i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

STANOVENI ANAEROBNIHO ROZKLADU
BILKOVINNEHO HYDROLYZATU SI  TOVANEHO
VYBRANYMI EPOXIDY

2005 Michael Tupy



-2

Chel bych podkovat vedoucimu své diplomové  prace
Prof. Ing. Janu Kupcovi, CSc. za jeho odborné vedeni nn€erady a poditné

pripominky, které mi poskytl v fib¢hu diplomové prace.

Dékuji také vdem ostatnim pracovifk Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zivotniho
prostedi za vytveéeni dobrych podminek pro vypracovani diplomové @raza jejich

ochotu a vsicnost @i feSeni mé diplomové prace.

Zvla¥ bych chél podekovat Ing. Josefu Hiitikovi, CSc. a Ing. dimu PSejovi za

vSestrannou pomaoc.

Souhlasim stim, Ze svysledky mé pracézen byt naloZzeno podle uvazeni
vedouciho diplomové prace imditele Ustavu. Vifljpads publikace budu uveden jako

spoluautor.

ProhlaSuiji, Ze jsem na celé diplomové préaci pracsamostaté a pouzitou literaturu jsem

citoval.

Ve ZIInE dne 26.5.2005 e

podpis diplomanta



Abstrakt

Cesky :

Tato prace obsahuje souhrn poziatk pribéhu stovani hydrolyzovaného
kolagenu vybranymi epoxidy 1,2:3,4 — diepoxybut®EB) a 1,2:7,8 — diepoxyoktan
(DEO) a biologickém rozkladuijpravenych vzorik za anaerobnich podminek. Krém
biologického rozkladu bylagmovana pozornost nejen studiivpdniho hydrolyzovaného
kolagenu , ale takéfipravenym vzorkm z hlediska chemickych a fyzikélnich vlastnosti ,
prabéhu stovani DEB a DEO , kinetice rozpo#st modifikovanych vzork , viskozitnim
meéienim roztok a FTIR spekter. Z steni vyplyva , Ze s rostoucim zémianim Hykolu

klesa schopnost mikroorganignmozkladat modifikované bilkoviny.

Anglicky :

This thesis contains survey of know-how about pdace of netting hydrolyze
collagen with chosen epoxy’s 1,2,3,4 - diepoxybu(®kB) a 1,2,7,8 - diepoxyoktan
(DEO) and biodegradation of prepared samples irerab& conditions. Apart from
biodegradation was attention direct not only talgtariginal hydrolyzed collagen but also
to prepared samples from the point of view chemigatl physical characteristics ,
procedure cross linking of DEB and DEO, kineticsolution modified samples , viscosity
measuring of solutions and FTIR spectrums. Fromson&ag is eventuating that with cross
linking of Hycol is dropping down the possibilityicnoorganisms to biodegradation of

modified protein.
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UvoD

V sowasné dob je zapotebi Wnovat pozornost rozihym technologiim a
spotebitelskému vyuziti tznorodych materiél Postupemcasu zé&aly vice a vice do
Zivota ¢loveéka prostupovat plasty a staly se z niélir® sodasti naSeho Zivotniho stylu.
Plasty maji totiziadu fyzikélnich i chemickych vlastnosti , které hgm u jinych
materiah jen velmi €Zko hledali. Nafpiklad pevnost , pruznost a houZevnatost |,
transparentnost , lehka vybarvitelnost , snadnaacgwatelnost , odolnost proti
chemikaliim a mnohé dalsi (procité skupiny plast) specifické vlastnosti.

Problém je ale v s@asné dob posunut do jiné roviny , nez v dbb kdy wdci
hledali pouze nové druhy pléss rozdilnymi vlastnostmi. Jednou totiz pro kazgyobek
piijde ¢as , kdy se stava nepeibnym. Proto i viipact plasti je nutno vyrobek
z vysokomolekularni sloZzky recyklovat nebo rozlozt zaadit z@t do girozeného
kolobéhu chemickych prvik

Sowasnym (a ne pr&vnejlepSimieSenim) je plastovy vyrobek spdlit nebo jej
skladkovat. Pokud vyrobek spalime , figtiujeme na jeho likvidaci® energii exhalaty
nejsou ovsem takéfipatelné pro Zivotni progedi. Proto je vyhodné vyuZzit principu
biodegradace , ktery byltjpodou pro kolobh organickych latek vytien , tedy vyuzit
prirozené biologické rozloZitelnostichto organickych latek v biogié

Jinymi slovy , budeme-li skladkovat odpad , ktegybjologicky sam a relati¥n
rychle rozloZitelny , uSéiime dalSi generace spousty ekologickych probléamjes
vyuzijeme nafiklad anaerobnim prastdim produkovany methan k vyrolepelné nebo
elektrické energie.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Biologicky rozklad

Biologicky rozklad (nebo také biodegradace) jérquni proces , diky kterému
dochéazi k rozkladu organickych latek na jednods&®iceniny , které jsou schopny se
zapojit do pirodnich cykh mineralizaci. V aerobnim prdetdi dochazi k
mineralizaci rozloZzenim organického substratu nga €®odu, pipadré na biomasu typu

huminovych latek. # anaerobnim progdi vznikd CQ, CH, , voda a dalSi biomasa. [ 1 ].

Do prirozenych degradaich vlivi 1ze paitat predevSim atmosféricky kyslik |,
swtelné zéeni a mikroorganismy. Nejvyznagjgi vliv ma @i rozkladu polymei z &chto
faktora UV zé&'eni , jehoz psobenim se snizuje molarni hmotnost a zhorSujiesshamické
vlastnosti. Biologicka degradaceagowbenim mikroorganisin se i likvidaci plasti
uplatiuje prevazrie jako zaérecna faze po fedchazejicich fyzikalnich a chemickych
procesech.

Autori prace [ 2 ] studovali obeé&nbiorozlozitelnost u organickych sléenin a
zjistili , Ze napiklad wtSina alifatickych uhlovodik a karboxylovych kyselin se rozklada
velmi dolie a naopak slaeniny obsahujici etherovou vazbu nebo ébzeny uhlovodik
se rozkladaji tire. Dale zjistili , Ze slateniny obsahujici primarni hydroxylovou skupinu ,
aldehydickou skupinu , —GEEH(NH;)COOH skupinu nebo karboxylovou ¢ -OH
skupinu jsou lehce odbouratelné. Latky s nitroskapii , halogeny , aminoskupinami a
sulfoskupinami se odbouravaji velnzte.

U biologicky odbouratelnych polymernich matekidbe @ekavaji podobné
degradani vlastnosti , jako majiifrodni polymery. Bhem jejich pouzivani by &y byt
stalé svymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmpa skorteni své Zivotnosti by &y
byt v grirodk voln¢ rozlozZitelné [ 21 ].
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Ke zvySeni biologické rozlozitelnosti vedada cest. MZzeme znanit chemickou
stavbu polymeru kopolymeraci s finpck lehce rozloZitelnym polymeretih monomerem,
zavedenim rozlozitelnych fugkich skupin , zrnou strukturyfettzce a podobh DalSi
moznosti (podobné kopolymeraci) je smiseni plasehae rozlozitelnou latkou , cozZ je
nagiklad biopolymer. Mohou to byt néjglad Skrob , celuléza ,azné bilkoviny ¢i
kyselina p-hydroxyméaselnd. Tim umoZnime réasdhi ¢astic polymeru na mensi

fragmenty , které jsou pak Iépe napadnutelné migammsmy.

1.2 Anaerobni rozklad

Anaerobni rozklad je soubor &ith , na sebe navazujicich biologickych préces
na kterych se podili &kolik zakladnich skupin specifickych mikroorganismRozklad
organickych latek az na kotree produkty (methan a oxid ukity) vyZzaduje jejich
koordinovanou metabolickou s@innost. Produkt jedné mikrobiélni skupiny se stéwéed
substratem pro mikroorganismy skupiny druhé. PokacuSime chod skupiny jedné |,
narusi se cely sled po sojoloucich rozklad a tim i &innost procesu.

Proces anaerobniho odbouravani se tipjatvisticich z#izenich stale ve &Si
mife. Divodem toho je ekonomickd , prostorova a energetickdarénost , nizsi
produkce biomasy a malé naroky na Ziviny. Nevyhodaloto procesu je jeho mala
realéni rychlost. Tu Ize ovlivnit najklad zvySenim teploty procesu nebo michanimsim

anaerobniho kalu a substratu (odpadu).

1.2.1 Faktory ovliviiujici rozklad mikroorganismy

Dobra biodegrabilita  polymér je ukena i progedim , ve kterém se
mikroorganismy nachdazeji. Je nutri@t@mnost vice druln bakterii , které pak produkuji
vicero druli enzymi. Pro zaji&ni vhodnych podminek pro jejich Zivot jeildzité
udrzovat specifické fyzikalni vlastnosti priesdi, které jsou uvedeny dale.
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* Slozeni anaerobniho kalu a substratu

Dusik a fosfor jsou zivothdaleZzité prvky pro #@st bakterii. Minimalni koncentrace
dusiku je 2,5 g na 100 g suSiny kalu aiplbha koncentrace fosforu je 0,5 g na 100 g
susiny kalu. Porr uhliku , dusiku a fosforu tak je u anaerobnihacpsu 100 : 10 : 0,2
[ 7, 9 ]. Tento porér je oproti aerobnimu prasdi , kde jsou posny C : N : P rovny
100 : 10 : 1, hodhochuzen o nutni prvky a proto je anaerobni systém pomalejSiz, ne

systém aerobni.

* Teplota

Teplota ovliviuje anaerobni procesy obdabn jako jiné biochemické reakce.
S rostouci teplotou roste rychlost vSech probifdjiceaknich proces. Se zndnou
teploty se téZz ®ni zastoupeni jednotlivych draitbakterii , coz mize poruSit rovnovahu
systému.

Mikrobialni tvorba methanu probih& v Sirokém rozimesplot a to od 4 az po
65 °C. \KtSina aerobnich reakibipro sterilizaci kal i pro ¢iSténi odpadnich vod pracuje
v mezofilni oblasti , tedy kolem teplot 30 — 45 y@opipact v termofilni oblasti kolem
teplot 45 — 60 °C. Nad touto teplotou jiz dochazidstupné denaturaci mikroorganism
Pti methanizaci v termofilni oblasti dosahuje reakggsiho stup# rozkladu i rychlosti
[10].

[ pH

Optimalni hodnota praist methanogennich mikroorgani&ije v neutralni oblasti ,
tedy v rozmezi 6,5 — 7,5. Mimo tento interval jed®grabilita znén¢ inhibovana [ 12 ].
NejcastjSi pricinou vykyvu pH je tvorba nizSich mastnych kyseligidagennimi
mikroorganismy.

Byl zkoumé&m vliv pH na hydrolyzu a bylo zji$to, Ze je zavisla na jeho Zng ,
ale nezavisi na samotném mnoZzstikavych mastnych kyselin [ 13 ].
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* Hydrofilnost polymeru

Zasadnim faktorem hydrofilnosti je vysoka polaptalymeru a obsah hydrofilnich
skupin. Ve vod rozpustné biopolymery jsou Iépe rozloZitelné. Arnjishydrofilnosti nebo

hydrofilniho povrchu polymeru chemickou modifikagide k jeho lepSi biodegradalailit

* Nutrienty

Mimo hlavni nutréni prvky (dusik a fosfor) ja¢ba mikroorganisim dodat i Na ,

K, Ca, Mg, Fe a stopova mnozstvi Mn , Ni, Zn.

* Inhibujici a toxickeé latky

Na striktre anaerobni bakterie nejvice toxick§ggobi kyslik , dale z anorganickych
slowenin jsou to sulfidy , kyanidy ,istitany a soli nasledujicickizkych kova:
chrom , kadmium , olovo , &’. Zinek a nikl nemaji vliv na sniZeni produkce3mih
mastnych kyselin , ani jsou-lifpomny ve ¥tSi mie.

