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ABSTRAKT

Tato prace se  zabyvd moZnostmi mikrobidlniho rozkladu polymerni slouceniny
polyvinylpyrrolidonu K15 za aerobnich podminek. Rozklad byl provadén v prostredi
aerobniho aktivovaného kalu, pldnich organismi zahradniho kompostu, zemédélské pady,
komeréniho kompostu a smésné pldy. Déle v prostiedi Cisté mikrobialni kultury, u niz byla
zjisténa schopnost produkce enzymu y — lactamas a pomoci mycelia z vyroby penicilinu.
Testy probihaly na pristroji Micro-Oxymax a biologicka rozloZitelnost byla hodnocena

podle biologické spotfeby kysliku (BSK), pfipadné podle poméru BSK/TSK.
Ukolem préace bylo potvrdit pozitivni vysledky, kterych bylo dfive dosazeno v pidnim
prostfedi. Tento cil byl dosaZen pouze u pouZiti zemédélské pldy opét s nevyraznym

rozkladem.

Kli¢ova slova:

Polyvinylpyrrolidon, PVP, biodegradace, mikrobialni rozklad

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 y-
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.

Keywords:

Polyvinylpyrrolidone, PVP, biodegradation, microbial decomposition
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UvoD

Polymery jsou v témér vSech oblastech lidského Zivota nepostradatelnou soucasti. S rychle
rostouci tendenci produkce polymernich materialli a jejich hromadénim v enviromentu, bylo
nutné zacit Fesit otazky jejich likvidace, protoZe jejich stalost a zaroven mnoZstvi by mohlo
mit pro enviroment negativni vliv. Zajem o degradaci polymerd se rozviji predevsim ve
sméru biologického rozkladu. Biodegradace je vhodna hlavné pro polymery ve vodé

rozpustne.

Vyznamné misto v FeSeni problematiky rozkladu polymernich latek zaujimd napfr.
polyvinylpyrrolidon (PVP). Tato latka je zajimava nejen diky Siroké Skale fyzikalnich,

chemickych i biologickych vlastnosti, ale hlavné diky rozsahlému spektru vyuZiti.

PVP neni toxicky, ale pfi hromadéni diky své inertnosti predstavuje zatéZz pro Zivotni
prostfedi. Do enviromentu se dovstava vyhradné antropogenni ¢innosti a jelikoZ je ve vodé
rozpustny, predstavuje problém hlavné pro vodni a pldni prostfedi. O celkovém dopadu
tohoto polymeru na Zivotni prostfedi je zndmo pomérné malo. Predpokladad se, Ze
biodegradace v pldé je Gcinngjsi nez degradace ve vodach, protoZe je v0Ci vétsiné
Cistirenskych procesti odolny, a vSak celkova degradace polymeru je pomérné S$patna.
Vzhledem k tomu je potfeba hledat jiné cesty pfeduprav, jako napfiklad pouZiti vhodnych

enzymd ¢i mikrobialnich kultur, které napomohou jeho odstrariovant.

Tato prace navazuje svym zaméfenim na sérii praci provadénych na Ustavu inzenyrstvi

Zivotniho prostfedi fakulty technologické UTB ve Zling.
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1 POLYVINYLPYRROLIDON

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je diky svym vlastnostem Siroce pouZivanou latkou v mnoha
primyslovych odvétvich. Tuto latku (Obr. 1) mizZeme nalézt pod komercnimi nazvy

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

(o

N

n

Obr. 1 - Chemicka struktura polyvinylpyrrolidonu [1]

PVP je amfoterni synteticka latka sloZzend z laktamovych kruhli s amidovymi vazbami.

Z chemického hlediska miizeme tento polymer zaradit mezi poly-N-vinylamidy.

Jedna se o synteticky polymer s mirnym amoniakalnim nebo aminovym zapachem, ktery je
dan zplsobem vyroby. Je distribuovan jako bily nebo bilo-Zluty amorfni prasek s Sirokou
Skalou molekularni distribuce. Molekolové hmotnosti se pohybuji od 2,5 do 1200 kDa. Dle
primérné molarni hmotnostni jsou jednotlivé polymery PVP znaceny K Cislem (K 12, 15,
17, 25, 30, 90). K &islo je prdmérna hodnota vypoctena z relativni viskozity, se kterou

molekulova hmotnost souvisi [1, 2].

Vyjime€nou vlastnosti PVP je jeho rozpustnost. Je schopny se rozpoustét jak v hydrofilnich
rozpoustédlech tak i vrozpoustédlech hydrofébnich. Dalsi zajimavou vlastnosti je

schopnost tvofit komplexni slouceniny [2].

Viskozita vodnych roztokl PVP zavisi na jeho molekulové hmotnosti. Kromé viskozity na
molekulové hmotnosti zavisi také samotna rozpustnost PVP, ktera s rostouci hmotnosti

klesa.

1.1 Vyroba

PVP byl poprveé syntetizovan kolektivem némeckého chemika Waltera Reepa roku 1939.
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Tento polymer je produktem radikalové polymerizace vinylpyrrolidonu. Lze jej vyrobit
dvéma zpdsoby; pouzitim organickych rozpoustédel nebo vody. Jako organické

rozpoustédlo Ize pouzit napfiklad isopropanol [1, 3].

Dle pouzitého rozpoustédla pak vznika PVP nizkomolarni, stfedné nebo vysoce molekularni

PVP. Vyrobci je dodavan bud' v praskové formé nebo jako vodné roztoky.

1.2 Pouziti

Prvni pouZziti rozpustného PVP se datuje v obdobi Il. svétové valky, kde zaujimal Glohu

krevni plasmy; pozdgji se vSak od tohoto vyuziti PVP opustilo.
V dnesni dobé PVP nachazi uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich.

Ve farmaceutickém primyslu se kromé vyroby lékll a kapek pouziva také jako desinfekéni
prostiedek (PVP-iodin). K pFipravé lékll se vyuziva hlavné kvili tomu, Ze dokaze upravit
jejich rozpustnost a usnadnit jejich pohyb v téle a u néktrych Iékd snizuje jejich nepfiznivé

.....

zadrzovat v 3D siti tekutiny [1, 2].

V kosmetickém prdmyslu je vyuzivan hlavné jako soucast rlznych detergentl, dale pak

vlasovych pfipravki - Sampoény, spreje na vlasy, krém( na obliceje, zubnich past atd.

Kromé téchto prlmyslovych odvétvi, naléza PVP aplikaci také v potravinarstvi, kde se pod
oznaCenim E 1201 pouZiva jako stabilizator, plnidlo, nosi¢ ¢i emulgator. Lze jej nalézt
v umélych sladidlech, potravinafskych barvivech, vitaminech, slazenych napojich,

cukrovinkach atd.

Mimo jiné naSel tento polymer uplatnéni také jako aditivum cementu, papirové plnivo, pfi

vyrobeé fotografii a v litografii [1].

1.3 Vliv na zdravi Clovéka a na Zivotni prostredi

Vliv PVP na Clovéka je témér nulovy, jak plyne z jeho Siroké Skaly aplikaci. V nadmérém
mnoZzstvi mlze zplisobovat prijmy nebo nadymani.

Diky jeho aplikacim a vyuZivani v potravinafském a farmaceutickém priimyslu bylo nutno

stanovit jeho denni davku, ktera se pohybuje v rozmezi 0-50 mg/kg vahy. Rozpustny PVP

neni metabolizovan, presto (jak ukézaly studie), je jeho malé mnoZstvi schopno po
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intravendzni aplikaci zlstat v organismu. PFi ordlnim poziti PVP je jakéakoliv toxicita
(chronickd, subchronicka i akutni) pro organismus nizka. Nebyly prokdzany ani mutagenni

ani teratogenni dopady na organismus [1].

PVP je obeché povazovan za bilologicky nerozloZitelnou latku. Jeho vliv na ZP byl
studovan zatim jen okrajoveé, ale z veSkerych ziskanych informaci Ize usoudit jeho mozna
akumulace v prostiedi. Jak plyne z literatury je ziejmé inertni vGci Cistirenskym procesiim a

tedy prochazi Cistirnami viceméné beze zmény.

1.4 Stanoveni

Nejjednodussim zplisobem stanoveni kvanlity PVP je IC spektroskopie. Déle lIze tento
polymer stanovit diky jeho komplexaci sjédem pomoci fotometrie pFipadné

chromatografickymi metodami - GPC ¢i GC [1, 2].
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2 1-OCTYL-2-PYRROLIDON

Octylpyrrolidon - C;,H;3NO (OP) je jedna z dalSich pyrolidonovych slouenin. Tuto
povrchové aktivni latku mdzeme také nalézt pod nazvy jako je Caprylyl pyrrolidon; 2-

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

HEEWN

Obr. 2 - Chemicka struktura

1-octyl-2-pyrrolidonu [4]

2.1 Vlastnosti

Jedna se o nevodnou olejovitou kapalinu Ciré nebo mirné nazloutlé barvy. Za normalnich
podminek je oktylpyrrolidon stabilni. Rozpustnost ve vodé je téméF minimalni.

