyjádřila se 

v procentech. 

  

Stanovení pH  

pH bylo stanoveno pomocí přístroje pH/mV/ion metrem 735, InoLab, byl před vlastním 

stanovením nakalibrován pomocí kalibračních pufrů 4 a 7.  
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Stanovení pHKCl – stanovení půdní výměnné kapacity 

pH u vzorků půdy se měřilo pomocí tzv. výměnné kapacity - pHKCl. Vzorky byly smíchány 

s 0,5M roztokem KCl, po 24 hodinách přefiltrovány a bylo změřeno jejich pH. 

 

Všechny hodnoty byly tabelárně a graficky zpracovány pomocí počitačových programů 

Microsoft Word s Microsoft Excel. 
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7 VÝSLEDKY 

Test 1: Rozklad PVP v prostředí AK a PI zahradního kompostu 

Inokulum : aktivovaný kal (AK, cca 500 mg/l)  

  půdní inokulum – zahradního kompostu (PI-ZK) 

 

Tab.  2 - Koncentrace rozkládaných sloučenin v baňkách, čas  lagové fáze, BSKmax 

a procento rozkladu vzorků 

 ckosubstratu[mg/l] cPVP [mg/l] t lag [h] BSKmax 
[mgO2] 

DBSK/TSK [%] 

Slepý pokus - - - 22,64 - 

224 - 145 53,83 100 

268 - 178 56,43 100 1O-2P 

214 - 98 46,24 100 

280 222,3 185 54,91 15 

276 222,3 185 59,16 31 1O-2P/PVP 

258 222,3 165 54,95 20 

PNa 202,4 - 77 44,82 100 

AK 

PNa/PVP 202,4 222,3 82 43,95 7-13 

Slepý pokus - - - 37,64 - 

216 - 89 68,49 100 

268 - 130 71,07 100 1O-2P 

202 - 89 58,49 100 

214 232,2 80 70,59 0 

248 232,2 82 74,81 47 1O-2P/PVP 

252 232,2 89 66,87 27 

PNa 201,9 - 218 70,47 100 

PI-
ZK 

PNa/PVP 201,9 232,2 218 76,98 10-36 
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Tab.  3 - Stanovené vstupní hodnoty pH a TOC a výstupní TOC 

  pHvstup [1] TOCvstup [mg/l] TOCvýstup [mg/l] 

 Slepý pokus 7,45 10,24 9,854 

1O-2P  7,47 - - 

 1O-2P/PVP 7,47 - - 

 PNa 7,46 114,9 72,84 

AK 

 PNa/PVP 7,48 122,5 23,02 

 Slepý pokus 7,15 96,86 18,03 

1O-2P  7,16 - - 

 1O-2P/PVP 7,16 - - 

 PNa 7,15 169,9 149,7 

PI 

 PNa/PVP 7,17 115,4 - 
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Obr. 5 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s 1O-2P 

 v prostředí AK 
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Obr. 6 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s PNa 

 v prostředí AK 
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Obr. 7 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s 1O-2P  

v prostředí PI - ZK 
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Obrázek 1 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s PNa  

v prostředí PI - ZK 
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Test 2 : Rozklad v prostředí zahradního kompostu 

Inokulum: zahradní kompost (ZK) 

 

Tab.  4 - Koncentrace a množství sloučenin v baňkách, čas lagové fáze, BSKmax a 

procento rozkladu 

 ckosubstrat [mg/l] cPVP v baňce [mg/l] t lag [h] BSKmax 
[mgO2] 

DBSK/TSK 
[%] 

MYC 208,58 - - 79,03 -  

MYC/PVP 206,05 200,01 - 80,93 3-27 

1O-2P 184,00 - - 108,58 100 

1O-2P/PVP 184,00 200,01 - 128,28 2-8 

PNa 226,08 - - 104,85 100 

PNa/PVP 211,84 210,76 - 85,93 16-30 

APhA 199,40 - - 85,43 100 

APhA/PVP 206,12 203,26 - 119,17 10-49 

  