Z organickych slotenin jsou to pedevSim saponéaty , fenoly , pesticidy a
rozpoustdla [ 12, 14 ].

e VIiv michani

Michanim zajiSujeme v systému jednak homogenitu vSech sloZek fifdag
koncentrace Zivin , substratu) , ale zatowedochézi k lokalnimu hromé&d toxickych
latek a metabolickych toxickych produkiDochazi k lepSimu odvodu bioplynu ze systému

a udrzuje se tak spravny chod reakci.

1.2.2 Faktory ovliviiujici anaerobni rozklad polymeni

Biologicky rozklad zadchto podminek ovliiuje fada okolnostiCim ma polymer
mensSi molekulovou hmotnost , tim jsou jetettzce kratSi a ma protoét&i ochotu se
rozkladat. Schopnost biodegradace je m.j. o¥lin stovanim , pipadnym étvenim
retézca ¢i stuprem krystalinity polymeru [ 4 - 6].
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Je-litetzec ¥tven , popipact , je-li dvourozn&rné ¢i prostoroe si‘ovan , rapida

to zhorSuje moznost enzymu pronikat d¢ aitim i biodegradabilitu polymeru [ 7, 8 ].

Samozejme dilezitou \&ci je , aby polymer a rozpodgto , ve kterém k degradaci
dochazi , mly co nejmenSi rozdil polarity. ProtoZze na zemskdgmovrchu je
nejdostuprSim rozpou&tdlem voda , jsou ve védozpustné polymery lépe rozloZzitelné ,
nez nerozpustné se stejnou molekulovou hmotnostipstnost polymeru ve végednak
urychluje jeho ,rozmotani“ ze statistickych klub@km i lepSi dostupnost degradabilnich
enzymi mezi fettzce) ztaké iipadnou hydrolyzurettzch a zmenSovani molarni

hmotnosti.

1.2.3 Popis pribéhu anaerobniho rozkladu

Anaerobni rozklad je souboremdadh pochod na sebe vzajenémavazujicich , za
které jsou zodpasdné utité skupiny mikroorganizin Celkovy pfibéh Ize rozdlit do
nésledujicicletyi skupin (obr.1):

KOMPLEXNI CROANICEY MATERIAL
{celuldza, hemiceld dzyy, bilkowriog, atd)
Hydrelyza )
LOWO. A QLIGOMERY
2.Faze.................. (oukrs, peptichy aninokirseling atd.)

Fermentace \L

MEZFRODUETY
Calk ot vy, Takldl, mooastog kyseliny

4.Faze............. | o +Co0, |
Hyd rogenoiroficka

methanogeneze \\3:

Anaeroh ni oxddace

Acetotroficka
methanegeneze

oy + 2O

Obr.1: Schéma anaerobniho biologického rozkladu [ 1 ]
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1.Faze:hydrolyzoujsou vysokomolekularni latky rozkladany na nizkéskalarni
latky ¢i zakladni monomery. Uplatlji se zde extracelularni hydrolytické enzymy. \kii

produkty jsou jiz obvykle schopné transportu dékyu

2.Faze:acidogenezge stadium , kde jsou hydrolyzované produkty dakkiadany
na jednodussi organické latky , jako kyseliny aolhtly. Jejich fermentaci se ftiacela
fada redukovanych produkt(na ukor tvorby oxidu uhiitého a vody). Produkty jsou

zavislé na charakteru pétesnich substrdita podminkach prosdi.

3.Faze v pribéhu acetogenezelochazi k dalsi oxidaci na GQ vodu a kyselinu

octovou, ktera tvid az 75 % substratu pro zZ&ecny methanogenni proces.

4.Faze: methanogenezee poslednim degradaim pasmem. Mikroorganismy
mohou produkovat methan pouze z relativmalého pétu jednoduchych organickych

slowenin s maximalé ctyimi atomy uhliky [ 14 ].

1.3 Sledovani anaerobniho rozkladu

V prabéhu anaerobniho rozkladu se do mikrobialniho syst@fidava substrat |
ktery se mini na plynné slozky , vodu a Zjrvznikajici dalSi biomasu. Meme tedy
sledovat zrdny koncentrace oxidu ukiltého , methanu a vznikajici biomasu. Biomasa se
ovSem k pilis malé rychlosti &istu meii obtizré. Je pro nas tedy pohod|ai sledovat
produkci plyri pii konstantni tepl@ Fxi rtiznych teplotach reakce probiha rozdilnou
realkéni rychlosti. Produkovany bioplyn se sklada z c6a% methanu , zbytek je oxid
uhlicity (popt. stopy BS, NHs, Hp, aj.) [ 1].

Pti sledovani rozkladu polymeru mikroorganismy jeyteeloreticky mozné pouzit
celé rady metod. Autd ¢lanku [ 15 ] sledovali degradaci polymernich matéria na
zéklad produkce oxidu uhtitétho a methanu , dale dle snizovani viskozity ytkip
hmotnosti , podle fyzikalnich zn , spektralni analyzy UV — VIS , aj.
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1.4 Charakteristika zakladnich latek

Bilkoviny obecr predstavuji velké spektrum latek , které jsoucssti El jinych
organisni , jsou produkty jejicktast&ného rozkladu nebo vysledkem jejich zpracovani.
ProtoZze sledovany bilkovinny hydrolyzat (kapitola4.3) je produktem hydrolyzy
kolagenu , je v kratkémighledu zminka také oém a jeho nejdlezit¢jSim produktu
hydrolyzy — Zelatin. Pra¢ Zelatina je ufitym ,modelem“ pro obdobny hydrolyticky

produkt s obchodnim ndzvem ,Hykol E* , dale popseamasledujici kapitole.

1.4.1 Kolagen

Kolagen pedstavuje fibrilarni nerozpustnou bilkovinu , itved zakladni stavebni
slozku ziv@isnych tkani , sval vaziv a Kize. Je tak néastji se vyskytujici bilkovinou
v téle savaé. Diky schopnosti nebrénit b&mé vynené se po zesbvani glutaraldehydem
(a sterilizaci) se pouziva ki mechanickym vlastnostem , ndidad naradu implantét do

lidského &la , jako jsou srdmi chlopré , cévy , vaziva #ada dalSich [ 16 ].

Kolagen ma ve svych polymerni¢ettzcich kyselé a bazické fuéki skupiny. V
zavislosti na hodnetpH prostedi nesou tyto furthi skupiny néaboj (kyselé v alkalické
oblasti a bazické v kyselé oblasti pH). Kolem kaxdbité funkni skupiny se vytva
elektrostatické pole, které je schopno orientovalekuly vody a vytvéet hydraténi obaly
kolem &chto skupin. Hustota vysledného naboje je zavislaktivig H* ionti a iontové

sile.

1.4.2 Zelatina

Pri zahrati roztoki kolagenu dochazitpzvySené teplat kolem 60 °C dochazi
k vyrazné strukturdini zémé , provazené zvySenym botnanim a émou fyzikalré
mechanickych vlastnosti. Zma vlastnosti (modifikace) kolagenu je feZévisla na pH ,
iontové sile a stupni kovalentniho zesiani kolagenu. Takto modifikovany kolagen neni
odolny proti BZnym proteinasdm a m& mnohem nizZsi stupeostorového usgadani
[17].



-14 -

1.4.3 Hydrolyzat kolagenu

Tento produkt pod komé&mnim nazvem ,Hykol E se ziskadva dvoustopou
(alkalickou a enzymovou) hydrolyzou chroéim@nych postruzin za atmosférického tlaku
v nasledném oddenim chromu a tuhycliastic. Mnozstvi chrému v tomto hydrolyzatu
kolagenu pak dosahuje kolem 20 — 30 ppm , hydrbljeg&e forng roztoku ¢i prasku.

Zastoupeni négtnrgjSich aminokyselin je :

glycin 33,0 hm.% , prolin 12,5 hm.% , hydroxgimm 10,0 hm.% [21].

Hykol se pouziva ndjklad @i vytlacovani ve srési s PVA jako plnivo , protoze je
o polovinu levrjSi a gispiva i ke zlepSeni biodegradabilnich vlastnastiySuje totiz
degradaci vysledného modifikovaného polymeru fekyapiv zlepSuje i mechanické
vlastnosti a tepelnou stabilitu [ 18 ].

Pomoci termogravimetrické analyzy byla sledovanaeltéd stabilita PVA folii
v zavislosti natiznych pongrech PVA a Hykolu ve sisi. Bylo zjis€no , Ze koncentrace
5 % Hykolu ve smssi nentla na tepelnou stabilitu Zadny vliv. Mira tepelrégchdace se
siln¢ snizila , hlava pii vySSich koncentracich Hykolu. Nevyhodou je , 2é8ivmnoZstvi

Hykolu ve sngsi zvySuje viskozitu sisi a tak zhorSuje zpracovatelnost. [ 19 ].

1.5 Sirovani bilkovin epoxidy a biologicka rozlozitelnost

Sitovani bilkovin latkami s epoxyskupinami ma z hl&disryuZzitelnosti v praxi
velky vyznam , zejména v medi¢ifviz kap. 1.4.1). Nabiziadu zfisohi , jak gizpasobit
vysledné vlastnosti proteinu k poZzadémk zpracovatele i uzivatele. Mezi nejvice
studované materialy kolagenwetré jeho samotného patsitované epoxidy jiz vySe
uvedené modifikace. Procesemosidni rozumime vyti@ni trojroznérné struktury
pomoci chemického propojeni reaktivnich skupin lymperu s reaénim ¢inidlem , coz je
vicefunkéni epoxid. Vytvdeni takovéto prostorové &itma za nasledek zmu

mechanickych vlastnosti , jako pruznosti a pevnosti
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Zakladni reaktivni skupiny v kolagenu jsou: -NH -COOH , -OH , -SH.

V epoxyslodenirg je to reakni skupina: ~~~~~ CH-CH

V bilkovinach probiha sovani nejvice mezi amino a epoxyskupinou ; v mensi
mite pak skupinou karboxylovou a hydroxylovou (peptdi vazba se &vani s epoxidy
neastni) [3, 20].

Pokud se sbvaci reakce zfastni jen monofurdni epoxid nebo vicefurtki
epoxid reaguje jen s jednou reaktivni skupinou {nafNH,) , probiha pak reakce dle

nasledujiciho schématu:

~~-NH, + CH-CH»-CH-CH, —>  ~~-NH-CH,-CH,-CH-CH;
\ I
o) OH

Protoze prakticky nedochazi k propojef@ttzci bilkoviny , hovdime v tomto

piipact o ,maskovani“ [3, 20].