Nejvyhodnéjsi vlastnosti, kterou se tato latka vyznaluje je jeji povrchova aktivita [4 - 6].

2.2 Pouziti

Uplatnéni nachazi tato sloucenina hlavné v kosmetickém prdmyslu. Mézeme ji nalézt
v rliznych detergentech nebo napfiklad v Samponech. Déle se jako pyrrolidonova sloucenina

mliZe pouzit k syntéze agrochemikalii, v plastikarstvi, pfi vyrobé specialnich barviv.

2.3 VIiv na zdravi ¢lovéka a na Zivotni prostredi

OP mliZe vstoupit do organismu ¢lovéka dermalné, oralné nebo skrz oci. Je klasifikovan
jako Zirava kapalina, tudiz ve vysokych koncentracich mlZe trvale poskozovat kizi a odi,
pFi poZiti je schopny leptat dutinu Ustni, jicen a Zaludek pfipadné dychaci cesty. Pfi oralnim
podani se mliZze navic akumulovat v organismu. Mutagenita ani karcinogenita této latky neni

prokazéna [4 - 7].
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OP je pomérné dobfe degradovatelny a biologicky odbouratelny; pfesto nema pfiznivé
ucinky na Zivotni prostfedi. Toxicky plsobi zejména na vodni organismy a jeho toxicky

efekt miZe ve vodnim prostiedi dlouhodobé pretrvavat [5, 6].
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3 BIOLOGICKY ROZKLAD

Biodegradace ¢i biotickd degradace je biochemicka degradace materialdi zpdsobena
pdsobenim prirozené se vyskytujicich mikroorganismi, hub ¢i algai v prostfedi, kde
degradace probihd. Soucasti biodegradace je mineralizace. Tyto pochody mohou probihat

jak v aerobnim, tak anaerobnim prostfedi.

Produkty biodegradace (v idealnim pfipadé) probihajici za pfistupu vzduchu (v aerobnim
prostiedi), je oxid uhliCity a voda. PFi biodegradaci probihajici bez pfistupu vzduchu
(anaerobnim prostfedi) jsou hlavnimi produkty methan, oxid uhli¢ity, voda. Pfi obou typech

bidegradace k narlstu biomasy [8,9].

Biodegradaci podléhaji jak pfirodni latky, tak i nékteré latky syntetické. U syntetickych
latek plati, ¢im vy3si je molekulova hmotnost, tim obtiznéjsi je jeji biodegradace. Rychlost
biodegradacnich procestl je ovlivnéna fadou aspektd jako je napriklad mikrobialni
zastoupeni v prostfedi, charakter daného prostfedi, charakter rozkladané latky, dostatecne

mnoZzstvi biogennich prvki a kysliku, jde-li o aerobni rozklad atd.

Pro vlastni degradacni proces je v podstaté potfeba nékolik druhl mikroorganism
navazujicich na sebe svou cinnosti. Tyto rozkladanou latku nejprve rozlozi pomoci

produkovanych enzym( na monomery a ty dale mineralizuij.

Zahajeni samotné biodegradace mlzZe byt v rdznych ¢asovych horizontech. K urychleni
zahajeni biodegradacnich procesl a ke zvyseni samotné kvantity rozkladu je dobré vyuzit
fyzikalnich, chemickych nebo fyzikalné-chemickych metod preduprav. Lze pouzit napfiklad
oxidacnich nebo fotooxidacnich procesti [10, 11]. Kromé predipravnych metod Ize
v nékterych pripadech podpofit biodegradaci i pridanim vhodné podpdrné latky -

kosubstratu.

Uginnost biologického rozkladu miizeme stanovit pomoci sledovani biologické spotteby
kysliku, stanoveni TOC, suSiny, produkce oxidu uhli¢itého, methanu, koncentracnich
stanoveni atd. [9, 10].

3.1 Biodegradace PVP

Podle dostupnych studii patfi samotné PVP k nesnadno biologicky degradovatelnym

polymerdim. Zatim nebyla moznost mikrobialniho rozkladu vice zdroji potvrzena ani zcela
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vyloucena. SloZitost biologického rozkladu je zapficinéna obsahem laktamového kruhu ve
sktruktufe PVP [12]. Mira biologické rozlozitelnosti PVP mlze byt, jak ukazuji studie,

v rliznych podminkach riizna — v pldé, v aktivovaném kalu [11, 12, .

Samotna biodegradace PVP je bez pfediprav pomérné neucinna. PFi predupravach dochazi
k depolymeraci PVP a vzniku sloucenin, které jsou za vhodnych podminek bilologicky
snaze rozlozitelné. Ovsem z vysledkl(l plyne, Ze realizace preddprav pfed samotnym
biologickym rozkladem je v praxi, pfedeviim na COV, hlavné kv(li finanéni narognosti

viceméné jen na teoretické drovni.

Presny mechanismus rozkladu PVP neni znam. Hlavnim krokem v pfedpokladaném
mechanismu biodegradace je otevieni samotného laktamového kruhu v misté amidové
vazby tohoto heterocyklu. V dalSim kroku biodegradace PVP dojde k rozkladu vzniklého
sekundarniho aminu. Toto S$tépeni probihd za pomoci enzymd aminooxidas. Poslednim
krokem je rozklad vzniklych kone¢nych produktli [11]; predpokladany mechanismus
biologického rozkladu PVP je na Obr. 3.

K naruseni laktamového kruhu pravdépodobné dochazi diky enzymiim y — laktamas. Tyto

enzymy se fadi do skupiny amidas; y — laktamasa existuje v podobé enantiomerd (+) i (-).

Producenty enzymu y — laktamasy jsou vétSinou bakterie, ale jeji produkce jsou schopna i

néktera archea [13].

Moznost produkce tohoto enzymu funguje u bakterii schopnych vyuZivat N-acylu jako
jediného zdroje uhliku a energie [13]. Dle dostupnych studii se jedna hlavné o bakterie rodu
Microbacterium. V dfivéjsi literatufe je mozné tento rod nalézt pod nazvem
Aureobacterium, pozdéji byla zjisténa shodnost téchto rod(l bakterii a dale jsou vedeny pod
nazvem Microbacterium [15, 16]. Dale byla mozZnost produkce tohoto enzymu zjisténa u
Sulfobus  soltataricus, Pseudomonas fluorescens,  Pseudomonas aeruginosa,
Brevibacterium sp., Escherichia coli rosetta [12, 13, 14]. Nékteré studie se zabyvaji
imobilizaci vyprodukovanych enzym(l y - laktamas. Napf. enzym izolovany z druhu
Microbacterium hydrocarbonoxydans po purifikaci a imobilizaci vykazoval vétsi stabilitu
nez volny enzym, a v3ak kinetika a enzymova aktivita se imobilizaci vyrazné snizZila [17].

Podobny jev Ize ocekavat i u izolace a imobilizace téhoz enzymu z jinych druh( bakterii.
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Obr. 3 - Pfedpokladany mechanismus biodegradace PVP[11]

O biodegradaci PVP se pokouselo nékolik studii, a viak bez predchozich preduprav nebyly

zaznamenany kladné vysledky. Jedinou publikovanou studii, kterd prezentuje pozitivni
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vysledky byly testy provedené Ghanem a EI-Mohdym [12]. Déle bylo urcitych pozitivnich
vysledki dosazeno také v pfedchozich diplomovych pracich [18].

3.2 Biodegradace PVP ve vodném prostredi

Samotna biodegradace PVP ve vodném prostiedi aktivovaného kalu nebyla prokézéana.
Ubytky PVP jsou pfifazovany spise schopnosti sorpce PVP na kaly [19, 20]. Sorpce PVP
byla zkouméana v predchozich DP . Testovala se sorpce PVP na aerobni i anaerobni kaly a
také na aktivni uhli. Uginnost byla hodnocena dle Gbytku TOC. Nejvétsiho odtranéni se
dosahovalo pfi sorpci na aktivni uhli. Zde bylo dosazeno 90% odstranéni mnozstvi TOC cca
po 30 minutach od smichani vzorku se sorbentem. PVVP také dobfe sorbuje také na aerobni
AK; dochazelo po 30 minutach k ubytku TOC o 15%. Naopak p¥i zkouskach sorpce PVP
na anaerobni kal se kladnych vysledkd nedocililo. Nejlepsich vysledkd se dosahovalo pfi
nizSich koncentracich PVP. Obecné z praci plyne, Ze % sorpce na pevné materialy i na

biologicky aktivovany kal roste s klesajici koncentraci PVP [19, 20].

Pozitivnich vysledkd, jak jiz bylo dfive zminéno, se dostava po predchozich Upravéch. Pfi
téchto preddpravach dochézi k depolymeraci PVP a tim i ke snizeni molekulové hmotnosti a
vzniku latek biologicky lépe degradovatelnych. PfedUpravy mohou byt ryze fyzikalniho,

chemického nebo fyzikalné-chemického charakteru.