Počáteční pH bylo 6,68, po experimentu se pH pohybovalo kolem 6,7 – 6,8. Byly také 

změřeny hodnoty sušin, ty ale kvůli problémům s vysoušením nelze prezentovat. 
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Obr. 8 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s 1O-2P  

 v prostředí ZK 
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Obr. 9 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s MYC 

 v prostředí ZK 
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Obr. 10 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s APhA  

v prostředí ZK 
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Obr. 11 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s PNa  

v prostředí ZK 
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Test 3: Rozklad v prostředí zahradního kompostu, směsné půdy a PI zahradního 

kompostu 

Inokulum: zahradní kompost (ZK) 

  směsná půda (SP) 

  půdní inokulum zahradního kompostu (PI – ZK) 

 

Tab.  5 - Množství testovaných látek v baňkách, čas lagové fáze, BSKmax a 

procento rozkladu 

  cv baňce [mg/l] t lag [h] BSKmax 
[mgO2] 

DBSK/TSK [%] 

Slepý pokus - ZK - - 36,48 - 

PVP - ZK  209,57 - 37,12 1,4 

Slepý pokus - SP - - 42,58 - 

PVP - SP  209,57 14 45,95 4-24 

Slepý pokus – PI - 
ZK - - 9,30 - 

PVP – PI - ZK 204,00 15 10,69 2 

 

Tab.  6 - Stanovené hodnoty množství TOC vzorků rozkládaných v PI ZK na 

začátku a na konci experimentu 

 TOC vstup [mg/l] 
TOC výstup 

[mg/l] 

slepý pokus - PI 54,81 30,06 

PVP - PI 109,9 34,2 

 

Tab.  7 - Stanovené hodnoty sušiny a pH na konci experimentu 

 Sušinavstup [%] Sušinavýstup [%] pHvstup[1] pHvýstup [1] 
slepý pokus - ZK 62,51 6,616 

PVP - ZK 
52,5 

62,36 
6,68 

6,640 
slepý pokus - SP 64,03 6,300 

PVP - SP 
57,3 

65,64 
6,7 

6,370 
slepý pokus – PI - ZK 6,397 

PVP – PI - ZK 
- 

 
- 6,6 

6,429 
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Obr. 12 – Časová závislost celkové BSK PV v prostředí ZK 
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Obr. 13 – Časová závislost celkové BSK PVP v prostředí SP 
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Obr. 14 – Časová závislost rozkladu PVP v prostředí SP 
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Obr. 15 – Časová závislost celkové BSK PVP  v prostředí PI - ZK 
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Test 4: Rozklad v prostředí PI zemědělské půdy, PI komerčního kompostu, 

v prostředí mycelia a prostředí mikrobiální kultury Microbacterium keratolyticum 

 

Inokulum: odpadní mycelium (MYC, cca 500 mg/l vztaženo na sušinu) 

  půdní inokulum zemědělské půdy (PI – ZP) 

  půdní inokulum komerčního kompostu (PI – KK) 

  mikrobiální kultura 4375 

 

Tab.  8 - Koncentrace testovaných látek v respiračních látkách, lagová fáze, 

BSKmax a procento rozkladu 

 ckosubstrat v baňce[mg/l] cPVP v baňce [mg/l] tlag [h] BSKmax 
[mgO2] 

DBSK/TSK 
[%] 

MYC  500,113   - 9,54 43,41 - 
MYC/PVP 500,113 201 9,54 36,000 0 

PVP  
PI - ZP - 210,2 - 14,51 12 - 40 

PVP  
PI - KK - 202,8 - 13,37 0 

APhA 99,96  - 195 4,38  
APhA/PV

P 99,54 202 195 
5,41 

12 - 26 
PVP  - 207,4 140 6,22 5 

 

Tab.  9 - Stanovené hodnoty TOC a pH na začátku pokusu 

 TOC vstup [mg/g] pHvstup 
[1] 