Sitovaci reakce vicefugkiho epoxidu jiz probihda i mezietzci dle tohoto
schématu:
2 ~~-NH+ CH-CH-CH-CH, — ~~-NH-CH,-CH-CH-CHy-NH-~~

\ I\ | |
O O HO OH

V tomto @ipad jiz Ize hovdit o ,pravém*” stovani [3 , 20]. Z vyzkuri vyplyva ,
Ze tkar sitované monofuninimi epoxidy (maskované) jsou préfsi a nely nizsi

denaturani teploty , nez tk&hsitované pomoci polyfurikich epoxid.
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1.5.1 Sitovany kolagen

Jak jiz bylo uvedeno , rychlost fixacet®vani bilkovin polyepoxidy roste se
zvysujici se teplotou , dale také se zvySujici @eckntraci $bvacihocinidla a sfovani
probih& v oblasti vysSiho pH préesti. To Ize vys#tlit zvySenim koncentrace efektivnich
reaktant. Zasaditd aminoskupina v kolagenu vytv&otiz v proteinu nasledujici

rovnovahu:

~~~~~~~ Kol—NH + H,0 € ~~~~~~~Kol—- NH' + OH

Neprotonizovana aminoskupina na levé straovnice je aktualni reaktivni
skupinou vstupujici do reakceii RySSim pH je rovnovaha posunuta doleva. V kyselé
oblasti Ize ¢ekavat stadium protonizovaného epoxiduzasadité oblasti se pak vytva

g-aminoskupiny silné nukleofilrdinidlo [ 11 ].

Protoze giovani probiha mimo peptidickou vazbu , ktera jedsmarozSpitelna
vodou (podléha hydrolyze) , podléha itasiany kolagen biologickému rozkladu.
Vytvorena of sicecasté&né brani rkterym enzynmim dostat se na reaktivni mista , ale tim

jen mirré klesne rychlost rozkladu a bilkovina je dale biptky rozlozitelna.

1.5.2 Sitovana zelatina

V pracich [ 17, 20 ] se aufozabyvali vyzkumem sbvani Zelatiny pomoci
1,2:3,4-diepoxybutanu (DEB) a 1,2:7,8-diepoxyokta(idEO). Zkoumali rozpustnost
razré sitovanych vzork a dosli k z&vru , Ze je-li vzorek vice zdsivan , tedy je-li jeho
struktura sit vice propojena , tim mémebo alespp pomaleji se vzorek rozpousti. Jako
rozpoustdlo byla zvolena voda a poté fosfatovy pufr o pH8,2 a teplota rozpousti
50 °C. Z p@atku se vzorek sbvany pomoci DEO rozpoutychleji , nez vzorek s DEB ,
ale po cca 180 minutéch se jejich rozpustnostiwyaty .
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Byly zkoumany vzorky folie Zelatiny tvané pomoci DEB a DEO. Jejich rozklad
probihal v @dé ; vS8echny se kompletrrozloZily za 6 dni [ 17 ]. Déle byl zkouman rozila
sitované Zelatiny ¥i¢ni a jezerni vodl; kompletr se rozlozila za 4 — 6 dnZ toho plyne,
Ze takto glovana Zelatina je rozloZitelna jak v anaerobninméwd prosiedi , tak gdnim.

1.5.3 Sitovany hydrolyzat kolagenu

Hykol je technicky hydrolyzéat ffpraveny z koZze&iného odpadu a je vyuzZitelny
v technické praxi. Je levny , biologicky snadnoloditelny a misobi dobe ve snisich
s jinymi biodegradabilnimi polymery ackterymi plasty. Hykol Ize gbvat jiz vySe
uvedenymicinidly , jako je DEB , DEO a dalSi epoxyst@ninami i organickymi

aldehydy.

Autofi [ 11 ] se zabyvali sovanim Hykolu E epoxycyklohexanemfrigtavili
vzorky sfované 1, 2, 5 a 10 hmotnostnich %osadla.Cim vice sfovadla vzorek Hykolu
obsahoval, tim vice byla jeho prostorové provazana (testoval se biologicky rozpad
pomoci TOC , FTIR , UV — VIS a fixai indexy). S rostoucim provazanimésfiak

klesala rozpustnost vzorku a jeho rychlost biodegca.

Ptidavek Hykolu je vhodny jako plnivo do $gi s jinymi polymery , které se
v piirodk Spat® rozkladaji. Napiklad PVA plreny Hykolem je v mnoha technologiich

velmi asgsne pouzivany jako folie v zeddlstvi , seci pasky a mtdvaci félie.
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2. CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylatiprava sfovaného bilkovinného hydrolyzatu
vybranymi epoxidy a stanoveni chemicko-fyzikalnithstnosti &chto vzorki véetrg miry
biologické rozlozitelnosti za anaerobnich podmipeknoci anaerobniho kalu z aktiva

Cistirny odpadnich vod.



-19 -

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité materialy a chemikalie

3.1.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie byly distribuovany, gopvyrobeny firmou Lachema a.s., Brno.

KH,PO,

KoHPO,
NaHPO,.12H,0
(NH4)2S0y

CaCb

FeCk.6H,0O
MgSOs. 7H,0
FeSQ.7H,O
ZnSQ,.7H0O
MnSO,.4H,0
CuSQ.5H,0
CoSQ.7H,0
(NH4)sM07024.4H,0
CH3COONa. 3HO
HsBO3

C4HsO,

CgH120s
Kolagenovy hydrolyzat
SnChb

CsH403.H,0O
CsH1302N
CH3;COOH

NaOH

KOH

HCI

KHCO;

C;HsOH

CoHsO:N

dihydrogenfosforaan draselny

hydrogenfosforaan draselny

dodekahydrat hydrogenfosféranu sodného

siran amonny

chlorid vapenaty

trinydrét chloridu Zelezitého

heptahydrat siranu ignatého

heptahydrat siranu Zeleznatého

heptahydrat siranu zifm&atého

tetrahydrat siranu manganatého

pentahydrat siranuédinatého

heptahydrat siranu kobaltnatého

tetrahydrat molybdenanu amonného

trinydrat octanu sodného

kyselina borita

1,2:3,4 — diepoxybutan ; M = 86 g/mol

1,2:7,8 — diepoxyoktan ; M = 142 g/mol
Hykol E , vyrobce Kortanddek nad Nisou;R

chlorid cinaty

triketo-hydrindenhydréat (ninhydrin)

kyselinao-aminoizokapronova (L-leucin), fy Merk

kyselina octova

hydroxid sodny

hydroxid draselny

kyselina chlorovodikova

hydrogenuhtitan draselny

ethylalkohol

glycin
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Ninhydrinovécinidlo - 0,4 ninhydrinu se rozpusti ve 30 ml ethlangrida se 10 ml
acetatového pufru (1155 ml 1 M - gEOOH + 100 ml
1 M —-NaOH) o pH=5,5a 18 mg SnCl

3.1.2 Biologicky material

Pro testovani byl pouzit kal z anaerobni stabikza&tivovaného kalu &stirny
odpadnich vod v Malenovicich.

3.1.3 Mineralni médium

Mineralni médium bylo ipraveno dle internihoipdpisu UITZP, vychazejiciho
znorem ASTM D 5210-91 a ISO 11734 pro testovandégradability za anaerobnich
podminek z nasledujicich zasobnich ro#tekdoplno destilovanou vodou na objem 1
litr:

» 40 ml fosfatového pufru: (8,5 g/l KIRO,
21,75 g/l KHPO,
44,7 g/l NaHPO,.12H,0)
* 50 ml (NH).SO, (10,0 g/l)
« 1mlcCaC} (27,5 g/l
e 1mlFeCt6H,O (0,25 g/l)
* 1mlMgSQ.7H,O (22,5 g/l)
e 1 ml roztoku stopovych prnik (0,75 g/l HBO3
3 g/l FeSQ7H,O
0,5 g/ MnSQ.4H,0
0,05 g/l CusS@5H,0
0,1813 g/l CoSQ7H,0O
0,05 g/l (NH)sM07024.4H,0)
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3.1.4 Testované vzorky

HYKOL E — (bilkovinny hydrolyzéat) v hmotnostnim gleni:
48,4% C=+0,1%
6,6% H=x0,1%
141% Nx0,1%
09% S+0,1%
30,0 % O (dopéteno)

Sitované vzorky byly ppraveny z roztoku bilkovinného hydrolyzatu (hykolu
v destilované vo#l o susig 43 %. Jako sbvaci ¢inidla byly pouzity diepoxy-1,2:3,4—
butan (dale DEB) a diepoxy-1,2:7,8—oktan (dale DBOj)oztoku byla siovadla gidana
v mnozstvi , kdy jejich obsatinil 0,38 ; 0,76 ; 1,13 ; 2,27 ; 4,53 ; 9,06 a I8timot. %
DEB a 0,55; 1,10 ; 1,65 ; 3,30 ; 6,60 ; 13,21 a&261mot. % DEO (p#itano na susinu
hykolu). MnoZstvi pidavku sfovadla DEO je oproti fiidavku DEB 1,65 krat &Si |,
protoze je o tento nasobekt§i jeho molekulova hmotnost. Je tofighia zachovat spravny

molekularni porér epoxy a aminoskupin protsivani.

Samotné sbvani probihalo v Petriho miskach vyloZzenych hlaviu félii v digestéi po

dobu 1 dne % laboratorni teplat cca 25 °C a poté se dalSi 2-3 dny susil jiZ tosny

vzorek v susamhpri 80 °C. Nasled& byl rozeten ve teci misce na jemny prasek.



-22 -

3.2 P¥istroje a vybaveni

Micro-Oxymax fy Columbus , Columbus , Ohio , USA

Elektromagnetick& mickika Variomag Telemodul 40S , H+P

Labortechnik GmbH , SRN

Termostat MLW , typ U2C , SRN

Analytické vahy KERN 770 , SRN

pH metr OP 208 , M#arsko

Susarna ChiranaCR

Analyzator celkového organického uhliku TOC-500Q Ahimadzu Corp. , Australie
UV-VIS Spektrometr —- THERMO SPECTRONIC

Chlazena centrifuga MR23i , Jouan , Francie

FT-IR spektrometr Svatar 320 , software Omnic 5.jethordzové ZnSe ATR ,Miracle”
s pitlackou

Ubbelohdeho viskozimetr , 811130 - typ U1, Sklarny Kavalier , Drzko¢R

BéZné laboratorni sklo a vybaveni

3.3 Metody stanoveni
3.3.1 Stanoveni volnych aminoskupin a COOH skupirj 24 , 31 ]

3.3.1.1 Stanoveni NHskupin ninhydrinovou metodou

Latky s volnou aminoskupinou poskytuji s ninhydrmenode az fialo¥ zbarvené
kondenzani produkty fizného odstinu i intenzity dle typu a koncentragehto

aminoskupin. Intenzita zbarveni se stanovi speddafietricky.

Aminokyseliny s volnou aminoskupinou poskytuji snimpdrinem kondenzai
produkty s modrofialovym zbarvenimizaného odstinu , dle intenzity volnych -dekupin.
Vyjimkou jsou prolin a hydroxyprolin , které poskyit s ninhydrinem Zluté zbarveni.
Absorbance byla u vzoikméiena @i 570 nm , konc. vzorku byla pouzita 1000 mg/l koja
standard byl pouzit L-leucin [ 16 ].
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3.3.1.2 Stanoveni NHskupin a COOH skupin potenciometrickou metodou

Jako ndfici pristroj byla pouzita kombinovana kalomelova elek&rqato n&ieni
pH, pH-metr a magnetickd mialka. Ve vyhodnoceni pak byla pouzita zavislostayn

pH na gidavku titra&nihocinidla.

ProtoZze u aminokyselin podléha aminoskupina i keylmva skupina vzajemné
interakci vzniku soli -NFk~COO- , dochazi proto v badekvivalence k vytitrovani této
asocigni vazby soli , nikoliv véak kyselého vodiku z -CO®@bo zasadité -NH skupiny.
Priznivé je provadt titrace v prosedi se zvySenou solnosti (iontovou silou) , kdgsesi

disoci&ni konstanty a titreni prechody jsou potkud ostejsi.

3.3.2 Stanoveni organického uhliky 29 ]

Celkovy organicky uhlik (TOC) v roztocich analyzayah vzorki byl stanoven

pomoci analyzatoru uhliku Shimadzu , model TOC-5@Q0rozdilu hodnot TC a IC.