Jako mozZnou preupravu lze pouzit fotooxidaCni degradaci pomoci vhodného poméru
kombinace UV/H,0,. DalSi moznosti chemické pFedipravy je Fentonova reakce
(H,0,/Fe*"). Tyto predpravy vzorkii PVP byly provedeny v pracich [11, 19]. U takto
upravenych latek byla zaznamenana vyssi biodegradace jak v aerobnim, tak i anaerobnim
prostfedi. Dochazelo zde k cca 45 % rozkladim. Mira degradace se zde hodnotila dle
produkce methanu u biodegradace v anaerobnim prostfedi, v aerobnim prostfedi dle BSK.
[10, 19].

DalSi moznosti predlpravy chemickym zplsobem je basicka hydrolyza. Testovana byla
biologickéa rozloZitelnost vzniklych hydolyzatd v aerobnim prostfedi AK z COV Biotika
a.s., Slovenska republika. Hydrolyza vzorkd PVP byla vhodnd pro vzorky o nizsich
koncentracich. Méfeni se provadélo na pristroji Micro-Oxymax a hodnoticim kritériem byla
produkce CO,. Testovan zde byl vliv doby hydrolyzy a zvl&Ste vliv pH béhem hydrolyzy.

Biodegradace hydrolyzat(i nabyvala vyssich hodnot nez samotné PVP a vSak ukézalo se, Ze
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ani doba hydrolyzy ani pH béhem hydrolyzy neméa vyznamnéjsi vliv na vysledky nésledné

biodegradace hydrolyzat(i [11].

Kromé rozkladd vzniklych produktl pfedipravnych metod byla testovana i rozloZitelnost
PVP aktivovanym kalem a kalem laboratorné adaptovanym na NMP. Testy probihaly za
aerobnich podminek s réiznymi typy aktivovanych kald. K testovani byly pozity kaly z COV
Zlin — Malenovice, Ceska republika, z COV farmaceutického zévodu vyréabgjiciho légiva
morfolinového typu Zentiva a.s., Hlohovec, Slovenskéa republika, zCOV napojené na
farmaceuticky zavod Biotika a.s., Slovenska L up€a v dobé vyroby penicilinu a v dobé, kdy

penicilin nebyl vyrabén.

U téchto kald vykazovaly kladné vysledky BSK pouze biorozklady provedené za
specifickych podminek v kalech z penicilinové vyroby. Pozitivni vysledky lze pfisoudit
moZné indukci Penicilinas. Ostatni hodnoty BSK se pohybovaly pod hodnotami endogenni

respirace.

Déle byly tyto kaly laboratorné adaptovany na NMP. U vSech rozkladd v adaptovaném kalu
bylo dosazeno kladnych hodnot BSK samotného PVP, jen u AK ziskaného v dobé vyroby
penicilinu dochézelo k potlaceni biodegradace. NejvétSimu rozkladu — cca 14% za 350 h,
doSlo u kalu z méstské Cistirny. Respiracni hodnoty byly ziskany pomoci pfistroje Bial BOD
10 [11, 18, 19].

Kromé rozkladu samotného PVP byl zkouman i rozklad kombinace PVP s kosubstraty a
kombinace PVP a odpadniho mycelia. Jako kosubstraty byly zvoleny akrylamid, NMP,
APhA. Testovani probihalo na pfistroji Micro-Oxymax. Hlavnim hodnoticim kritériem byla
BSK, jako kontrola slouzil tbytek TOC. Dle ziskanych vysledkd je nejvhodnéjsi variantou
kombinace PVP a mycelia, u které bylo v kalu z penicilinové vyroby dosazeno hodnot
rozkladu cca 25 % za 211 h. Ovdem jednoznacny vliv kosubstrdtu ¢i mycelia na
biodegradaci nelze urcit, zalezZi spiSe na mikrobialnim zastoupeni v rozkladném prostfedi a

na vhodné kombinaci PVP s ,,podplrnou* latkou [18].

PFi srovnani Gcinnosti odstranéni PVP z odpadnich vod se u predloZenych metod jevi jako
nejvhodnéjsi metoda odstranéni sorpce , pfipadné sorpce v kombinaci s jinou metodou [11,
18 - 20].
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3.3 Biodegradace PVP v pldnim prostiedi

Dle dostupnych znalosti se biodegradace PVP pomoci pddnich bakterii jevila jako jeden
z moznych zplsobl rozkladu PVP s pozitivnim vysledkem. Jedina publikovana studie [12]
s pozitivnim biorozkladem PVP byla provedena v pldnim prostiedi. V tomto testu byla
zkouméana biodegradace hydrogelu PVA/PVP pomoci soil burial testl. Hydrogely byly
pfipraveny pomoci y-zéafeni v % zastoupeni PVA/PVP 100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 50/50 a
0/100. Byly pouzity dva typy puldy: jilovita plda a plda piscitého charakteru. Kromgé
biologického rozkladu byla zkouména i antimikrobialni Gc¢innost a vlastnosti pfipravenych

geld.

Testy ukazaly, Ze ¢im vétsi je pomér PVP v hydrogelech, tim mensi je degradace. U vzorkd
hydrogelu s pomérem PVA/PVP 0/100, tedy hydrogelu pouze s PVP bylo vétsiho stupné
degradace hydrogeltl docileno v jilovité plidé, kde doslo k 13% rozkladu samotného PVP za
pdl roku. V pldé pis¢itého charakteru doslo k 10% degradaci PVP béhem stejného obdobi.
Mira degradace se zde hodnotila podle vahového Gbytku hydrogeld [12].

Na konci testll byly z reaktor( izolovany bakterie pro jejich identifikaci. 1zolované bakterie
z pld byly identifikovany jako Pseudomonas a Alcaligenes. Z jilovité pddy bylo izolovano 5
druhd bakterii rodu Pseudomonas a 3 druhy bakterii rodu Alcaligenes, z pisGité pldy 3
druhy Pseudomonas a 2 Alcaligenes. Patry vliv na biodegradaci PVA/PVP hydrogelli bude
mit nejspis i zplsob pFipravy hydrogeld [12].

Na zakladé této pozitivni biodegradace, byl v pfedchozi diplomové praci [18] zafazen test
rozkladu PVP v pldnim prostfedi a prostfedi pddniho inokula. Pro tyto testy byla pouZita
pdda lesniho charakteru o susiné 28,5%. Mira biodegradace zde byla hodnocena podle BSK
a kontrolovana podle ubytku TOC.

Samotny pddni test trval 39 dni a byl provadén na ofistroji MicroOxymax. Na konci
experimentu byly hodnoty BSK nad hodnotami slepého pokusu, z ¢ehoZ Ize usoudit mozny
rozklad PVP v tomto pldnim prostfedi. Hodnota % biologického rozkladu se pohybovala

kolem cca 7%.

Kromé toho bylo jako prostiedi pouzito pldni inokulum ziskané ze stejné pddy. Tento test
trval 29 dni. Kromé vzorku samotného PVP byly testovany i vzorky PVP s kosubstratem,

coz byl akrylamid, 1-methyl-2-pyrrolidon, N-acethylphenylalanin, ¢i v kombinace PVP s



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 23

myceliem. Hodnoty BSK vzorku samotného PVP se pohybovaly taktéZz mirné nad
hodnotami endogenni respirace, z ¢ehoZ opét vyplyvd mozny primarni rozklad. Pfi pouZiti
kosubstratd vsak dochazelo k vyssim hodnotdm rozkladu nez u samotné pldy. Nejvyssich
hodnot biologického rozkladu — cca 17%, nabyvala kombinace PVP s myceliem. Stejné jako
u odstrariovani PVP pomoci kald se i u pldnich stanoveni neda urcit jednoznacny trend

ucinku kosubstrat(i na biodegradaci [18].
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4 CILPRACE

| pres predpokladanou biologickou resistenci PVP doposud provedené testy biodegradaci
nevylucuji. Aerobni rozklad ve vodnych prostfedich provedeny v minulych pracich mél sice
pozitivni vysledky, ale byl malo presvédcCivy. PresvédCivejsi byly testy provedené v pldnich

prostredich.

Tato prace navazuje na predchozi diplomové prace. Cilem této je sledovani miry biologické
rozloZitelnosti PVP hlavné v pldnim prostfedi za aerobnich podminek a potvrzenim
vysledkd experimentd provedenych EI-Mohdym a Ghanem [12] a Vaskovou [18]. Pro
testovani biodegradace bude pouzito také vlastni pldni inokulum. Experimenty budou
provedeny pro Cisté PVP, kosubstraty a mycelium a kombinace kosubsatl, pripadné
mycelila s PVP. Dale se pokusime o nalezeni bakteridlni kultury rodu Microbacterium
produkujici enzym y-lactamasy a pfipadné mikrobiologické stanoveni mikroorganism,

které maji vliv na biodegradaci PVP.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Chemikaélie potfebné k experimentlim byly vyrobeny firmami Lachema a.s., CR, Penta,

Sigma-Aldrich s.r.o. Cistota jednotlivych sloucenin byla p.a.