PI - ZP 23,29 6,757 

PI – ZP  PVP 76,24 6,788 

PI - KK  50,35 6,597 

PI - KK  PVP 139,62 6,695 

MYC 128,30 7,379 

MYC/PVP 240,60 7,372 

APhA 65,10 7,227 

APhA/PVP 119,26 7,235 

PVP 177,24 7,459 

 

(Hodnoty TOC a pH na výstupu nejsou uvdeny kvůli pokračování experimentu). 
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Obr. 16 – Časová závislost celkové BSK PVP  v prostředí mycelia 
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Obr. 17 – Časová závislost celkové BSK PVP  v prosředí PI – ZP 
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Obr. 18 - Časová závislost rozkladu PVP v prostředí PI-ZP 
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Obr. 19 – Časová závislost celkové BSK PVP  v prostředí PI – KK 
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Obr. 20 – Časová závislost celkové BSK PVP   

v prostředí kultury CCM 4375T 
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Obr. 21 – Časová závislost celkové BSK PVP v kombinaci s APhA  

v prostředí mikrobiální kultury CCM 4375T 
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Obr. 22 - Srovnání % rozkladů PVP (PVP/kosubstrát) ve sledovaných prostředích  

(Kombinace PVP s 1O-2P zde není uvedena kvůli rozdílným navážkám v testu 1.) 

       AK                     ZK                       SP                    PI-ZK                  PI-ZP           PI-KK               CCM4375T 
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Mikrobiologické testy: 

Zkoušky růstu kultur rodu Microbacterium na vytipovaných substrátech 

Tab.  10 - Růst jednotlivých kultur na vytipovaných substrátech 

organický substrát kultura 
MA APhA 2 MP O 2P 

CCM 4370T + + + - 
CCM 1928T + - + - 

CCM 4375 T + ++ žluté 
kolonie + - 

CCM 4364 T + - + - 
CCM 4374 T + + + - 
CCM 2634 T - - - - 
CCM 2299 T + - + - 
CCM 4373 T ++ + + - 
CCM 4523 T ++ + + - 

 

--- bez růstu   + slabý růst   +++ bohatý růst 

 

Mikrobiologický rozbor půd 

Tab.  11 – Stanovené počty bakterií 

 
celkový počet bakterií  

[CFU/g půdy] 

počet 
aktinomycet 
[CFU/g půdy] 

Zahradní kompost 6.107 9.105 

Zemědělská půda 22.106 5,5.105 
Komerční kompost 55.106 4,5.106 
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8 DISKUSE 

Pro testování biodegradace byly jako kosubstráty zvoleny 1O-2P, PNa a APhA a odpadní 

produkt (mycelium) z výroby penicilinu. Jmenované sloučeniny byly zvoleny pro jejich 

snadnou rozložitelnost, mycelium vzhledem k předchozím výsledkům [18]. 

Hlavním hodnotícím kritériem biologického rozkladu byla celková BSK testovaných 

vzorků, druhou veličinou hodnota BSK/TSK. 

8.1 Biodegradace v prostředí AK 

Jako jedno z inokul, v nichž byla sledována rozložitelnost byl AK z komunální čistírny 

odpadních vod ČOV Zlín – Malenovice. Jednotlivé roztoky vzorků  byly připraveny 

v biomédiu pro AK a koncentrace sledovaných látek v respiračních baňkách je uvedena v 

Tab.  2. 

Sledován byl biologickáý rozklad PVP v kombinaci s 1O-2P a PNa (v poměru 1:1). Oba 

zvolené kosubstráty dosahovaly samostatně během experimentu (995 hodin) 100 % 

rozkladu. U vzorku obsahujícího 1O-2P (ať už čisté nebo v kombinaci s PVP) byla 

zaznamenána počáteční lagová fáze (98 - 177 hodin), která se lišila dle množství 1O-2P 

v respirační nádobě. Kromě vlivu  na lagovou fázi mělo množství vliv i na dobu úplné 

rozložitelnosti této látky (242 – 463 hodin). Dle Obr. 5 a Obr. 6 lze usoudit, že k degradaci 

během 995 hodin nedošlo a zvolené kosubstráty tedy nemají vliv na rozklad PVP v tomto 

prostředí, jelikož hodnoty celkové BSK PVP se pohybovaly v rámci slepých pokusů 

(hodnot celkové BSK jednotlivých kosubstrátů).  