Princip stanoveni TC spiva v oxidaci veSkerého uhliku ve vzorku ve spatdva
trubici pii 670 °C s oxidem kobaltnato-kobaltitym v proudwskku. Vznikly CG je veden
do IC detektoru , kde je signal vznikly absorptisfudné vinové délky registrovan jako pik
a je ungrny koncentraci TC vzorku.

Pri stanoveni IC je vzorek nd#itnut v proudu kysliku na inertni néss$ kyselinou
fosfore&inou , kde dochazi k wgneni CO,. Analyticka koncovka je shodna, jako u
stanoveni TC.
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3.3.3 Stanoveni anaerobniho rozklady 29 ]

Anaerobni kal byl nejprve odsttn po dobu 12 minutip3000 G a poté pomoci
mineralniho medidedn na pozadovany obsah suSiny 3 g/l a pro Zaji&inaerobniho
prostedi byl kal probublavan dusikendimz se zajistilo ,vystripovani“ veSkeréha.o
bartk bylo davkovano 100 ml taktofipraveného kalu a roztok testovaciho vzorku
odpovidajici koncentraci 20 mg TOC naika. Poté byly baky pripojeny k @istroji. Po

celou dobu pokusu byla udrZzovana konstantni te@6t2C a rychlost michani 250 ot/min.

Jako modelova latka pro &eni aktivity pouzitého inokula a spravi@nosti
piistroje byl pouzit snadno rozlozitelny octan sodddle AcNa). Celkovy objem kapalné
faze (anaerobni kal o dané swSir vzorek) byl 112 ml. Vzorky detre AcNa byly
davkovany tak , aby jejich obsah organického uhli#i@ale TOC) byl v testované iee
cca 20 mg. TOC byl giten na analyzatoru uhliku Shimadzu , model TOC -059028 ].

Plynné produkty vznikajici ip anaerobnim rozkladu testovanych vZorkyly
analyzovany pomociifstroje Micro-Oxymax fy Columbus. MnoZstvi vyprodwanych
plyna (CO; a CHy) bylo stanovovano na zakkdC absorbce vifslusnych vinovych
délkach oblastid.

Pristroj je schopen vyhodnotit mnozZstvi sledovanyclynmych produki
vznikajicich @i rozkladu za anaerobnich podminek. Plynny obsatkybge periodicky
cirkulovana pes chladi a susici ¥z do IC analytickych senzér, kde je stanovena jejich
koncentrace. Na#iiena data jsouipvedena do pdtace , kde jsou dale zpracovana a

archivovana.
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3.3.4 Priprava vzorka a méeni IC spekter [ 30 - 31 ]

Nezastupitelna je spravn&iprava vzorku a volba techniky (typ tablety , typ
hranolu) tak , aby podil pohlcené energie v pozangeh oblastech spektra byl optimalni
(ani @ilis nizky, ani pilis vysoky) , event. protizné oblasti spektra nutnoéiit jinymi
technikami. Dlouhé gteni snizuje Sum , ale projevuji se driftyigtroje ¢i vzorka.

V nekterych gipadech mize byt optimalni doba &eni 1 - 2 minuty , zalezi na kvalia
stabilitt pristroje , prosedi a stabilit vzorku. Rozhodujici je tedy volba ATR hratdi

vhodné sloZeni tablety.

Folie pripravené giovanim kolagenového hydrolyzatwigiusnym epoxidem byly
rozdrceny v achatové misce na jemny prasek a ueldoyav exikatoru nad silikagelentip

laboratorni teplat

Pti vlastnim n&teni byl vzorek nanesen na ATR krystal , ke kterdayluna ploSe
cca 16 mrh pritlacovan silou cca 40 N tak , aby bylo docileno maxirité@ kontaktu
vzorku s krystalem. Spektra pozadi byla snimanak&2y , spektra vzotk64 skeny vse

pii rozligeni 4 crit.

Za &elem ziskani spekter s co nejmyé@dliSnymi drifty @istroje a prosedi byla
spektra mfena v sérii: pozadi vzorek , pozadi; , vzorek, , pozadi, ; ke kazdému
vzorku bylo vypéteno jeho pkmérné pozadi. Oddgenim spektra tohoto famérného

pozadi byly ziskany spektra samotnych vaarknimalreé ovlivnéné drifty.

Rada ndieni byla potom nezavisle opakovana , aby bylo majistit rozptyly ¢i
systematické posunyfipopakovani nieni. Podle jemnosti mleti ,figaku ¢i stuprg
pokryti hranolu ATR se nattené absorbance p&kud liSi, proto je ieba normalizace
spektra na jednotkovou plochu , pochopielii obvyklém vynosu absorbance jako

funkce vin@tu.
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3.3.5 Stanoveni viskozity

Viskozita byla ndtena na Ubbelohdeho vytokovém viskozimetru (typ Ubii)
konstantni tepl@t 25 °C. Roztok bilkovinného hydrolyzatu bykran jak ve fosfatovém
pufru, tak ve vodném prasidi. Fosfatovy pufr byl pouzivan pro stabilizaci ptdolnosti i
pfi nizkych koncentracich rozték Principem bylo réfeni pfitokové doby jednotlivych

vzorka pri raizné hmotnostni koncentraci , solnosti a pH.

Byly méreny vytokové doby roztaksitovanych vzork (koncentrace 1,25 - 20 g/l)
a jejich pamérné hodnoty pak byly iepditeny na specifickou viskozitu a limitni
viskozitni ¢islo. Molekulovou hmotnost vzoiiknebylo mozné uit , protoZze nam nejsou

znamy konstanty pro Mark-Houwinkovu rovnici.

3.3.6 Stanoveni rozpustnosti pomoci TOQ 29 ]

Rozpustnost vzokk byla stanovovana pomoci TOC v roztoku ¢asovych
intervalech 10; 30; 60; 90 minut , kdy bylo odelrazdy 10 ml roztoku k analyze TOC.
Vyslednéa teoreticka koncentrace roztoku vzorku mobyt maximalg 5000 mg/l (i

aplném rozpugni davkovaného vzorku).

3.3.7 Stanoveni suSiny anaerobniho kali29 ]

10 ml suspenze anaerobniho kalu bylo vakudfitrovano ges vysuseny filténi
papir cervené pasky. Filteani kol& byl susen p 105 °C do konstantni hmotnosti a po

vychladnuti v exikatoru zvazen. Koncentrace subylg vyjadena v g/l.
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3.4 Zpracovani vysledk

3.4.1 Stupdé anaerobniho rozkladu [ 29 ]

Celkova hmotnost metabolizovaného uhliku danéhokwodpovida po odgeni
slepého pokusu mnozstvi anorganického uhliku ven@ddzi a mnozstvi uhliku v daném

objemu vytvdeného bioplynu. Rozsah celkové biodegradace jevzi@amem:

D N p— *100 [%]

D; — celkovéa biodegradace vzorku [ % ]
m ; — celkovy metabolizovany uhlik (bioplyn + IC v roztoka vystupu) [ mg ]

m ,, —organicky uhlik v testovaném vzorku [ mg ]

3.4.2 Fixaéniindex (FI) [16]

Fixatni index je oznéovan , jako podil aminoskupin zreagovanyah gitovani
s epoxidem. Slouzi obegnk vyjadceni sfovani a vypotu procent zbylych volnych
aminoskupin v latce. VysSi FlI zianizSi pd@et volnych aminoskupin zbylych ve

vysitovaném vzorku a tedy i vySSi stuipgestfovani. Fix&ni index je definovan vztahem:

NH ((I) - NH; (d))
=] * 100 [ %]
N (o)

FI — fixatni index (p@et volnych aminoskupin po zé€sivani , stupg zesfovani) [ %]
o — vzorek ped stovanim [mmol /1]

o - vzorek po giovani [mmol /1]
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Do zkumavek se odpipetuje 1 ml vzorku (koncentrazaku 1000 mg/l) a 0,5 ml
ninhydrinovéhcatinidla. Zkumavky byly vlioZzeny na 15 minut do vrowddni lazg a poté
byly ochlazeny na laboratorni teplotu. Jejich obsal¥edi 50 %nim ethanolem do 5 ml.
Zmeti se absorbanceaib70 nm. V gipad silné intenzity zabarveni je nutné vzoreklit.

Intenzita modrého zbarveni se porovnava s kalitirkiivkou L-leucinu.

3.4.3 FTIR spektra [ 28 ]

Spektra byla vyjéigtna a dale zpracovana v obvyklém formatu absorbgiae
funkce vin@tu. V pripadech , kde bylo vhodné zjednoduSeni pro pordwerk , byla

spektra normalizovana (s&t absorbanciips celé spektrum byl jednotkovy).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V této casti diplomové prace jsou soteskny vysledky pokus , které jsou
roz&leny na d¥ ¢asti.

Prvni¢ast se zabyva sledovanim chemickych a fyzikalnlabtrosti bilkovinného
hydrolyzatu a vzork sitovanych vybranymi epoxidy (DEB a DEO). Nejprve bylotno
stanovit vhodné podminky proteivani , jako je pedevsim pH , teplota , doba a mnoZstvi
davkovaného epoxidu. Dale byl@ba u zesthych vzorki stanovit jejich fix&ni indexy a
rozpustnost ve vad

Druhac¢ast se zabyva ¢¥enim stupi zesitni u vzorki urcenych k anaerobnimu
rozkladu vyhodnocenim &enim viskozit roztok sitovanych vzork a jejich IC spekter
ziskanych spektralni analyzou prasksusenych vzoiktechnikou ATR (FTIR).

Treti cast se zabyva sledovanim up¢hu anaerobniho rozkladu vzaérk
bilkovinného hydrolyzatu sbvaného vybranymi epoxidy agtienim produkce bioplynu. Z
meéfeni rozpudiného anorganického i organického uhliku n&a#eu a na konci pokusu

byla provedena kontrolni bilance uhliku.
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4.1  Stanoveni chemickych a fyzikalnich viastnddiikolu a mnozstvi
volnych -COOH a -NH skupin

Pred zkoumanim biodegradability epoxidytaianych vzork bilkovinného
hydrolyzatu , bylo nejprveigba zjistit co nejvice chemickych a fyzikalnich stteosti
cisteho Hykolu. Proto byl ifpraven zasobni roztok , ktery byl pro dalSi testgnalyzy

dalefedn nebo pouzit pro gbvani.

U tohoto z&sobniho roztoku byly stanoveny tytstriasti:
Susina pi 105 °C 42,59 % , hustota = 1,1564 gicnpH = 7,08 a molekulova hmotnost
Hykolu podle vyrobce je cca 10 000 g/mol. Misitahtohoto zasobniho roztoku s vodou

je neomezena.

P¥i sitovani mohou s epoxidy polykondekin& reagovat pedevsim volné -Nb
-COOH, -OH skupiny naetézci bilkoviny. Proto je ieba stanovit jejich mnozstvi a

nastavit pro sovani giznivé podminky.

Jelikoz je Hykol bilkovina se silnou pulisi schopnosti , neni mozné stanovit jeji
obsah -NH, -COOH za klasickych analytickych podminek , teiiacné na fenolftalein
s minimalnim mnoZstvim vzorku (cca 100 mg) aagbeni titraniho¢inidla o koncentraci
cca 0,01 M. Ve iedkném progtedi vznikla velmi plocha titéai kiivka neumo#ujici urit

bod ekvivalence.

To bylo zpisobeno pufréni schopnosti aminokyselin a tim , Ze mimo extrépthi
interaguji -NB a -COOH za vzniku soli -NH~COO-. Proto musela byt analyza