KH,PO,
K;HPO,
Na,HPO,-2H,0
NH,CI

MgSO, -7H,0
CaCl,-2H,0
FeCl;-6H,0
MgSO,

CaCl,
(NH,).SO,
NH;NO;

NaCl

H3;BOs
FeSO, 7 H,O
ZnS0O, 7 H,O
MnSO, 4 H,0
CuSO, 5 H,0

Co0S0, 7 H,O

dihydrogenfosfore¢nan draselny
hydrogenfosforec¢nan draselny
hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
chlorid amonny

heptahydrat siranu hofe¢natého
dihydrat chloridu vapenatého
hexahydréat chloridu Zelezitého
siran hofecnaty

chlorid vapenaty

siran amonny

dusi¢nan amonny

chlorid sodny

kyselina borita

heptahydrat siranu Zeleznatého
heptahydrat siranu zine¢natého
tetrahydrat siranu manganatého
pentahydrat siranu médnatého

heptahydrat siranu kobaltnatého

(NH4)sMo070,4 - 4H,0tetrahydrat molybdenanu amonného
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5.2 PouZité pristroje

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

Analyzator organicky vazaného uhliku Schimadzu TOC-5000 A, Rakousko
pH metr pH/mV/ION metr 735, lonLab WTW

Laboratorni centrifuga Jouan MR23i

Laboratorni vahy Santorius, Némecko

Su$arna Memmert, SRN

Laboratorni autoklav LAM-3-20-MCS-J Sonoclav, Némecko

Asepticky laminarni box Telstar Bio 1l A, Spanélsko

5.3 Poutzity biologicky material

Aktivovany kal z Cistirny komunélnich odpadnich vod

AK byl po transportu z COV zbaven hrubych negistot filtraci pres sito, 3x dekatovan pitnou
vodou a 24 h provzdudinovéan ve fermentorech. K samotnému experimentu bylo nutné ziskat
poZadovanou koncentraci susiny kalu. Vypoctené mnozZstvi kalu se nechalo po dobu 10
minut centrifugovat pfi 3000 ot/min a ziskana biomasa byla poté suspendovana v biomédiu

tak aby byla ziskana poZadovana koncentrace.

Pldy

Zastoupeni biogennich prvki v jednotlivych plidach je uvedeno v Tab. 1.

Zahradni kompost

Zahradni kompostova plda byla odebrana z lokality Zlin- Malenovice na podzim 2011.
Jednd se o wvyzraly doméci kompost o st&fi 2-3 roky, suSina se v jednotlivych

experimentech pohybovala kolem 50 %.
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Zemédélska plida

Zemédélska plida pochazela z lokality Zadvefic. Susina této pddy byla stanovena na 89 %.
Komer&ni kompost

Déle byl pouzit komeréni kompost firmy Agro CS a.s. Kompost obsahoval suSinu 46 %.
Smésna plda

Smésna plida byla slozend ze zemédélské plddy a komeréniho kompostu v poméru 1:5.

Susina pripravené smésné pldy byla 57%.

PAdni inokulum dle normy 1SO 14851:1999

Z téchto pld bylo pfipraveno pddni inokulum. PI bylo pfipraveno dle normy ISO
14851:1999 - odvazené mnozstvi zeminy obsahujici 100 g suSiny bylo vytfepavano po dobu
30 minut v mineralnim médiu. Po 30 minutovém odstani byla ziskana suspenze precedéna
pfes Fidkou tkaninu a v déliCkach 24 hodin provzdusiovana (TOC < 20 mg/l). Takto

pripravené pldni inokulum bylo pouzivano pro dalsi préaci.

Tab. 1 - Zastoupeni prvki v plidach stanovené elementarni analyzou

Prvek Zahradni kompost Zemédélska plida Komercni kompost
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
SD smérodatna odchylka

Penicilinova kultura

Kromé zminénych biodegradacnich kultur bylo pouzito také odpadni mycelium z vyroby
antibiotik Biotika a.s. (Slovenska republika). Jednalo se o smés odpadni biomasy
mikrobialniho kmene Penicillium chrysogenum a zbytk( substratu a penicilinu. Susina
mycelia byla 21,86%. CHSKc, bylo stanoveno na 1023 mgO./g. Elementarni analyza:
42,45% + 0,34 C, 6,899% + 0,05 H, 7,879% + 0,05 N a 0,719 % + 0,04 S. [18]
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5.4 Testované vzorky
Veskeré testovane vzorky byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich
polyvinylpyrrolidon (PVP 15) TOC =64,84%C
Myw = 10 000 g/mol
TSK = 2020 mg O,/g
1-methyl-2-pyrrolidon (1M-2P, MP) TOC =60,58 % C
TSK = 2020 mg O,/g
1-octyl-2-pyrrolidon (10-2P) TOC=73,10%C
TSK = 2680 mg O,/g
G sodna st penicilinu (PNa) TOC=5392%C
TSK = 1662 mg O,/g
N-acetyl-phenylalanin (APhA) TOC =63,76 % C
TSK = 2007 mg O,/g

Teoretické spotfeby kysliku byly vypocteny podle rovnice /4/, ktera je uvedena dale v textu.

5.5 Pouzitd mineralni média

Biomédium pro aktivovany kal

A) MgSQO, 22,5 gdo 1l

B) CaCl, 27,5 gdo1l

C) FeCl; 6 H,O 0,25 gdo 1l

D) (NH4),SO, 10 g do 1l

E) KH,PO, 85 gdoll
K;HPO, 21,75 gdo 1l

Na,HPO, - 2 H,0 33,4 gdoll
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NH,CI 0,5 gdolil
F)  HsBO; 0,75 gdo 1l
FeSO, 7 H,O 39 do 1l
ZnS0, 7 H,O 0,1 gdolil
MnSO, 4 H,O 0,5 gdoll
CuSO, 5 H,0 0,1813g do 1l
CoS0,4 7 H,0O 0,05 gdo1l

(NH.)sM0:04 4H,0 1,7 gdo 1l

11 biomédia pro AK byl pripraven smichanim 1ml zasobnich roztokd A, B, C a stopovych
prvkl - F, 5ml zasobniho roztoku D, 20ml fosfatového pufru — roztok E a destilované
vody. Destilovand voda pro pfipravu tohoto mineralniho média byla 24 hodin

provzdusfiovana. Biomédium bylo pfipraveno dle normy CSN EN SO 9408 [21].

Mineralni médium pro p¥ipravu pldniho inokula

A) KH,PO, 85 gdoll
K;HPO, 21,75 gdo 1l
Na;HPO,-2H,0 33,4 gdo1il
NH,CI 0,5 gdolil

B) MgSO, -7H,0 22,5 gdo 1l

C) CaCl,-2H,0 36,4 gdoll

D)  FeClk-6H,0 0,25 gdoll

1 | pripraveného mineralniho média obsahoval 10 ml z&sobniho roztoku A a 1ml zasobnich
roztokll B, C a D a zbytek destilované vody [22].

Mineralni médium pro pddu

Biomédium pro pldu bylo pripraveno z 1g NH;NOs a 0,2g KHPO, do 11 destilované vody.
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6 METODY STANOVENI

6.1 Hodnoceni Uplné aerobni biologicke rozloZitelnosti organickych latek
ve vodnim a pldnim prostfedi stanovenim spotfeby kysliku

V uzavieném respirometru

Stanoveni biologické rozloZitelnosti bylo provadéno v samotném pldnim prostiedi, v

prostredi plidniho inokula a v prostfedi aerobniho kalu.

Samotné stanoveni biologické rozloZitelnosti probihalo na respirometru Micro-Oxymax.
Jedna se o uzavieny systém, ve kterém je kontinualné zaznamenavan Ubytek O, a mnozstvi
vyprodukovaného CO, [23]. Mira degradace byla hodnocena hlavné dle celkové BSK, jako
kontrolni ukazatel u kapalnych vzork( slouzil Gbytek TOC. Procento biologického rozkladu
12/ sledované latky bylo vypocteno jako pomér substratoveé biologické spotreby kysliku /1/ a
teoretické spotreby kysliku /4/.

Obr. 4 - llustra¢ni foto usporadani respirometru

MicroOxymax [23]

Objem respiracniho reaktoru byl v pfipadé bidegradace v kapalném inokulu 50 ml, v pfipadé
rozkladu v pldé bylo navazovano 10 g pldy o 50% susiné. Testované vzorky byly do

reaktor( davkovany tak, aby byla koncentrace PVP v uréenych reaktorech cca 200 mg/l a
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koncentrace zvolenych kosubstratd cca 200 mg/l, pfi kombinaci PVP/kosubstrat byl pomér
PVP:kosubstrat 1:1. V pfipadé biodegradace v Cisté mikrobidlni kultufe 4375 byly pouZity

sterilni roztoky.