Na začátku a na konci experimentu bylo u vzorků změřeno množství TOC, ovšem díky 

možné sorpci PVP na částice AK, která byla prokázána v předchozích diplomových pracích 

[17, 18] byly tyto hodnoty brány pouze orientačně.  

8.2 Biodegradace pomocí půdních mikroorganismů  

Hlavní pozornost (vzhledem k předchozím výsledkům) byla věnována sledování 

biodegradace prostřednictvím půdních mikroorganismů. Testování probíhalo v samotných 

půdách a jim příslušných půdních inokulech.  

Podnětem pro tyto testy byly pozitivní výsledky [12, 18] rozkladů PVP v půdním prostředí. 
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8.2.1 Biodegradace v půdním prostředí 

Koncentrace jednotlivých sledovaných látek rozkládaných v prostředí ZK a SP jsou v Tab.  

4 a Tab.  5. Roztoky sledovaných látek byly připraveny v biomédiu pro půdy.  

 

Při sledování biologické rozložitelnosti v zahradním kompostu byl mimo rozklad samotného 

PVP sledován i rozklad zvolených kosubstrátů a kombinace PVP s kosubstráty (1O-2P, 

PNa a APhA) a myceliem. Zvolené kosubstráty byly za daných podmínek zcela rozložitelné.  

Určité pozitivní výsledky rozkladu se podle předchozí DP [16] očekávaly u kombinace 

MYC/PVP. U provedeného testu se ale hodnoty celkové BSK pohybovaly na úrovni 

biologické spotřeby kyslíku samotného mycelia (Obr. 9) a tudíž za podmínek provedeného 

testu neměla přítomnost MYC na rozklad žádný vliv.  

U kombinací PVP/1O-2P, PVP/PNa a PVP/APhA bylo dosaženo stejných výsledků jako při 

sledování bioderadace PVP/MYC. Z jednotlivých závislostí (Obr. 8 - Obr. 11)  celkových 

BSK PVP v kombinaci s kosubstráty na čase plyne, že k rozkladům PVP během 

experimentu (1070 hodin) nedocházelo. Jak ukazuje Obr. 12, pozitivního výsledku nebylo 

dosaženo ani u sledování biologického rozkladu samotného PVP v tomto prostředí. 

U jednotlivých vzorků se nacházely větší odchylky v hodnotách respirace, příčina byla  

hlavně heterogenita půdy, nerovnoměrné změny vlhkosti půdy a u vzorků, kde bylo použito 

MYC jeho nehomogenita.  

U vzorků sledovaných v testu 2 (sledovala se biodegradabilita jednotlivých látek v prostředí 

ZK) byly problémy s nerovnoměrným vysoušením půd, což mohlo mít vliv na míru % 

odstranění; proto je reprodukovatelnost výsledků podle BSK/TSK (Obr. 22) omezená. 

Přístroj Micro-Oxymax nebyl dříve pro dlouhodobější testy rozkladů v půdním prostředí 

použit, proto nebyly problémy s většími změnami vlhkosti předpokládány. Pro ostatní testy 

probíhající v samotné zemině byly proto voleny delší časové intervaly mezi jednotlivými 

stanoveními spotřebovaného kyslíku.  

U vzorků byla po experimentu stanovená sušina a pH. Sušina na počátku byla stanovena 

orientačně. 

V prostředí SP byla sledována pouze respirace samotného PVP. Jak je vidět na Obr. 13 , 

hodnoty celkové BSK PVP se pohybují nad hodnotami endogenní respirace půdy, čehož lze 
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usoudit, že docházelo ke štěpení polymerního řetězce PVP. Dle BSK/TSK docházelo k cca 

16 % rozkladu za 780 hodin. Při ukončení tohoto experimentu měla BSK stále rostoucí 

tendenci, což potvrzuje i Obr. 14.  