potenciometrickou titraci provedena v koncentrovangrostedi vzorku icinidla. Jako

modelova latka pro porovnani spravnosti metodyploylZit glycin [ 24 ].
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Obr.2: Titrace Hykolu [ 24 ]
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Jako piklady titrace v koncentrovajsim prostedi jsou uvedeny titrace 5 %
roztoku glycinu a 1,6 % L-leucinu (koncentro¥g L-leucin nebylo moznéftjpravit).
Byly tézZ titrovany roztoky Hykolu o koncentracich;414 ; 25 hmot. %. Jako tittai
¢inidla byly pouzity roztoky 5,93 M — KOH a 6,26 MHCI.

Obr.3: Titrace Hykolu, glycinu a L-leucinu
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U aminokyselin podléha aminoskupina i karboxylokéimna vzajemné interakci
za snadné tvorby soli -NE~COO- s iontovou vazbou. V bédekvivalence fi titraci
aminokyselin dochazi k vytitrovani této as@aivazby , nikoliv vdak jednoduse kyselého
vodiku z -COOH nebo zasadité -DHkupiny , jako u samotné kyselin§ aminu.
Pouzijeme-li tedy jako titkai ¢inidlo silnou kyselinu , stanovujeme tim vlastmnoZzstvi
-COOH skupin ve vzorku a obdobn pouzijeme-li jako titréni ¢inidlo silnou zasadu ,
stanovujeme mnozstvi -NHskupin. Podobna situace nastane , titrujeme-lii.nap

hydroxidem sodnym octan amonny , kdy dochazi knérmdlamoniaku hydroxidem.

U refererni latky glycinu je teoreticky obsah skupin -COO8{%% hm. % ; mnou
titracné stanoveno bylo 62,68 hm. % , coZblo pouZzitelnost metody. U glycinu pak byly
z grafu odéteny hodnoty pK , které odpovidaji tabelovanyap 2,34 ; pk =9,60.
Pro Hykol byly stanoveny hodnoty: pke 2,20 ; plk = 10,60.

Titrace polyelektrolytu je vyraz§si pii zvySené solnosti indiferentniho elektrolytu (hap
KCI) a da vySSi hodnoty pKa pKs.

Pri titraci Hykolu s HCI nebo KOH pak dochazi k reak:

~NH'3~COO ~ + HCl — ~NH3~COOH ~ + CI

~NH'3~COO ~+ KOH — ~NH~COOK ~ + HO

Nap. pro titraci 15 ml 25 % roztoku hykolu o hustdt,1 g/cni byla spoteba
6,26 M — HCI 0,75 ml.

. Z toho byl vypd@ten pa@et moli v bock ekvivalence:

N coon = Mucl = Vel * Chel = 0,75 * 6,26 = 4,70 mmol -COOH

. Z mnozstvi mal —COOH v bod ekvivalence byla vypftena koncentrace —COOH
na 1 gram Hykolu:
Ncoon * 100 % 4,70 * 100 %

N COOH/Myk= ======================== = ==eee——oooooooooe = 1,14 mmol -COOH / @usiny Hyk
VHykol * W hykol * Prozt. 15*25*1,1
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. Z mnozstvi mal —COOH v suSi& Hykolu byla vyp@tena ekvivalentova molekulova
véha na 1 mol — COOH v Hykolu:
Msus.hyk 1 gHykolu

MEekv. COOH= ============== = —==-=m-m-omooeee- =726 g suS. Hyk / mol -COOH
Moo 0,00114

. Z vySe uvedené rovnice plyne , Zze 1 mol —-COOH aabn v 726 g suSiny Hykolu.
Plati:

M coon™* 100 % 45 * 100 %
% -COOH= ---========mmmmmmmmmome = oo =5,12 % COOH v Hykolu

MKv. cooH 726

Obdobré bylo vypaiteno mnozstvi % —N#, kdy pro titraci 15 ml 25 % roztoku hykolu o
hustot 1,1 g/cni byla spoteba 5,93 M — KOH byla 0,75 ml.
. Z toho byl vypd@ten p&et moli —NH, v boct ekvivalence:

N nH2 = Mt = Vel * Cher = 0,75 * 5,93 = 4,45 mmol —NH

. Z mnozstvi mal —NH, v bo ekvivalence plyne koncentrace —piHa 1 gram
Hykolu:

N coon * 100 % 4,45 * 100 %
N NH2 / hyk= ======================= = m-m—mmo—ooooooooe- = 1,08 mmol -NH/ g susiny Hyk
\'{-|ykol * Whykol * Prozt. 15*25*1,1

. Z mnozstvi mal —NH, v susi Hykolu byla vypdétena ekvivalentova molekulova
vaha -NH v Hykolu:
Msus.hyk 1 gHykolu

MEeky. NH2 = —-==--======== = =mmmmmmmmmmmoeeo =930 g sus. Hyk / mol —NH
\NH2 0,00108

. Z nize uvedené rovnice plyne , Ze 1 mol -Njd obsazen v 726 g suSiny Hykolu.

Potom:

MyHz* 100 % 45100 %
0 —NHp = ==mmmmmmmmmmmmmmmmmmon = mmmmmmemeeeee = 4,84 % —NH v Hykolu

MBkv. NH2 930
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Izoelektricky bod Hykolu a vSech pouzitych aminaiiys se pohyboval v okoli
bodu pH = 6,5. V Hykolu bylo titkaé stanoveno 5,12 hm. % -COOH a 4,84 hm. % >NH

Byly vypocteny ekvivalentové molekulové hmotnosti na -COOHNE, skupiny u
Hykolu , které jsou 726 g/mol —COOH a 930 g/moH-N

4.2 Navrzeni vhodnych podminek pra’svani a @iprava vzorla

Z vysledk titraénich stanoveni vyplyva , Ze hodnoty pK Hykolu jsi(, = 2,2 a
pKs =10,6. V &chto bodech jsou kysel& zasadité skupiny bilkovinného hydrolyzatu
neutralizovany pray z poloviny a proto je wthto bodech dosazeno jiz prakticky
maximalni koncentrace reaktivnich skupir‘@gséni by nélo s epoxidy probihat prakticky

maximalni rychlosti).

Byly sitovany vzorky Hykolu s fidavkem 1,13 hm. % a 2,27 hm. % DEB (1,2:3,4-
diepoxybutan) a 3,30 hm. % DEO (1,2:7,8-diepoxyoktaztazeno na susSinu Hykoldip
riznych hodnotdch pH a wdhto vzorki byly nasledd stanoveny fixani indexy
ninhydrinovou metodou.

Obr.4: Vliv pH prostedi na stupezreagovani —Nkskupin Hykolu s epoxidy
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Z grafu jass® vyplyva , Ze v kyselém prasidi je sfovani NH skupin inhibovano,
pop. pri hizkych hodnotach pH @Ze dojit i k rozkladu epoxidu hydrolyzouiipH = 7 a
vyS8Sim je jiz fix&ni index stabilni a proto bylo zvoleno pH piesti pro siovani vzork
9,0 ; kdy dochazi k vysoké konverzi aminoskupinzarky nejsou z&?ovany extrémé
zasaditym prosedim. Navic vysoké pH potlaje mozné navazani epoxidu na —COOH
skupiny. Ri pH = 9 reaguji s epoxidem prakticky pouze -N#tupiny. Nezraegované NH

skupiny se pak stanovi ninhydrinovou metodou @fintandex).

Pii stanoveni fixéaniho indexu mohou stanoveni ruSit volné amonné yiont
vyskytujici se ve vzorku napjiz z vyroby Hykolu. Fic¢ina rusivého vlivu amonnych iaint
je Z‘'ejma z nasledujici rovnice popisujici mechanisnaakee , fi niz ninhydrin reaguje

s volnou aminokyselinou:

ﬁ 0
I
OH
\ C\ /’ I:I // C\
‘ P /C\ * R-C-COOH ——— ‘ CH-OH + CG, + NH, + RCHO
(|3| OH NH, = C
I
O 0
ninhydrin aminokyselina hydrindantin
Vznikly amoniak poté reaguje s redokm produktem ninhydrinu

(hydrindantinem) a dalSi molekulou ninhydrinu na dmfialové barvivo

diketohydrindilidendiketonhydridamin [ 30 ].

ONH,

C-NH= C
= CO CO T
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Pro stovani gipravenych vzorik Hykolu byly stanoveny tyto podminky a postup
sitovani:
Z&sobni roztok Hykolu (42,6 % sus.) byl upraven 8dd — KOH na pH = 9,0 a k tomuto

roztoku bilkovinného hydrolyzatu bylofigdno mnoZstvi govadla dle niZze uvedené
tabulky.

Tab.1: MnoZstvi gidavku sfovadla vyjadené v hmotnostnich % na suSinu Hykolu
DEB [hm. % /sus.Hyk] | 0,38 0,76 1,03 2,24 453 069,] 18,12
DEO [hm. % /suS.Hyk.]*| 055 1,10 1,65 3,30 6,603,21 | 26,41

*) pridavek DEO je #tSi ~ M (DEB) =86 g/mol ; M (DEO) = 142 g/ino

Smes byla po zamichani ponechana v Petriho miskaabveplych hlinikovou folii
v digestdi po dobu 1 dneiplaboratorni teplat cca 25 °C a poté se dalSi 2 - 3 dny susil jiz
vysitovany vzorek v susagnpii 80 °C. Néasled& byl rozeten ve teci misce na jemny
prasek.

U takto zegiovanych vzork byl stanoven jejich fixéni index ninhydrinovou

metodou stanovenim obsahu volnych (dosud nezreagolvpaminoskupin.

Obr.5: Zavislost fix&niho indexu (konverze —NHskupin) na pidavku DEB a DEO
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50 | ——BDE

—=—DEO
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Z grafu znazatujici stovani vzorki vyplyva , Zze s rostoucim mnozstvim epoxidu
ve smEsi roste fixa&ni index. U vzork sitovanych DEB nastdva maximum (100 %)
konverze -NH skupin i cca 9 hm. % DEB. U vzofksitovanych DEO nastava 100 %
konverze -NH skupin @i cca 13 hm. % DEO. Podle niZze uvedenych ¥ffpaalozenych
na ekvivalentnich hmotnostech epaxal hykolu (pro -NH skupiny) by vSak mohla 100 %
konverze u vzork sitovanych DEB nastat jizip4,0 hm. % a u vzork sitovanych DEO
by méla byt 100 %ni konverze -NHskupin i 6,6 hm. % DEO.

U vzorka s piidavkem 13,21% DEO a 26,41% DEO nebylo mozné nirhgdou
metodou Wit jejich fixacni indexy , protoZze nebyly pdrrozpustné ani po silnéntexkni.
Lze u nich pedpokladat 100 % konverzi -Nkkupin.

» Hmotnostni procentannozstvi giovadla (epoxidu) byla vygtena ze vztahu:

Mpox
W gNH2 = -m-mmmmmmmmeee- * 100%
nﬂiykol-sué.

* Molarni procentamnozstvi giovadla na -NH skupin byla vypétena ze vztahu:

rTélpox- / |\/lEKV-epox
X E/NH2 = =======m=mmmmmmmmm oo *100%

rTl-lykol-su?: / I\/IEKV-HykoI

Ekvivalentova molekulova hmotnost epokid. Mekv-epox = ¥2 Mepox., Protoze jde o

dvoufunkini epoxidy.

e 100 %ni konverzeNH; skupin niize teoreticky nastaffiphm. zlomku epoxidu:

MEekv-DEB 43
Wieoret. DEB / Hykol NHZ= ==============~ *100% = ---------- *100% = 4@hm. % pro DEB
MV-HykoI 1075



MEekv-pEO 71
Wieoret. DEO / Hykol NHZ= ==============- *100% = ---------- *100% = 66 hm. % pro DEO
™Mv-Hykol 1075

Tab.2: Hmotnostni a latkové zastoupéB (1,2:3,4-diepoxybutanu) ve vzorcich
W peB  [Yonmot/ sus.hyd. 0,38 | 0,76| 1,13 227 458 906 18,12
2X peg [Yoep molami/nnd | 9,4 | 18,9| 28,3] 56,68 113 227 453
FI. (%] 229| 20,6/ 40,71 556 68,8 838 851
*) jde o molarni porér reagujicich epoxyskupin a aminoskupin

Tab.3: Hmotnostni a latkové zastoupditO (1,2:7,8-diepoxyoktanu) ve vzorcich
W pEo  [Yohmot./ suz.hyd. 0,55| 1,10 1,65 3,30 6,60 13,21 26,41
2X peo [Yoep.molami/nkd | 8,3 | 16,3| 25,0 50,0 100 200 400
Fl [%0] 29,7 | 21,01 42,7 53,2 62,1 100 100

*) jde o molarni porr reagujicich epoxyskupin a aminoskupin