Vsechny vzorky byly méfeny trikrat vedle sebe. Kromé samotnych vzorkd byly pfipraveny i
slepé pokusy. Slepym pokusem pro samotné kosubstraty ¢i samotné PVP byl vzorek bez
pfitomnosti sledovanych latek, slepym pokusem pro kombinace PVP/kosubstrat byla

respirace samotného kosubstratu.

V prlibéhu testu byla udrzovana pomoci vodni lazné konstatni teplota 25+1°C. Kapalné

vzorky byly kontinualné michany.

V respiracnim experimentu nebyl davan pridavek N-allythiomocCoviny (ATM), jelikoZz v
pfedchozich diplomovych pracich [18] se prokazal negativni vliv ATM na primarni rozklad
PVP.

U jednotlivych vzork( rozkladanych a kapalném prostredi bylo na zaCatku a na konci
experimentu stanoveno pH a mnozstvi celkového organicky vazaného uhliku (TOC). U
testovanych vzorkl rozkladanych v prostiedi samotné plidy byla na zacatku a na konci

stanovena susina a na konci zméreno pH.

Vypocet substratové biologické spotfeby kysliku [mg/g]:

BS — (Bt B BBt) /1/
mt

kde:Bs — specificka BSK zkousené latky [mg/g]
B: — zmérend BSK zkousené latky F; v ¢ase t [mg]
Bg: — zméfena BSK slepého pokusu stanoveni Fg v ¢ase t [mg]

m; — hmotnostni zkousené latky [g]

Vypocet procenta biologického rozkladu [%]:

BS
TSK

D,y =100 12/
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B
D =100 i /3l
CHSK CHSK,,

kde: Drsk — procento biologického rozkladu dle TSK v Case t [%]

D cHskc, — procento biologického rozkladu dle CHSKG;, v Case t [%]

Bs — specificka BSK zkousené latky [mg/g]

TSK - teoreticka spotfeba zkousené latky [mg/g]

CHSKGc, — chemicka spotfeba zkousené latky [mg/g]
Vypocet teoretické spotfeby kysliku [mg/g]:

1 1

16-[2-C +E-(H -3-N)+3-S +E- Na—O}

TSK = 14/
M r

kde: TSK - teoretickéa spotfeba kysliku [mg/g]

C — pocet atom( uhlikd [1]
H — pocet atom{ vodik{ [1]
N — pocet atoml dusik{ [1]
S — pocet atom( siry [1]

Na — pocet atom( sodiku [1]

O - pocet atomd kysliku [1]

6.2 Mikrobiologické rozbory

Ukolem mikrobiologické &asti bylo urcit kultury rodu Microbacterium, které jsou schopné

teoretické produkce enzymu y-lactamasy a pfi nalezeni této kultury ji pouzit pro samotne

respiracni testy. Dale byly u vzork{ pdd provedeny mikrobiologické rozbory.

PFiprava Zivnych pld a médii

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichanim 8,6 g NaCl do 1l destilované vody. Pro

mikrobiologickou préci byl sterilizovan.
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Mineralni agar (MA) s kvasnicnym autolyzatem (KVVA) byl pfipraven z 3,9 g zékladu, 6 mg
KVA a 0,3 ml stopovych prvk(i do 200 ml destilované vody.

MA s APhA byl pfipraven z 3,9 g zékladu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopovych prvki a 180 ml
destilované vody. Po sterilizaci bylo pfi teploté 50°C pfidano k roztoku 20 ml sterilniho
pfedehratého roztoku APhA o koncentraci 5 g/l. Ziskana koncentrace NAF v pfipravené

Zivné pldé tedy byla 500 mg/I.

MA s MP byl pfipraven z 3,9 g zédkladu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopovych prvkl a 197 ml
destilované vody. K takto pFipravené suspenzi se po sterilizaci pfi teploté 50°C pfidalo 6 ml

sterilniho roztoku 2 MP o koncentraci. Koncentrace pripravené Zivné plidy byla 3 g 2MP/I.

MA s OP byl pripraven z 3,9 g zakladu, 6 mg KVA, 0,3 ml stopovych prvkd do 199 ml
destilované vody. Po sterilizaci této suspenze bylo pfi teploté 50°C pridano 0,5 ml

koncentrovaného 10-2P. Koncentrace 10-2P v ziskané Zivné pldé byla 2 g/l.

Agar pro pldni bakterie (ABP) byl pfipraven z 5,8 g zakladu, 150 mg KVA, 150 mg
tryptonu a 0,3 ml stopovych prvkl do 300 ml destilované vody.

TYA agar se sojovym extraktem byl pfipraven smichanim 2,1 g TYA agaru, g sojového

extraktu a 100 ml destilované vody.

Takto pfipravena Zivnd média byla sterilizovana v autoklavu po dobu 20 minu a poté rozlita
na petriho misky. Déle byly jednotlivé misky zaoCkovany a za tmy kultivovany pfi 25°C.
Doba kultivace se u jednotlivych mikrobiologickych stanoveni liSila. U mikrobiologického
rozboru pdd byla doba kultivace cca 30 dni. U zkousky rlstu kultur rodu Microbacterium

byla doba kultivace cca 10 dni.

6.2.1 Zkouska rdstu kultur rodu Microbacterium na vytipovanych substratech

Ukolem této zkousky bylo identifikovat kultury rodu Microbacterium, které jsou schopny

produkce y-lactamasy, tedy Stépeni N-acylového zbytku.

Vytipované  kultury byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismi. Jednalo se o

nasledujici kultury:
CCM 2634" Microbacterium terregens

CCM 22997 Microbacterium testaceum
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CCM 43737 Microbacterium trichothecenolyticum
CCM 4523" Microbacterium dextranolyticum

CCM 4370" Microbacterium arabinogalactanolyticum
CCM 1928" Microbacterium barkeri

CCM 4375" Microbacterium keratanolyticum

CCM 4364" Microbacterium schleiferi

CCM 43747 Microbacterium terrae

Drive jmenované kultury byly naockovany na zvolené Zivné pldy — MA, OP, APhA, 2MP -
a kultivovany pfi teploté 25°C po dobu cca 5-10 dni.

Koncentrace substratll na MA byly 3 g/l APhA, 3 g/l MP a 2 g/l 10-2P. Pozdéji byla
koncentrace APhA snizena 500 mg/l, protoZe plvodni davka se ukazala pro zkoumané
kultury jako toxicka. Hlavnim kritériem rlstu byly rozdily rlistl dané kultury na MA a na
Zivné pldé s APhA.

6.2.2 Mikrobiologicky rozbor pouzitych pld

1g pldy byl suspendovan a vytfepan v 10 ml fyziologického roztoku. Poté byl pomoci
desetinného Fed&di nafedén ve fyziologickém roztoku po koncentraci 10° a poté byly
vybrané koncentrace naockovany na specifické Zivné plidy — MA, ABP, a ve tmé a pfi
teploté 25°C kultivovany. Kultivace probihala cca 3 tydny. Béhem kultivace byly
vyoCkované misky sledovany a odecitany pocty bakterii a aktinomycet. Odecty se provadély
u fedéni s nejlepSi pocitatelnosti kolonii. Odecet aktinomycet se provadél za pomoci

mikroskopu.

6.3 Dalsi stanoveni

Stanoveni celkoveho organicky vazaného uhliku

Stanoveni celkového organicky vazaného uhliku se provadélo na analyzatoru TOC 5000A,
Schimadzu. Analyzator pracuje na principu oxidace celkového uhliku, vznikajiciho
spalovanim vzorku v trubici s platinovym dratem v proudu kysliku. Vznikly oxid uhlicity je

detekovan na IC detektoru.
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Stanoveni susiny

Susina vzork( se stanovovala u aktivovaného kalu i u pldy jak na pocatku, tak i na konci

experimentu.
Stanoveni susiny AK:

10 ml suspenze AK byly pod tlakem prefiltrovany pres zvazeny filtraCni papir a suseny pri
105°C po dobu cca 3 hodiny do konstanti hmotnosti a po vychladnuti v exikatoru znovu
zvazeny s presnosti na 10 mg. Stanovena susina byla poté vypocitana dle vzorce:

x:(m”_mOJ- ! /5/
m, V.,

pip

kde: X —susina [g/l]
m, — hmotnost kalu po vysuSeni [g]
m, — hmotnost filtaniho papiru [g]

Vyip — pipetovany objem [I]

Stanoveni susiny pldy:

5 g pldy bylo odvéazeno s presnosti na 10 mg na predem vysu$enou misku (pfi 105°C po
dobu 30 min) a suSeno pfi 105°C po dobu cca 3 hodin do konstantni hmotnosti. Po ususeni
se petriho miska se suSenym vzorkem pldy zakrytd vickem vloZila do exikatoru a po
vychladnuti se opét zvazila s pfesnosti na 10 mg. Susina pldy se poté vypocitala pomérem
konstatni hmotnosti vysuSené pldy a hmotnosti pldy pred vysusenim a vyjadfila se

Vv procentech.