Na konci testu byla u vzorků rozkládaných v prostředí SP stanovená sušina a pH. 

 

Pro vzorky PVP se podle provedených testů jeví jako nejlepší prostředí pro rozklad SP 

(ZP:KK 1:5). Ze získaných výsledků plyne, že zvolené kosubstráty nemají vliv na rozklad 

PVP v prostředí ZK a tudíž nebylo možno určit nejvhodnější kosubstrát, který by samotný 

rozklad PVP podpořil. 

8.2.2 Biodegradace v prostředí půdních inokul 

Dalším vodným prostředím, ve kterém byla biodegradace sledována byla půdní inokula 

připravená z použitých půd podle předepsané normy [22]. Zásobní roztoky testovaných 

vzorků byly připraveny v samotném PI. Koncentrace rozkládaných látek v prostředí PI –

ZK, ZP a KK jsou uvedeny v Tab.  2 a v Tab.  8 ve výsledkové části. 

V prostředí PI – ZK byla testována biologická rozložitelnost PVP a PVP v kombinaci se 

zvolenými kosubstráty (1O-2P a PNa). Samotné kosubstráty opět dosahovaly během doby 

experimentu (995 hodin) 100 % rozkladu. U testovaných vzorků, kde byl přítomen 1O-2P 

se objevila lagová fáze, jejíž délka (82 - 113 hodin) zde závisela na množství dávkovaného 

1O-2P. Celková BSK PVP v kombinacích s 1O-2P a PNa byla v rámci celkové BSK 

samotných substrátů. I přes zdánlivý rozklad dle BSK/TSK (Obr. 22) k rozkladu PVP 

nedocházelo; zvolené kosubstráty tedy nemají vliv na rozklad PVP v prostředí PI – ZK.  

Respirační hodnoty samotného PVP jsou mírně nad hodnotami endogenní respirace, ale 

spotřebované množství kyslíku je minimální a dle procenta BSK/TSK docházelo k 2 % 

rozkladu, čož je v rámci chyby měření. Biologický rozklad PVP v prostředí PI – ZK tedy 

také neprobíhal. 

V prostředí PI – ZP byla sledována biodegradace samotného PVP. Hodnoty celkové BSK 

PVP se pohybovaly nad samotnou endogenní respirací půdního inokula (Obr. 17), tudíž lze 

tvrdit, že biodegradace zde do věrohodnotného stupně probíhala. Podle poměru BSK/TSK 

docházelo k cca 30 % rozkladu za 857 hodin. Tento výsledek zárověn potvrzuje i získaný 

pozitivní rozklad PVP v SP. Z těchto výsledků plyne, že PVP degradéry ve SP pocházely 
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z prostředí zemědělské půdy. Konečné procento rozkladu nelze určit, jelikož test nebyl před 

odevzdáním práce ukončen (probíhá).  

Jako rozkladné prostředí bylo použito také PI – KK. Rozkládaným vzorkem bylo čisté PVP.  

V tomto prostředí rozklad neprobíhal, jelikož podle OBR. respirační hodnoty sledovaného 

polymeru byly na úrovni endogenní respirace PI – KK. 

U vzorků rozkládaných v prostředí PI - ZK bylo na počátku a na konci experimentu měřeno 

pH a množství TOC, v PI - KK a PI - ZP byly hodnoty měřeny pouze na začátku, protože 

test nebyl ukončen. Získané hodnoty množství TOC v jednotlivých vzorcích jsou brány 

pouze orientačně, protože nelze vyloučit, že nedocházelo k sorpci PVP na půdní částice 

v půdním inokulu. 

8.2.3 Biodegradace za pomocí čisté mikrobiální kultury 4375 

Samotným respiračním testům s použitou čistou mikrobiální kulturou předcházelo 

mikrobiologické testování; zakoupené mikrobiální kultury byly naočkovány na vytipované 

živné půdy a byl sledován jejich růst (Tab.  10). Sledován byl hlavně rozdíl růstu na živné 

půdě APhA (500 mg/l) a MA, jelikož jak již bylo dříve zmíněno, kultury, které jsou schopny 

produkce γ – lactamasy využívají jako jediný zdroj uhlíku N – acylu, který APhA poskytuje. 