4.3 Stanoveni kinetiky rozpousti si’ovanych vzork Hykolu

Pro stanoveni kinetiky rozpodsf vyst'ovanych vzork bilkovinného hydrolyzatu
byla pouzita o¥tena metoda zipdchozich diplomovych praci [ 27 — 30 ]. Samotngtpp
spaival v gidani 375 mg vzorku ve foréndrti do kadinky se 75 ndestilované vody o
teplog 25 °C, michané teflonovym michadlem o velikostix630 mm a rychlosti
200 ot/min. Vysledna maximalni koncentrace roztolady n€la byt 5000 mg/l.
V ¢asovych intervalech 10; 30; 60; 90 minut bylo od&fd vzdy 10 ml vzorku k analyze
TOC. Red vlastni analyzou TOC byl vzorek g&6xiedn.

Nerozpu&ny podil vzorku se i@d odkrem usadil u dna kadinky. Vzorky
s obsahem 6,6 hm. % ; 13,2 hm. % a 26,4 hm. % DEM@zpousdtly obtizrg ; musely byt
proto po odebranitpfiltrovany ges filtratni papir Servenou paskou , ktery byhkladne

promyt Wici vodou.
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Davkovani DEB a DEO je hmotnogtna mnozstvi Hykolu.

Tab.4: Kinetika rozpou&ni ve voa pri 25 °C vzorki hykolu sfovanych DEB ; pH = 9,0

&as odebrani od Koncentrace rozpu&tého Hykolu [g /1]

zatatku rozpoudini (0,38 %(0,76 % (1,13 % |2,27 % |4,35 % [9,06 % [18,12 %

[min] DEB |DEB |DEB |DEB |DEB DEB DEB
10 3,66 3,40 4,16 3,42 3,91 4,21 3,35
30 489 484 474 4,87 4,45 4,55 4,28
60 485 510 4,87 4,98 4,43 4,44 4,32
90 492 506 4,91 4,97 4,55 4,36 4,54

Tab.5: Kinetika rozpou&ni ve voa pri 25 °C vzorki hykolu stovanych DEO ; pH = 9,0

Cas odebrani od Koncentrace rozpudtého Hykolu [g /1]

zasatku rozpoudni (0,55 %(1,10 % (1,65 % |3,30 % [6,60 % |[13,21 %|26,41 %

[min] DEO |DEO |DEO |DEO |DEO |DEO |DEO
10 423 4,09 501 4,64 2,99 1,16 0,88
30 468 4,75 4,18 4,94 3,99 1,37 1,07
60 480 4,87 4,35 5,01 4,51 1,41 1,15
90 4,72 481 4,26 5,07 4,65 1,43 1,15

Obr.6: Kinetika rozpou&ni ve vod pii 25 °C vzorki si‘ovanych pomoci DEB
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Z obr. 6 kinetiky rozpoushi vzorki Hykolu stovanych DEB vyplyva , Ze oproti
cistému Hykolu , ktery se jiz po 10 minutach rozpysakticky téndt Uplre , se rychlost
rozpoustni u sfovanych vzork mirné sniZuje s rostoucim mnoZstvim epoxidu.
Koncentrace roztakmalo sfovanych vzork dosahuje mozného maxima , tedy 5000 mg/l.
U vzorka s obsahem 4,4 %, 9,1 % a 18,1 % DEB je maximakpustnost po 90 minutach
okolo 4,5 g/l pi rozpuSéni 5 g vzorku.

Obr.7: Kinetika rozpou&ini ve voa pii 25 °C vzorki si‘ovanych pomoci DEO

—&— ¢.Hykol —=—0,55 DEO
——1,10DEO —=—1,65DEO

—=— 3,30 DEO 6,60 DEO

—=—13,21 DEO —4—26,41 DEO

- .
14 — - B

Koncentrace rozpust éného vzorku [ g/l ]

T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Rozpoust éni vzork G [ min ]

Zobr. 7 vyplyva , Ze vzorky vané DEO se prakticky rozpousti jiz po 10
minutach , odchylka byla natifena jen u vzorku s obsahem 6,6 % DEO. Ten se r&tipou
mére a vyrazg pomaleji - az po 90 minutach. Vzorky s obsahem2 ¥3.a 26,4 % DEO se
rozpou&¥ji omezegr. Vzorek s obsahem 13,2% DEO ma rozpngtpodil po 90 minutach
1,43 g/l a vzorek s obsahem 26,4 % DEO ma rozpsspw90ti minutach 1,15 g/I.
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Obr.8: Rozpustnost sovanych vzork (ve vod po 90 min.) na mnoZstvi epoxidu
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Koncentrace f 25 °C ve vod rozpudéného podilu vzorku v zavislosti na
procentualnim zastoupenint®iadla probiha podokn jako koncentrace volnych —NH
skupin vyjadenych fixa&nimi indexy. U vzork sitovanych DEB #stava prakticky
zastava prakticky Uplna rozpustnost ve ¥odo 90 min. p 25 °C i po pidavku
18,1 hm. % DEB. U vzofk si‘tovanych DEO f#stava prakticky ko¥ prakticky Uplna
rozpustnost ve vadpo 90 min. pi 25 °C @i davce 6,6 hm. % DEB.

4.4  Merieni viskozity na Ubbelohdehda’ovacim viskozimetru

Pro volbu optimalniho zvolit spravné priasti , ve kterém bude viskozimetrické
meéteni probihat , byl otestovan vliv pH a solnostipoastdla na limitni viskozitniislo.

Teplota n&feni byla zvolena 25,0 °C a byla udrzovana termestat

Nejprve byl zngtfen roztok bilkovinového hydrolyzatu ve fosfatovémfrp o
slozeni 8,5 g/l KHPQ, ; 21,75 g/l KHPOy,; 44,7 g/l NaHPQO,.12H,0 (solnost 74,95 g/l).
Protoze zévislos’qspecl C versusC byla silrg nelinearni , byl poté byl &ien roztok

Hykolu rozpu&ného v 16 kratedtném fosfatovém pufru o solnosti 4,68 gl/l.
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Pufr ma koncentraci fosforu ¢ = 312,2 mmol/l a awét sila | = 2,34 mol/l.

16 xiedény pufr ma koncentraci fosforu ¢ = 19,5 mmol/l atava sila | = 0,15 mol/l

Byly meéfeny vytokové doby roztak epoxidy modifikovanych vzork

(o koncentracich 1 250 — 20 000 mg/l) a jejictinmrné hodnoty pak figpaiteny na

specifickou viskozitu a limitni viskozitriislo. pH pufru bylo v fipac potteby upraveno
pomoci 6 M — HCI na hodnotu pH = 4 nebo pomotd 6 KOH na hodnotu pH = 10.

Vzhledem k pouZziti vysokych koncentraci kyselingahu se fili§ nezngnila koncentrace

fosforu v roztoku i iontova sila.

Slozeni roztoku s pufrem I (silnym):

4,70 g 42,59 %niho zasobniho roztoku (odpovida@@®®&us.Hykolu) byly fidany

k 66,77 ml fosfatového pufru o pH = 7,3 (obsahmsp$iufru v roztoku pak byl 50 g/l).
Tomuto 2 %nimu roztoku Hykolu bylo upraveno pHdavkem cca 6ti molarni HCI
nebo KOH na poZadovanou hodnotu a byk¥ena viskozita. DalSfedni pak byla

provadnacistym pufrem o solnosti 74,95 gl/l.

SloZeni roztoku s pufrem Il (slabym):

4,70 g 42,59 %niho zasobniho roztoku (odpovida@@®®&usS.Hykolu) byly fidany
k vypaitenému objemu 16kediného fosfatového pufru , ktery bkgddén destilovanou
vodou. Tomuto 2 %nimu roztoku Hykolu bylo upraverd piidavkem cca 6ti molarni
HCI nebo KOH na poZadovanou hodnotu a bykfema viskozita. DalSfedéni pak

byla provadna timtorednym pufrem o koncentraci susiny 4,68 g soli na litr

Tab.6: pH roztoki pouZzitych gi meteni viskozit

% Hykolu 0,0 0,0 0,0 4,0 4,0 42,59 (zasobpi)
fedni pufru | Zadné (1x)] 4x| 16 4 x 16 [x bez pufru
pH 7,40 755 766 7,24 7,28 7,08
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Méieni viskozity roztok ve zZed'ovacim Ubbelohdeho viskozimetru vychazi ze
zndmé Hagen — Poiseuillovy rovnice prditpk kapilarou. Z pitokové doby roztoku se

ur¢i jeho kinematicka viskozita definovana vztahem:

V = - , kden je dynamicka viskozita p je hustota kapaliny.

K vypoétu v se pouziva vztahv = A *t— B/t , kde konstanty A , B jsou

dany konstrukci viskozimetru a jsou dodany sgmies viskozimetrem nebo je mozno
stanovit je mifenim 2 kalibranich kapalin o znamych hodnotach dynamickeé viskoait
hustoty. V gipad méfeni vodnych roztak hykolu byl pouzit viskozimetr s udavanymi
Gdaji:

v [mnT/s] = 0,004991 * t - 5,6 / t.

Druhy ¢len v rovnici fedstavuje korekci na kinetickou energii vytékakiapaliny.
Jeho vliv je vyznamny pouzeiprelmi kratkych péitokovych dobach v kapilarach malého

praméru , tj. i méteni malo viskdznich roztdk Casto byva zanedbavan.

Relativni viskozitay, je definovana , jako podil viskozity roztokéiatého rozpoustla:

Nr=n/Mo

Specificka viskozitayspecje dana vztahem:

MNspec— MNr -1

Limitni viskozitni ¢islo (LVC) nebo téZ vnini viskozita fj] je definovana vztahem:

Limitni viskozitni ¢islo zavisi na molekulové hmotnosti polymeru vobszt dle

Mark — Houwinkovy rovnice:

[n] = K*M*
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Obvykle byva udano v [dl/g]. Konstant) , a zavisi na kombinaci slozek

polymer — rozpoustlo a teplot. Exponenta je v gripad neporuseného ,gausovského*

klubka roven a = 0,5 ;&ire v pripad® expandovaného ,gausovského” klubka ma hodnotu
a = 0,6 — 0,8 a vifpadt tuhé tginky hodnotu a = 2. Pro spolehlivou extrapolagi je
nutno nefit v oblasti nizkych koncentraci , tedy kdy ¢ k 0,7. Zavislostinspec/ € jsou
nelinearni v systémech &tsi interakci , tj. v polarnich systémech. Obtifmétanoveni

[n] v ptipact polyelektrolytu , kde je zavislogtpec/ € velmi nelinearni. Linearita se vzdy
zlepSi zvySenim iontové sily porigavku indiferentniho elektrolytu , ktery patia
vzajemné interakce skupifettzce. Event. je dopotovana extrapolacey] k nekongéné
iontové sile v satadnicich fi] ; 1/ : h] = [nloo + K /1.

Z tohoto plyne pozadavek udrZzovani konstantni ydakozno vysoké iontove sily.

Ke stanoveni[n] polyelektrolytu je vhodné udrzovat konstantni pH p#
(izoelektricky bod) a vyssi iontovou silou , alesdo= 0,05 M ; Iépe 0,5 M. Kiilustraci
problémi se stanovenirfm] je ¢asto uzivana kyselina polyakrylovarg B 10 dl/g , kdy
koncentr&ni zévislostnspec/ Cje nelinearni i fi ¢ = 0,1 g/dl. B stanoveni L\C Zelatiny
nejsou V literatte zvlastni problémy zmovany. Pro 20 °C ; 0,5 M — KCI je uvé&tb
[n] = 4,033 * 10* * M®*? [dl/g] , [g/mol]. Hykol by se nil chovat podob& Fi jeho
M = 10" g/mol je @ekavanoij] = 0,05 dl/g. Sfovanim karboxylovych skupin epoxidy by
se vSak mohl vyrazrzvysit izoelektricky bod [ 26 ].

Hodnoty zévislostinspec/ C na koncentracC byly extrapolovany k limitnimu
viskozitnimu ¢islu [n]. Pritomnost pufru m& u polyelektrofytobecrt zvysit linearitu

vynosunspecl c a usnadnit extrapolafi)] , ale experiment této teorii neodpovidal nejspise
Zévislostnspecl C na koncentraci roztoku bylaifadného pufru alesgpmért zakivena ,
proto nefeni viskozit vzork sitovanych DEB a DEO probihalo ve vodném predi.

Hodnotammspec/ Cse v zavislosti na pH v rozmezi 4 - 10 se kupogiazre nelisi.