Stanoveni pH

pH bylo stanoveno pomoci pfistroje pH/mV/ion metrem 735, InoLab, byl pfed vlastnim

stanovenim nakalibrovan pomoci kalibra¢nich pufri 4 a 7.
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Stanoveni pHgc — stanoveni pdni vyménné kapacity

pH u vzorkd pldy se méfilo pomoci tzv. vyménné kapacity - pHkci. Vzorky byly smichany

s 0,5M roztokem KCI, po 24 hodinach prefiltrovany a bylo zméfeno jejich pH.

Vsechny hodnoty byly tabelarné a graficky zpracovany pomoci pocitacovych programd

Microsoft Word s Microsoft Excel.
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7 VYSLEDKY

Test 1: Rozklad PVP v prostiedi AK a Pl zahradniho kompostu

Inokulum :

pddni inokulum — zahradniho kompostu (P1-ZK)

aktivovany kal (AK, cca 500 mg/l)

Tab. 2 - Koncentrace rozkladanych sloucenin v bafkach, ¢as lagové faze, BSKax

a procento rozkladu vzorkd

Ckosubstratul[MA/1] | Cpyp [MQ/1] t1ag [N] 1[3”?583 Deskirsk [%0]
Slepy pokus - - - 22,64 -
224 - 145 53,83 100
10-2P 268 - 178 56,43 100
214 - 98 46,24 100
AK 280 222,3 185 54,91 15
10-2P/PVP 276 222,3 185 59,16 31
258 222,3 165 54,95 20
PNa 202,4 - 77 44,82 100
PNa/PVP 202,4 222,3 82 43,95 7-13
Slepy pokus - - - 37,64 -
216 - 89 68,49 100
10-2P 268 - 130 71,07 100
202 - 89 58,49 100
;L 214 232,2 80 70,59 0
10-2P/PVP 248 232,2 82 74,81 47
252 232,2 89 66,87 27
PNa 201,9 - 218 70,47 100
PNa/PVP 201,9 232,2 218 76,98 10-36
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Tab. 3 - Stanovené vstupni hodnoty pH a TOC a vystupni TOC

PHystup [1] TOCstwp [MY/1] | TOCystup [M/1]
Slepy pokus 7,45 10,24 9,854
10-2P 7,47 - -
AK 10-2P/PVP 7,47 - -
PNa 7,46 1149 72,84
PNa/PVP 7,48 122,5 23,02
Slepy pokus 7,15 96,86 18,03
10-2P 7,16 - -
Pl 10-2P/PVP 7,16 - -
PNa 7,15 169,9 149,7
PNa/PVP 7,17 1154 -

~
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]
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Obr. 5 — Casova zavislost celkové BSK PVP v kombinaci s 10-2P

v prostiedi AK
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Test 2 : Rozklad v prostredi zahradniho kompostu

Inokulum: zahradni kompost (ZK)

Tab. 4 - Koncentrace a mnozstvi sloucenin v barikach, ¢as lagové faze, BSKax @

procento rozkladu

t 1ag [h1] BSKmax Desk/rsk
Cosubstrat [MY/] | Cpve v barice [MT/I] [mgO;] [%]
MYC 208,58 - - 79,03 -
MYC/PVP 206,05 200,01 - 80,93 3-27
10-2P 184,00 - - 108,58 100
10-2P/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

PocateCni pH bylo 6,68, po experimentu se pH pohybovalo kolem 6,7 — 6,8. Byly také

zméteny hodnoty susin, ty ale kvlli problémdm s vysousenim nelze prezentovat.
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Test 3: Rozklad v prostfedi zahradniho kompostu, smésné pldy a Pl zahradniho

kompostu

Inokulum:

zahradni kompost (ZK)

smésna plda (SP)

pldni inokulum zahradniho kompostu (Pl — ZK)

Tab. 5 - MnoZstvi testovanych latek v barikach, ¢as lagové faze, BSKnax a

procento rozkladu

S i [N] Poea | Dasrsc %)
Slepy pokus - ZK - - 36,48 -
PVP - ZK 209,57 - 37,12 1,4
Slepy pokus - SP - - 42,58 -
PVP - SP 209,57 14 45,95 4-24
Slepy p(%l:(us - Pl - i i 9.30 i
PVP — Pl - ZK 204,00 15 10,69 2

Tab. 6 - Stanovené hodnoty mnozstvi TOC vzorkl rozkladanych v Pl ZK na

zaCatku a na konci experimentu

TOC wystup
TOC ystup [M/I] [mg/l]
slepy pokus - PI 54,81 30,06
PVP - PI 109,9 34,2

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

Susinastp [%] | Suginayysip [%] PHustup[1] PHuystup [1]

slepy pokus - ZK 62,51 6,616
Py poku 52.5 6.68

PVP - ZK 62,36 6,640

slepy pokus - SP 64,03 6,300
Py PokUS 57.3 6.7

PVP - SP 65,64 6,370

slepy pokus — PI - ZK 66 6,397

PVP — PI - ZK ' 6,429
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Obr. 13 — Casova zavislost celkové BSK PVP v prostfedi SP



UTB ve Zlingé, Fakulta technologicka

47

18 -
16 - pos®
Jor o
14 4 PR e
RS a4
R2 a4 *
= 121 JRSS e
.§. Z3ad ¢
x 10 ot
n ,\o" ¢
-~ 8 - PO ad
X Rt
g s o
6 2ad
o o
/
44 /‘
*
|
0 #j’ T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
t[h]
Obr. 14 — Casova zavislost rozkladu PVP v prostfedi SP
12 +
0’{;“
T
R ,"”/
104 .« PVPKI5 s
Pead ¥
slepy pokus _.-0":,.*""
= 8 o
o & e
(=) _..0" ._0"
e ,0” -® o
; ,0"’. 0’.’
n 6 Ay
om - R4
O ’,0' “,0”
3 Rl
= ,0"‘. % 33
8 4 4 ,0"’. P 3%
,0”-.':’”’
o
_0’::0""
27 of:f:’
"
\.'V
)
&
0 T T T T T T T )
0 100 200 300 400 500 600 700 800
t[h]
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Test 4: Rozklad v prostfedi Pl zemédélské pddy, Pl komeréniho kompostu,

v prostredi mycelia a prostredi mikrobialni kultury Microbacterium keratolyticum

Inokulum: odpadni mycelium (MYC, cca 500 mg/l vztaZzeno na susinu)
padni inokulum zemédélské pldy (Pl — ZP)
pldni inokulum komeréniho kompostu (Pl — KK)
mikrobialni kultura 4375
Tab. 8 - Koncentrace testovanych latek v respiracnich latkach, lagova faze,
BSKmax @ procento rozkladu
BSK D
Ckosubstrat v bahce[m gll] CPVP v bafice [m gll] tIag [h] [mggz:)l( B[%%ISK
MYC 500,113 - 9,54 43,41 -
MYC/PVP 500,113 201 9,54 36,000 0
PVP
Pl - ZP - 210,2 - 14,51 12 - 40
PVP
Pl - KK - 202,8 - 13,37 0
APhA 99,96 - 195 4,38
APhA/PV 5,41
P 99,54 202 195 12 - 26
PVP - 207,4 140 6,22 5

(Hodnoty TOC a pH na vystupu nejsou uvdeny kvdli pokraovani experimentu).

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

TOC vstup [mg/g] pTﬁ‘“p

Pl -ZP 23,29 6,757
Pl—ZP PVP 76,24 6,788
Pl - KK 50,35 6,597

Pl - 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
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Obr. 21 — Casova zavislost celkové BSK PVP v kombinaci s APhA

v prostfedi mikrobialni kultury CCM 43757
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(Kombinace PVP s 10-2P zde neni uvedena kvlli rozdilnym navazkam v testu 1.)
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Mikrobiologické testy:

Zkousky rlstu kultur rodu Microbacterium na vytipovanych substratech

Mikrobiologicky rozbor ptd

Tab. 10 - Rast jednotlivych kultur na vytipovanych substratech

kultura

organicky substréat

MA

APhA

2 MP O 2P

CCM 43707

+

+

CCM 1928"

+

CCM 43757

++ Zluté
kolonie

+

CCM 43647

CCM 43747

+

CCM 26347

CCM 22997

CCM 43737

++

CCM 45237

++

+ |+ |+

bez rdstu

+ slaby rdst

+++  bohaty rlst

Tab. 11 - Stanovené poCty bakterii

celkovy pocet bakterii

[CEU/g plidy]

pocet
aktinomycet
[CFU/g pldy]

Zahradni kompost 6.10’ 9.10°
Zemédélska plida 22.10° 5,5.10°
Komeré&ni kompost 55.10° 4,5.10°
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8 DISKUSE

Pro testovani biodegradace byly jako kosubstraty zvoleny 10-2P, PNa a APhA a odpadni
produkt (mycelium) z vyroby penicilinu. Jmenované slouceniny byly zvoleny pro jejich

snadnou rozloZitelnost, mycelium vzhledem k pfedchozim vysledkdm [18].