Jedinou kulturou, která jevila podstatné rozdíly růstu na jmenovaných živných půdách byla 

4375 Microbacterium keratolyticum. Kultura byla poté namnožena, suspendována a použita 

pro samotný respirační test. 

Test probíhal za stejných podmínek jako ostatní testy, pouze příprava sledovaných 

respiračních baněk probíhala za sterilních podmínek se sterilními prostředky. Koncentrace 

testovaných látek jsou uvedeny v Tab.  8 - Koncentrace testovaných látek v respiračních 

látkách, lagová fáze, BSKmax a procento rozkladu. 

Kromě rozložitelnosti samotného PVP byla testována i rozložitelnost PVP v kombinaci 

s APhA, který N-acyl obsahuje a měl by napomoci indukci γ-lactamas. Sledována i byla také 

rozložitelnost samotného APhA.  

Zkouška biodegradace pomocí čisté mikrobiální kultury na přístroji Micro-Oxymax byla 

spíše ověřovací, protože tento přístroj nebyl zatím pro takovéto experimenty použit. 

Výsledky tohoto testu jsou rozporné. Při testech na agarových živných půdách daná kultura 

využívala N-acylu z APhA, zde tomu tak za dobu experimentu nebylo. 
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Přímý závěr z průběhu tohoto testu nelze udělat, jelikož v současné době stále pokračuje. 

V době odečtu dat (860 hodin) se celková BSK samotného PVP pohybovala mírně nad 

hodnotami samotné endogenní respirace. Z respiračních hodnot lze říci, že případná 

biodegradace PVP pomocí použité kultury je možná, a však bylo by třeba delší doby 

experimentu (pokračuje). Dle hodnot BSK/TSK došlo k cca 5 % rozkladu PVP za 860 

hodin, lze předpokládat, žetato hodnota je mimo rozsah chyby přístroje.  

Během experimentu k rozkladu samotného APhA ve jmenované kultuře nedocházelo. 

Hodnoty celkové BSK APhA se nacházely v oblasti endogenní respirace. Rovněž 

kombinace APhA/PVP nedosáhla kladných výsledků (Obr. 21 – Časová závislost celkové 

BSK PVP v kombinaci s APhA  

v prostředí). 

8.2.4 Biodegradace v prostředí odpadního mycelia 

Biologická rozložitelnost byla sledována také v prostředí odpadního mycelia. Přesná 

koncentrace sušiny MYC a rozkládaného PVP je uvedena v Tab.  8.  

Křivka celkové BSK rozkládaného PVP je pod hodnotami BSK MYC. K rozkladu PVP 

tedy nedocházelo. Kromě PVP bylo v tomto prostředí rozkládáno také PVA (rovněž o 

koncentraci cca 200 mg/l), průběh křivek celkové BSK byl stejný jako v případě PVP. 

Z těchto výsledků lze usoudit, že samotné MYC nemá biodegradační schopnosti, což se 

zjistilo i v jedné z předchozích prací [11]. 

8.3 Mikrobiologické testy 

U použitých půd (zahradní kompost, komerční kompost a zemědělská půda) byl proveden 

mikrobiální rozbor a byl zjištěn celkový počet bakterií a počet aktinomycet (Tab.  11). 

Bakteriálně nejbohatšími půdami byly komposty, zahradní kompost čítal počet 6.106 CFU/g 

půdy, kompost komerční 2,2.106. Zemědělská půda byla oproti kompostům chudší cca o 1/3 

bakteriálních kolonií. Z hlediska počtu aktinomycet byl opět nejbohatší zahradní kompost, 

spočtený počet byl 9.105. Počet aktinomycet v komerčním kompostu a zemědělské půdě byl 

téměř totožný. 
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ZÁVĚR 

PVP je bohatě využívanou látkou ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinářském 

průmyslu. Díky jeho inertnosti je možná akumulace polymeru ve složkách životního 

prostředí a možnost vzniku problému v budoucnosti; proto se hledají možné cesty jeho 

odstranění. 