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Obr.9: Zavislostinspec/ € Na koncentracich Hykolu wanych pufrech $ 25 °C

1,2

——pufr Il, pH = 4,00
—=—pufr Il, pH = 7,23
14 —— pufr Il, pH = 10,00
—— pufr I, pH = 4,00
—=—pufr |, pH = 7,32
—— pufr I, pH = 10,00

0,8
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Koncentrace roztoku [ g/dl]

Z&kladni roztok s obsahem 2,00 hm. % modifikovanéhkolu byl Zedn na 1,00
%, 0,50 % a 0,25 % roztok a&pnéien.

Obr.10: Vzorky Hykolu sfovanych pomoci DEBippH = 9: (hm. % DEB / Hykol)
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A 076 DEB —¢1,13 DEB - —
0.11 1 ~6-227DEB e 4,53 DEB -
+ + 9,06DEB —+ 18,12 DEB -
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Obr.11: Vzorky Hykolu stovanych pomoci DEOippH = 9: (hm. % DEO / Hykol)

nspec/c [di/g]

0,12
[ ]
0.11 N
0,1 1
/!I
—————— \
] k;_//-
>
0,08 1 —e— &. Hykol
—=- 0,55 DEO
—+—1,10 DEO
0,07 e 1,65 DEO
—%- 3,30 DEO
0,06 T T T T T T T
0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2

Koncentrace roztoku [ g/dl ]

Vzorky stované obsahem 6,6 hm. % ; 13,2 hm. % a 26,4 hm. B@ Be

nerozpustily na pozadovanou koncentraci. Evenseéprondiovala pouze frakce solu bez

vySemolekularnich frakcitpslych do frakce gelu. Tatoéheni nebyla provedena.

Obr.12: Zavislost limitniho viskozitnih@isla ve vod pii 25 °C na davkovani &vadla

&islo [di/g]

Limitni viskozitni

(epoxidu) (hm. % / Hykol)

u m DEB
0,11 -

¢ DEO

o
=
I

0,09

0,06 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Koncentrace si tovadla [ hm. % ]
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Ke tvorke prostorové sé (ztrat tekutosti a nekorimé viskozi) dojde i
dostateén¢ vysoké konverzi funknich skupin a pokud reagujici latky maji vysokou
funkénost a vhodny stechiometricky pémepox / - NH = 1 . Diepoxidy pi reakci
s aminy jsou pouze dvoufutiki. Hykol je podle fedchozich vypétta desetifunkni na

aminoskupiny.

Doby stovani a pH byly pro vysokou konverziipnivé. V gipadt Hykolu musi
pomerné kratké rettzce nesouci epoxidové skupiny propojit 2 prostéraxzdalené
aminoskupiny. V nenabotnaném stavu jsou v Hykolinaskupiny od sebe vzdéaleny cca
7,1 vazeb ndaetzci. DEB ma vzdalenost mezi reaktivnimi kysliky rjstupiny cca 3
vazby (natazen€) ; DEO ma vzdalenost mezi reaktivikiysliky epoxiskupiny cca 7
vazeb. Po 90 % ni konverzi (na —jHbylo poteba gekonat vzdalenost cca 9,9 vazeb , .

mit v fetzci 10 vazeb mezi epoxyskupinami [ 31 ].

Tyto Uvahy plati pro suchy Hykol. Protevani 40 % roztoku Hykolu by bylo
zapotebi 14 natazenych vazeb. Na 13 % roztok Hykolulpakylo zapatebi 22 vazeb ,
tj. pro diepoxidy o M = 14 * 22 = 300 g/mol. Diefdy pti stechiometrické reakci
s desetifunknim Hykolem by pi optimalni stechiometrii utwdy prvni podily gelu pi
konverzi cca 33 %. Jsou-li sterickd omezdiilifovelka (zejména veredinych roztocich) ,
piilis kratké diepoxidy pak neutyiosit’ ani @i 100 %ni konverzi a idedlni stechiometrii
[31]

To téZ umoiuje vyswtlit , Ze snadna tvorba gelu nebyla pozorovana pni
sitovani s DEO. K omezeni rozpustnosti vZofikyrazré pouze u DEO) doSlo aZ po jejich
vysudeni (mohlo se projevit odbotnani). ekavanym ndrstim LVC pii sitovani
nedoSlo pravépodobré ze sterickych dvoda predevSim u hykolu sdvaného pomoci
DEB.

Naopak i pi podminkéach pro po#mné rychlou reakci epoxyskupin s Hykolem by i
pii optimalni stechiometrii v systémuciy zastavat volné epoxyskupiny nezreagované ze
sterickych dvodua [ 31 ].
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4.5 FTIR spektra Hykolu a Hykolu po reakci s epoxidy

Zawry byly wvytvoreny z porovnani neupravovanych spekter. Ta byla
normalizovana ; tj. vynasobena konstantou , ablanednotkou plochu a dala se tak Iépe
porovnat. Pochopiteth se jedna o zavislosti absorbance na &tmo, (nikoliv na
transmitance, protoZze uvazované skupiny pohlcuilewle Lambert — Beerova zakona).
Ze souhrnného pohledu na v8echna spektra j# vite zakladni linie je dosti nestabilni ,

zvlase u velkych vingta.

Absorbance vzorks DEB v mnoha oblastech je velmi vysoka a pikpis&ryvaji.
Oblasti nadjnych vinaita , kde je moZno nejlépe sledovat&m ve spektru vliivem reakce
s epoxidy , je mozno nejsnaze vyhledat z difeméch spekter vzork modifikovanych
epoxidy oproti¢istému Hykolu. Tyto diferetni spektra jsou uvedena na obr. 16 a 18.
Kladné piky pedstavuji absorbance nowzniklych skupin oproti¢istému Hykolu ;
zaporneé piky pak zreagované fankskupinycistého Hykolu [ 31 ].

Nejvyznamejsi zmsny jdou vidst v systému Hykol + DEO. Siroky pik v oblasti
3000 - 3500 ci mize predstavovat absorbanci novzniklych —OH skupin po 8bvani.
Pritom by vSak il byt ve shodné oblasti pozorovatelny pik zreaggehn-NH, skupin.
Pritom je neprav&podobné , Ze exttmi koeficient (schopnost pohlcovatéio) —OH
skupin by byl velmi vyraz&ivyssi , nez pro zanikajici —NHkupinu. Event. by se zmy
absorbance projevily na stejnych witech, proto se ragl piiklanim k jednodusSimu
vyswétleni , Ze tento pik je spojen spiSe se systen@tigkEnou obsahu vihkosti.Vyplyva
od davky 1,1 hm. % DEB a 1,6 hm. % DEO. ZvySendrdfflita neni ale tolik
pravdépodobna [ 31 ].

Sitovanim DEO se snizi hydrofilita vzdrkice, nez-li siovanim s DEB ; navysi
se vice obsahu uhlovodikovych skupin a snizi sealobgsliku. Uhlovodikové piky
zreagovanych epoxyskupin u obou pouzitydtowadel byly malo #telné. Obsah —CH-
skupin (& jiz -CH- ; —CH— ; —CH;—-) v Hykolu byl podobny obsahu v epoxidech ;
pochopitel’ s ohledem na normalizace spektra owivou silnou absorbanci.
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Takto by bylo mozno vys¥lit praktickou absenci zsmy ve spektrech vody
uhlovodikovych pik v oblasti 2800 — 3000 cfu vzorki Hykolu sf'ovanych DEB. Tyto
piky jsou vyrazg vidét jen u vzorki s obsahem 13,2 a 26,4 hm. % DEO.

U vzorki s DEB a DEO vznik& novy pik ve vl 1050 crit. Toto mize byt
nejspiSe vazba —CO- z hydroxylové skupiny po reekcxidu s aminem. Tento pik je
zietelny pouze v davkovani nad 4,5 hm. % DEB a 6,6%rEO.

Zaporné piky , tj. piky spojené s reakmi skupinami v Hykolu v oblasti
1100 cn a 1500 crit nejsou jednozrimé tabelovany , jako piky odpovidajici —MH
skupirs. Byly by asekavany B vinoctu kolem 1590 ci , jednalo-li by se oiedné
roztoky amiri.

M¢éieni spekter bilkovin sdbvanych s DEB a DEO v tuhé fazi je obtizné , pretoz
se piky pekryvaji , jsou vysoké a Siroké ; event. maji pénhivy obsah vihkosti v oblasti
naseho zajmu.ipadreé obsah vihkosti téZ pé&kud ovliviiuje vySku a §ku piki skupin

interagujicich s vodou.

Pro owieni vysledk a jejich lepSi interpretaci je nutné &fih spektra v roztocich
H,O a DO ; nejlépe i modelovymi latkami (aminy , kyselingminokyseliny) ; event.ip

raznych pH.

M¢éieni spekter v tuhé fazi je vhodné provést i teabmilkBr tablety a to
raiznych koncentracich. P méteni roztok bude zasadni problém miidare velka
absorbance vody v oblasti zajimavych o Fri pouziti DO bude zfsobovat
komplikace okamzitd vysma vodiku a deuteria v —NHa —COOH skupi# a rychla
vyména v —OH skupi& a peptidické vazb—NH-CO-[ 31 ].

Spektra se zakladnim komefddn jsou uvedena na nasledujicich stranach na
obr. 13 - 18. Jsou popsany spektiatych sloZzek epoxid DEB a DEO , Hykol bez
piidavku sfovadla i riznych pH prostdich , modifikované vzorky Hykolu pomoci
DEB a DEO a diference jejich spekter.
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Obr. 13: FTIR absorpéni spektra 1,2:3,4-diepoxybutanu (DEB) a 1,2:7,8-dpoxyoktanu (DEO); ¢isté kapaliny

Spektra jsou zobrazena po korekci na ATR technikaranalizovana. Absotmi piky se pekryvaji még nez u vzork hykolu. Vodu @éekavame
jako netistotu v DEB ; spektrum ukazuje spi$e na pik voakeli 3500 crit u DEO.
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Obr. 14: FTIR absorpéni spektra hydrolyzatu kolagenu (Hykol) ; praSek nakrystalu ZnSe , bez ATR korekce

Jsou
pH =

Spektra vSech vzoik(meérenych ve formi vysuseného prasku) jsou zobrazena bez korekcelTRatédchniku , ale jsou normalizovana.
uvedena spektra Hykolu upravenych na hodrdty R ; 7 ; 9. Zelenéilvka zna&i Hykol pii pH = 2 , fialova kivka zna&i Hykol pri
7 acervena kivka zn&i Hykol pri pH = 9.
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Obr. 15: FTIR absorpéni spektra vzorki Hykolu sittovaného pomoci DEB ; prasSek na krystalu ZnSe , be¥TR korekce

VSechny vzorky Hykolu byly gsované pi stejném pH = 9. Sile zelena kivka znazoiiuje cisty Hykol ; modra kivka pak vzorek
s obsahem 0,38 hm. % DEB ; tmavomodra pak vzomdsahem 0,76 hm. % DEB ; fialova pak vzorek s obse,53 hm. % DEB ; tmav
zelena pak vzorek s obsahem 9,06 hm. % DE®neena vzorek se 18,21 hm. % DEB.
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Obr. 16: Diference FTIR absorpinich spekter vzorki Hykolu sitovaného pomoci DEB ; prasek na krystalu ZnSe , be¥TR korekce

Rozdily spektra&istého Hykolu od spektra vzarls DEB s odéty spektratistého Hykolu.
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Obr. 17: FTIR absorpéni spektra vzorka Hykolu sitovaného pomoci DEO ; prédSek na krystalu ZnSe , be¥TR korekce

VSechny vzorky Hykolu byly sovany gi stejném pH = 9. Modraikka znazofiuje cisty Hykol ; ¢cernd pak vzorek s obsahem
0,55 hm. % DEO ; fialova pak vzorek s obsahem hyh0% DEO ; tma¥ zelena pak vzorek s obsahem 1,65 hm. % DEQdépak vzorek