Hlavnim hodnoticim kritériem biologického rozkladu byla celkova BSK testovanych

vzorkd, druhou veli¢inou hodnota BSK/TSK.

8.1 Biodegradace v prostredi AK

Jako jedno zinokul, v nichZz byla sledovana rozloZitelnost byl AK z komunélni Cistirny
odpadnich vod COV Zlin — Malenovice. Jednotlivé roztoky vzorkl byly pfipraveny
v biomédiu pro AK a koncentrace sledovanych latek v respiracnich barikach je uvedena v
Tab. 2.

Sledovan byl biologickay rozklad PVP v kombinaci s 10-2P a PNa (v poméru 1:1). Oba
zvolené kosubstraty dosahovaly samostatné béhem experimentu (995 hodin) 100 %
rozkladu. U vzorku obsahujiciho 10-2P (at” uZz Cisté nebo v kombinaci s PVP) byla
zaznamenana pocatecni lagova faze (98 - 177 hodin), ktera se liSila dle mnozstvi 10-2P
v respiracni nadobé. Kromé vlivu na lagovou fazi mélo mnoZstvi vliv i na dobu Uplné
rozloZitelnosti této latky (242 — 463 hodin). Dle Obr. 5 a Obr. 6 Ize usoudit, Ze k degradaci
béhem 995 hodin nedo$lo a zvolené kosubstraty tedy nemaji vliv na rozklad PVP v tomto
prostiedi, jelikoZz hodnoty celkové BSK PVP se pohybovaly vramci slepych pokust
(hodnot celkové BSK jednotlivych kosubstratd).

Na zacatku a na konci experimentu bylo u vzorkd zmérfeno mnozstvi TOC, ovsem diky
moZné sorpci PVP na Castice AK, ktera byla prokazéna v pfedchozich diplomovych pracich

[17, 18] byly tyto hodnoty brany pouze orientacné.

8.2 Biodegradace pomoci pldnich mikroorganismf

Hlavni pozornost (vzhledem k predchozim vysledkim) byla vénovana sledovani
biodegradace prostfednictvim pddnich mikroorganismd. Testovani probihalo v samotnych

pldach a jim prislusnych pldnich inokulech.

Podnétem pro tyto testy byly pozitivni vysledky [12, 18] rozkladl PVP v pddnim prostedi.
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8.2.1 Biodegradace v pidnim prostiedi

Koncentrace jednotlivych sledovanych latek rozkladanych v prostfedi ZK a SP jsou v Tab.

4 aTab. 5. Roztoky sledovanych latek byly pripraveny v biomédiu pro pdy.

PFi sledovani biologické rozloZitelnosti v zahradnim kompostu byl mimo rozklad samotného
PVP sledovan i rozklad zvolenych kosubstratli a kombinace PVP s kosubstraty (10-2P,

PNa a APhA) a myceliem. Zvolené kosubstraty byly za danych podminek zcela rozloZitelne.

Urcité pozitivni vysledky rozkladu se podle pfedchozi DP [16] oekavaly u kombinace
MYC/PVP. U provedeného testu se ale hodnoty celkové BSK pohybovaly na Grovni
biologické spotfeby kysliku samotného mycelia (Obr. 9) a tudiz za podminek provedeného

testu neméla pfitomnost MY C na rozklad Zadny vliv.

U kombinaci PVP/10-2P, PVP/PNa a PVP/APhA bylo dosazeno stejnych vysledkd jako pfi
sledovani bioderadace PVP/MYC. Z jednotlivych zavislosti (Obr. 8 - Obr. 11) celkovych
BSK PVP vkombinaci s kosubstraty na Case plyne, Ze krozkladim PVP béhem
experimentu (1070 hodin) nedochazelo. Jak ukazuje Obr. 12, pozitivniho vysledku nebylo

dosazeno ani u sledovani biologického rozkladu samotného PVP v tomto prostredi.

U jednotlivych vzork( se nachazely vétsi odchylky v hodnotach respirace, pficina byla
hlavné heterogenita plidy, nerovnomérné zmény vihkosti pldy a u vzork(, kde bylo pouzito

MY C jeho nehomogenita.

U vzork( sledovanych v testu 2 (sledovala se biodegradabilita jednotlivych latek v prostredi
ZK) byly problémy s nerovnomérnym vysousenim pidd, coz mohlo mit vliv na miru %
odstranéni; proto je reprodukovatelnost vysledkli podle BSK/TSK (Obr. 22) omezena.
PFistroj Micro-Oxymax nebyl dfive pro dlouhodobéjsi testy rozkladl v pldnim prostiedi
pouZzit, proto nebyly problémy s vétSimi zménami vihkosti pfedpokladany. Pro ostatni testy
probihajici v samotné zeminé byly proto voleny delSi ¢asové intervaly mezi jednotlivymi

stanovenimi spotfebovaného kysliku.
U vzork( byla po experimentu stanovena susina a pH. Susina na pocatku byla stanovena

orientaCné.

V prostfedi SP byla sledovana pouze respirace samotného PVP. Jak je vidét na Obr. 13 ,

hodnoty celkové BSK PVP se pohybuji nad hodnotami endogenni respirace pldy, ¢ehoz lze
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usoudit, Ze dochazelo ke Stépeni polymerniho Fetézce PVP. Dle BSK/TSK dochazelo k cca
16 % rozkladu za 780 hodin. PFi ukonCeni tohoto experimentu méla BSK stéle rostouci

tendenci, coz potvrzuje i Obr. 14.

Na konci testu byla u vzork( rozkladanych v prostfedi SP stanovena susina a pH.

Pro vzorky PVP se podle provedenych testl jevi jako nejlepsi prostfedi pro rozklad SP
(ZP:KK 1:5). Ze ziskanych vysledkl plyne, Ze zvolené kosubstraty nemaji vliv na rozklad
PVP v prostfedi ZK a tudiz nebylo mozno urcit nejvhodnéjsi kosubstrat, ktery by samotny
rozklad PVVP podpoil.

8.2.2 Biodegradace v prostredi ptidnich inokul

DalSim vodnym prostfedim, ve kterém byla biodegradace sledovana byla pldni inokula
pripravend z pouzitych pdd podle predepsané normy [22]. Zéasobni roztoky testovanych
vzork(ll byly pFipraveny v samotném PI. Koncentrace rozkladanych latek v prostredi Pl —

ZK, ZP a KK jsou uvedeny v Tab. 2 av Tab. 8 ve vysledkové Casti.

V prostfedi Pl — ZK byla testovana biologicka rozlozZitelnost PVP a PVP v kombinaci se
zvolenymi kosubstraty (10-2P a PNa). Samotné kosubstraty opét dosahovaly béhem doby
experimentu (995 hodin) 100 % rozkladu. U testovanych vzork(, kde byl pfitomen 10-2P
se objevila lagova faze, jejiz délka (82 - 113 hodin) zde zavisela na mnoZstvi davkovaného
10-2P. Celkovd BSK PVP v kombinacich s 10-2P a PNa byla v ramci celkové BSK
samotnych substratll. | pfes zdanlivy rozklad dle BSK/TSK (Obr. 22) k rozkladu PVP

nedochézelo; zvolené kosubstraty tedy nemaji vliv na rozklad PVP v prostfedi Pl — ZK.

Respiracni hodnoty samotného PVP jsou mirné nad hodnotami endogenni respirace, ale
spotfebované mnozstvi kysliku je minimalni a dle procenta BSK/TSK dochazelo k2 %
rozkladu, ¢oZ je v ramci chyby méfeni. Biologicky rozklad PVP v prostfedi Pl — ZK tedy

také neprobihal.

V prostfedi Pl — ZP byla sledovéna biodegradace samotného PVP. Hodnoty celkové BSK
PVP se pohybovaly nad samotnou endogenni respiraci plidniho inokula (Obr. 17), tudiz Ize
tvrdit, Ze biodegradace zde do vérohodnotného stupné probihala. Podle poméru BSK/TSK
dochazelo k cca 30 % rozkladu za 857 hodin. Tento vysledek zarovén potvrzuje i ziskany

pozitivni rozklad PVP v SP. Z téchto vysledkl plyne, Ze PVP degradéry ve SP pochazely
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z prostiedi zemédélské pldy. Kone¢né procento rozkladu nelze urcit, jelikoz test nebyl pied

odevzdanim prace ukoncen (probihd).

Jako rozkladné prostredi bylo pouZzito také Pl — KK. Rozkladanym vzorkem bylo Cisté PVP.
V tomto prostredi rozklad neprobihal, jelikoZ podle OBR. respiratni hodnoty sledovaného

polymeru byly na drovni endogenni respirace Pl — KK.