Tato práce navazuje na sérii prací prováděných na Ústavu inženýrství životního prostředí 

fakuty technologické na UTB ve Zlíně zabývajících se možnostnostmi odstranění 

polyvinylpyrrolidonu. 

Biodegradace PVP byla sledována v prostředí AK, půdního prostředí zahradního kompostu, 

zemědělské půdy, komerčního kompostu a směsné půdy vytvořené smícháním zemědělské 

půdy a komerčního kompostu v poměru 1:5, v prostředí mycelia odpadajícího při výrobě 

penicilinu a zakoupené čisté mikrobiální kultury, u níž byla zjištěna schopnost produkce 

enzymu γ – lactamasy. Kromě samotného PVP byla sledována i rozložitelnost zvolených 

kosubstrátů a PVP v kombinaci s nimi. 

V prostředí AK z ČOV Zlín – Malenovice byla sledována rozložitelnost PVP v kombinaci 

se zvolenými kosubstráty. PVP nebyl mikroorganismy použitého AK rozkládán ani při 

přídavku zvolených látek, které teoreticky mohly samotný rozklad podpořit. 

Z provedených měření plyne, že k rozkladu polymerní struktury PVP docházelo pouze       v 

prostředí směsné půdy, kde bylo dosaženo cca 16% rozkladu za 780 hodin; a v půdním 

inokulu zemědělské půdy, kde bylo PVP odstraněno z cca 30% během 860 hodin. 

Degradační mikroorganismy pro PVP obsahovala zemědělská zemina. Prostředí jiných 

použitých substrátů – zahradní kompost a komerční kompost, nepůsobilo na PVP 

degradačně.  

Při kombinaci PVP s kosubstráty není možné určit trend vlivu jednotlivých kosubstrátů, 

jelikož při jejich použití nedocházelo k jednoznačným rozkladům ani v prostředí 

aktivovaného kalu, ani v zahradním kompostu. 

Z minulých prací zůstává otevřená otázka možného rozkladu laktamového kruhu pomocí 

enzymů jej štěpících, které produkovala použitá mikrobiální kultura 4375. Sledován byl 

rozklad samotného PVP i PVP s APhA. I přes poměřně minimální rozklad vzorku 
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samotného PVP (5% za 860 hodin) v čisté mikrobiální kultuře, lze stále za hlavní 

mechanismus rozkladu považovat štepení laktamového kruhu PVP. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

1O-2P  1-octyl-2-pyrrolidon 

APhA  N-acetyl phenylalanin 

BS  Substrátová BSK 

BSK, BOD  Biologická spotřeba kyslíku 

BSKmax  Nejvyšší množství biologicky spotřebovaného kyslíku 

c  Koncentrace 

C  Uhlík 

ČOV  Čistírna odpadních vod 

H  Vodík 

KK  Komerční kompost 

KVA  Kvasničný autolyzát 

m  Hmotnost 

MA  Minerální agar 

MP  N-methylpyrrolidon 

MYC  Mycélium 

N  Dusík 

pHKCl  Výměnná půdní kapacita 

PI-KK  Půdní inokulum komerčního kompostu 

PI-ZK  Půdní inokulum zahradního kompostu 

PI-ZP  Půdní inokulum zemědělské půdy 

PNa  Sodná sůl penicilínu 

PVP  Polyvinylpyrrolidon 

S  Síra 

SD  Směrodatná odchylka 
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SP  Směsná půda 

tlag  Lagová fáze 

TOC  Celkový organicky vátaný uhlík 

TSK, TOD  Teoretická spotřeba kyslíku 

TYA  Triptone Yeast Extract Agar 

Vpip  Pipetovaný objem 

X  Sušina 

ZK  Zahradní kompost 

ZP  Zemědělská půda 
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