U vzorkd rozkladanych v prostiedi PI - ZK bylo na po¢atku a na konci experimentu méreno
pH a mnozstvi TOC, v Pl - KK a PI - ZP byly hodnoty méfeny pouze na zacatku, protoze
test nebyl ukoncen. Ziskané hodnoty mnozstvi TOC v jednotlivych vzorcich jsou brany
pouze orientaéng, protoZze nelze vyloucit, Ze nedochazelo k sorpci PVP na pldni Gastice

v pldnim inokulu.

8.2.3 Biodegradace za pomoci Cisté mikrobidlni kultury 4375

Samotnym respiracnim testlm s pouzitou Cistou mikrobialni kulturou predchazelo
mikrobiologické testovani; zakoupené mikrobialni kultury byly naoCkovany na vytipované
zivné pldy a byl sledovan jejich rlst (Tab. 10). Sledovan byl hlavné rozdil rlstu na Zivné
pldé APhA (500 mg/l) a MA, jelikoZ jak jiz bylo dfive zminéno, kultury, které jsou schopny
produkce y — lactamasy vyuZivaji jako jediny zdroj uhliku N — acylu, ktery APhA poskytuije.
Jedinou kulturou, ktera jevila podstatné rozdily rlistu na jmenovanych Zivnych plidach byla
4375 Microbacterium keratolyticum. Kultura byla poté namnoZena, suspendovana a pouZzita

pro samotny respiracni test.

Test probihal za stejnych podminek jako ostatni testy, pouze pfiprava sledovanych
respiracnich banék probihala za sterilnich podminek se sterilnimi prostfedky. Koncentrace
testovanych latek jsou uvedeny v Tab. 8 - Koncentrace testovanych latek v respiracnich

latkach, lagova faze, BSKmax a procento rozkladu.

Kromé rozloZitelnosti samotného PVP byla testovana i rozloZitelnost PVP v kombinaci
s APhA, ktery N-acyl obsahuje a mél by napomoci indukci y-lactamas. Sledovana i byla také

rozlozitelnost samotného APhA.

ZkouSka biodegradace pomoci Cisté mikrobialni kultury na pfistroji Micro-Oxymax byla
spiSe ovérovaci, protoZe tento pfistroj nebyl zatim pro takovéto experimenty pouZit.
Vysledky tohoto testu jsou rozporné. Pfi testech na agarovych Zivnych plidach dana kultura

vyuZivala N-acylu z APhA, zde tomu tak za dobu experimentu nebylo.
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PFimy zavér z prdbéhu tohoto testu nelze udélat, jelikoZ v soucasné dobé stale pokracuje.
V dobé odectu dat (860 hodin) se celkovd BSK samotného PVP pohybovala mirné nad
hodnotami samotné endogenni respirace. Z respiracnich hodnot lze Fici, Ze pfipadna
biodegradace PVP pomoci pouZité kultury je mozna, a vSak bylo by tfeba delSi doby
experimentu (pokracuje). Dle hodnot BSK/TSK doslo k cca 5 % rozkladu PVP za 860

hodin, Ize pfedpokladat, Zetato hodnota je mimo rozsah chyby pfistroje.

Béhem experimentu k rozkladu samotného APhA ve jmenované kultufe nedochazelo.
Hodnoty celkové BSK APhA se nachazely v oblasti endogenni respirace. Rovnéz
kombinace APhA/PVP nedosahla kladnych vysledk( (Obr. 21 — Casova zavislost celkové
BSK PVP v kombinaci s APhA

v prostfedi).

8.2.4 Biodegradace v prostredi odpadniho mycelia

Biologicka rozloZitelnost byla sledovana také v prostfedi odpadniho mycelia. Presna

koncentrace suSiny MY C a rozkladaného PVP je uvedena v Tab. 8.

Kfivka celkové BSK rozklddaného PVP je pod hodnotami BSK MYC. K rozkladu PVP
tedy nedochézelo. Kromé PVP bylo vtomto prostfedi rozkladano také PVA (rovnéz o
koncentraci cca 200 mg/l), priibéh krivek celkové BSK byl stejny jako v pripadé PVP.
Z téchto vysledkl Ize usoudit, Ze samotné MYC nema biodegradacni schopnosti, coZ se

zjistilo i v jedné z predchozich praci [11].

8.3 Mikrobiologické testy

U pouzitych pdd (zahradni kompost, komeréni kompost a zemédélska plida) byl proveden
mikrobialni rozbor a byl zjistén celkovy pocet bakterii a poCet aktinomycet (Tab. 11).
Bakterialng nejbohatsimi plidami byly komposty, zahradni kompost &ital pocet 610° CFU/g
plidy, kompost komeréni 2,2:10°. Zeméd&lskéa plida byla oproti komposttim chudsi cca o 1/3
bakteridlnich kolonii. Z hlediska poctu aktinomycet byl opét nejbohatsi zahradni kompost,
spocteny pocet byl 9:10°. Pocet aktinomycet v komer&nim kompostu a zemédélské plidé byl

témer totozny.
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ZAVER
PVP je bohaté vyuZivanou latkou ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinarfském
primyslu. Diky jeho inertnosti je moznd akumulace polymeru ve slozkach Zivotniho

prostfedi a moZnost vzniku problému v budoucnosti; proto se hledaji mozné cesty jeho

odstranéni.

Tato prace navazuje na sérii praci provadénych na Ustavu inzenyrstvi Zivotniho prostiedi
fakuty technologické na UTB ve Zliné zabyvajicich se moZnostnostmi odstranéni

polyvinylpyrrolidonu.

Biodegradace PVP byla sledovana v prostfedi AK, plidniho prostfedi zahradniho kompostu,
zemédélské pldy, komercéniho kompostu a smésné plidy vytvorené smichanim zemédélské
plddy a komeréniho kompostu v poméru 1:5, v prostfedi mycelia odpadajiciho pfi vyrobé
penicilinu a zakoupené Cisté mikrobialni kultury, u niz byla zjisténa schopnost produkce
enzymu y — lactamasy. Kromé samotného PVP byla sledovana i rozloZitelnost zvolenych

kosubstratd a PVP v kombinaci s nimi.

V prostfedi AK z COV Zlin — Malenovice byla sledovéana rozloZitelnost PVP v kombinaci
se zvolenymi kosubstraty. PVP nebyl mikroorganismy pouZitétho AK rozkladan ani pfi

pfidavku zvolenych latek, které teoreticky mohly samotny rozklad podpofit.

Z provedenych méfeni plyne, Ze k rozkladu polymerni struktury PVP dochézelo pouze v
prostiedi smésné pldy, kde bylo dosazeno cca 16% rozkladu za 780 hodin; a v pldnim
inokulu zemédélské pldy, kde bylo PVP odstranéno zcca 30% béhem 860 hodin.
Degradacni mikroorganismy pro PVP obsahovala zemédélskd zemina. Prostfedi jinych
pouZitych substratll — zahradni kompost a komeréni kompost, nepUsobilo na PVP

degradacné.

PFi kombinaci PVP s kosubstraty neni mozné urcit trend vlivu jednotlivych kosubstrat,
jelikoz pfi jejich pouziti nedochazelo k jednoznanym rozkladlim ani v prostredi
aktivovaného kalu, ani v zahradnim kompostu.

Z minulych praci z(stava oteviena otdzka mozného rozkladu laktamového kruhu pomoci

enzymll jej Stépicich, které produkovala pouzita mikrobialni kultura 4375. Sledovan byl

rozklad samotného PVP i PVP sAPhA. | pfes poméfné minimalni rozklad vzorku



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 60

samotného PVP (5% za 860 hodin) v Cisté mikrobialni kultufe, lze stale za hlavni

mechanismus rozkladu povaZovat Stepeni laktamoveho kruhu PVP.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

10-2P
APhA

Bs

BSK, BOD

BSKmax

KK

KVA

MA
MP

MYC

PHkci
PI-KK
Pl-ZK
PI1-ZP
PNa

PVP

SD

1-octyl-2-pyrrolidon

N-acetyl phenylalanin

Substratovd BSK

Biologicka spotfeba kysliku

Nejvyssi mnozstvi biologicky spotfebovaného kysliku
Koncentrace

Uhlik

Cistirna odpadnich vod

Vodik

Komer¢ni kompost

Kvasnicny autolyzat

Hmotnost

Mineralni agar

N-methylpyrrolidon

Mycelium

Dusik

Vyménna pldni kapacita

Pldni inokulum komeréniho kompostu
Pldni inokulum zahradniho kompostu
Pldni inokulum zemédélské pldy
Sodna sdil penicilinu
Polyvinylpyrrolidon

Sira

Smérodatné odchylka
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SP

tiag

TOC

TSK, TOD

TYA

ZK

ZP

Smésna plda

Lagova faze

Celkovy organicky vatany uhlik
Teoreticka spotfeba kysliku
Triptone Yeast Extract Agar
Pipetovany objem

Susina

Zahradni kompost

Zemédélska plida
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