s obsahem 3,30 hm. % DEO g#e zelena pak vzorek s obsahem 6,60 hm. % DE@tleswodra pak vzorek s obsahem 13,21 hm. % DEO a
cervend vzorek s 26,41 hm. % DEO.
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Obr. 18: Diference FTIR absorginich spekter vzorki Hykolu sitovaného pomoci DEO ; praSek na krystalu ZnSe , be¥TR korekce

Rozdily spektra&istého Hykolu od spektra vzarls DEO s od&ty spektratisteho Hykolu.



- 56 -

4.6 Biologicky rozklad za anaerobnich podminekéifany na Fistroji
Micro-Oxymax fy Columbus

M¢éfici mista 1 — 6 byly obsazeny vzorky , kterélymproweiit kvalitu pouZzitého
inokula i spravny chod #ticiho (Fistroje. Mefena mista 7 — 18 byly obsazenyosianymi
vzorky Hykolu , kdy obsah tvadla DEB¢inil 0,8 — 9,1 hm. % (mista 17 a 18 zbyly
obsazeny pouzé&stym DEB bez Hykolugimz byla otestovana toxicita pouZzitéhgosiadla)

a mefena mista 19 — 30 byly obsazengosanymi vzorky Hykolu , kdy obsahtsivadla DEB
¢inil 1,1 — 13,2 hm. % (mista 29 a 30 zbyly obsazpayzecistym DEO bez Hykolugimz

byla otestovana toxicita pouzitéhdmiadla).

Tab.7: Obsazeni @&ticich mist:

Mé&tici misto 1 2 3 4 5 6

Vzorek blank AcNa Hykol

Métici 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1y 18

misto

Vzorek| 0,76 DEB 1,13 DEB 2,27 DEB 4,53 DEB 9,06 DEB DEB:-to

Metici | 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

misto

w
o

Vzorek| 1,10DEO | 1,65DEO| 3,30DEO 6,60DEQO 13,21DEO DBR-t

Pokus probihal v obdobi 14.4.2005 — 4.5.200521tjdni. (490 hodin).

Inokulum: - anaerobni kal@OV Zlin — Malenovice
- kal byl uchovavan v termostatii 35 °C
- susina kalu po odebraniCOV byla 61,5 g/l , obsah popelail 21,9 g/l
- suSina kalu pouzitého k anaerobnimu rozkladu byda g/
(pavodni kal zCOV kal byl odstedin



Substréty:

AcNa

Hykol

0,76 DEB
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DEB
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zasobni roztok o koncentraci 15,40 g/I;CBONa . 3HO ;
bylo davkovano 12 ml na obsah testovagikya100 ml kalu) ,
to odpovida 18,4 mg TOC v testovachba

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hykoloylo davkovano
12 ml na obsah testovaciibg (100 ml kalu) , to odpovida 18,4
mg TOC v testovaci liae

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyks obsahem 0,76
hm. % DEB ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobagky
(100 ml kalu) , to odpovida 16,4 mg TOC v testovmice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyke obsahem 1,13
hm. % DEB ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobagky
(100 ml kalu) , to odpovida 17,1 mg TOC v testovaice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyks obsahem 2,27
hm. % DEB ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobagky
(100 ml kalu) , to odpovida 17,4 mg TOC v testovaaice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyke obsahem 4,53
hm. % DEB ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobagky
(100 ml kalu) , to odpovida 16,7 mg TOC v testovaice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyke obsahem 9,06
hm. % DEB ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobagky
(100 ml kalu) , to odpovida 15,6 mg TOC v testovaaice

zasobni roztok o koncentraci 566 mg/l diepoxyl,2:3,4 —
butanu (DEB) ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobaiky
(100 ml kalu) , to odpovida 0,9 mg TOC v testovzice
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zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyke® obsahem 1,10
hm. % DEO ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobaiky
(100 ml kalu) , to odpovida 15,4 mg TOC v testovaice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyk®obsahem 1,65
hm. % DEO ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobaitky
(100 ml kalu) , to odpovida 14,8 mg TOC v testovaaice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyloobsahem hm. %
DEO ; bylo davkovano 12 ml na obsah testovadkpd100 ml
kalu) , to odpovida 16,2 mg TOC v testovacidea

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l Hyk®obsahem 6,60
hm. % DEO ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobaiy
(100 ml kalu) , to odpovida 14,2 mg TOC v testo\ssice

zasobni roztok o koncentraci 6,25 g/l dlyks obsahem 13,21
hm. % DEO ; bylo davkovano 12 ml na obsah testobatky
(100 ml kalu) , to odpovida 1,3 mg TOC v testovzice

zasobni roztok o koncentraci 826 mg/l diepoxy,2:7,8 —
oktanu (DEO) ; bylo davkovano 12 ml na obsah testotaiky
(100 ml kalu) , to odpovida 2,2 mg TOC v testovzsiice

Vzorky (substrat) byly rozpoudty na magnetické michee po dobu 30 minutipcca

500 ot/min. Koncentrace 200 mg/l TOC vzorku je ptauz divodu srovnani sipdchozimi

diplomovymi pracemi , kde byla poZita stejna koncare substratu.

Pred stanovenim hodnot rozp&$tho uhliku pomoci analyzatoru celkového

organického uhliku TOC-5000 A , Shimadzu po 21 dexpozici byl pevny a kapalny obsah

meérnych bark oddilen pomoci centrifugacetipzrychleni 18 000 G po dobu 12 minut p

teplot 18 °C.
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Tab.8: Vstupni hodnoty rozpu&tého uhliku v testovaci bee (ve 112 ml kapalné faze)

Vzorek TC IC TOC

[mg/baiku] [mg/baiku] | [mg/baiku]

Blank 9,30 2,09 7,21
AcNa 28,99 3,41 25,57

¢. Hykol 29,12 4,41 24,71
O76DEB | 5513 4,31 23,79
LISDEB | 5814 3,46 24,68
221DEB | 5780 3,29 24,53
453DEB | 5743 3,33 23,80
206DEB | 5604 3,19 23,05

DEB 10,65 2,60 8,05
LI0DEO | 5574 4,14 22,60
LBSDEO | 55 g6 4,02 21,94
330DEO | 165 3,18 23,34
6.60DEO | 5499 3,54 21,37

1321DEO | 14 99 3,35 8,55

DEO 12,32 2,88 9,45
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Tab. 9: Vystupni hodnoty rozpu&iého uhliku v testovaci bee (ve 112 ml kapalné faze)

Vzorek TC IC TOC
[mg/baiku] [mg/baiku] [mg/baiku]
Blank 20,87 3,45 17,42
AcNa 29,77 10,92 18,85
€. Hykol 25,71 7,60 18,11
0.76DEB | 5593 7,30 18,63
LISDEB | 56 19 7,24 18,87
220DEB | 55234 7,12 18,23
453DEB | 5971 6,45 16,26
9.06DEB | 5101 5,58 15,43
DEB 8,17 1,52 6,65
LIODEO | 45 49 5,17 7,62
1LB5DEO | 41445 5,13 9,00
330DEO | 1404 4,97 9,27
6.60DEO | 1318 4,70 8,48
1321 DEO| 4435 2,67 7,69
DEO 12,10 2,52 9,57
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Tab. 10: U vybranych vzork byla na konci pokusu stanovena hodnota susinyghgu byla
hodnota susSiny 2,52 g/l):

Vzorek Susina [o/1]
blank 2,24
2,27 % DEB 2,56
DEB 2,23
3,30 % DEO 2,18
DEO 2,51

Vzorky neobsahujici Hykol nebo sjeho nizSim obsaha vzorky s velkym
mnozstvim DEO , které byly jen minim&lmozpustné , kly hodnotu koneéného pH blizkou
slepému pokusu. Vzorky obsahujici Hykol maji hodnoiti oproti slepému pokusu nepatrn
vySSi (hodnoty pH na vstupu i vystupu jsou uvedetgb.¢.13 a 14).

Vzorky neobsahujici Hykol nebo sjeho nizSim obsaha vzorky s velkym
mnozstvim DEO , které byly jen minimé&lmozpustné rly swtlehnidou barvu kalu , coz
bylo zpisobeno snad horsi vyZivou anaerobniho kalu f.popibi¢ni schopnosti epoxid

Kal v ostatnich testovacichid@ch obsahujici 8dvané vzorky Hykolu byl htdocerny.

Obr. 19 - 21 znazdéuji zavislosti produkce CO, methanu a celkové produkce

bioplynu natase u zakladnich (referentnich) latek.

Obr. 19: Produkce CQv zavislosti naase u zékladnich latek
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Obr. 20: Produkce CHVv zavislosti na&ase u zakladnich latek
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Obr. 21: Celkova produkce bioplynu v zavislosti rase rozkladu u zakladnich latek
(mnozstvi bioplynu je vyjaeno jako sotet CQ a CH,)
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Z pribéhu kivek na obr. 19 a 21 je patrngst objemu CQi po odbourani veskerého
pfidaného substratu. Tato produkce je pegadiobrt zpisobena n@stotami v anaerobnim
kalu gritomnymi v kapalné fazi i po odstkni nebyl tim odstraim rozpusny uhlik , ktery
slouZzi jako substrat praipomné mikroorganismy. Tentd@st je patrny u vSech nasledujicich
kiivek CQ, a bioplynu. Dalsi ficiny mohou byt autolyza kalu viznych dobach i riznych
podminkéch, ; event.drift celého¢ticiho systému (fwbeh CGO, , bioplyn). Pop. maze
vlivem netsnosti do baky vnikat kyslik.
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Obr. 22: Produkce CQv zavislosti na&ase u vzorik Hykolu stovaného pomoci DEB
(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 22 znazatje pribeh produkce CQu vzorki Hykolu stovanych pomoci DEB.
Rozkladenxistého Hykolu bylo vyprodukovano 7,3 ml @Qrozkladem vzorku s obsahem
0,76 hm. % DEB 6,8 ml CO;, vzorek s obsahem 1,13 hm. % DEB vyprodukovalrél
COy; vzorek s obsahem 2,27 hm. % DEB vyprodukoval i8]2CO; ; vzorek s obsahem
4,53 hm. % DEB vyprodukoval 6,2 ml GCa vzorek sobsahem 9,06 hm. % DEB
vyprodukoval 5,6 ml C@ Doba rychlého rozkladu vzorku je cca 80 hodirlk@ea cca 150
hodin), poté jiz dochazi k rozkladu substratu nkteyl v kalu gitomen jiz vCOV. Doba

rozkladu vSech testovanych vzare podobna .

Z prabehu kiivek je patrné , Zeffdavek DEB ke vzorku Hykolu #igobuje zpomaleni
biologického rozkladu a jeho vySafigavek snizuje jeho celkovou biodegradabilitu. \é&tor
s obsahem 9,06 hm. % DEB ma opraiému Hykolu o ¥ nizsi produkci GO

V baice , kde byla testovana toxicita DEB nedoS$lo k Badegativni ziné vyvoje
CO;, oproti slepému pokusu. Lze tedy usuzovat , Ze DEEBi rpro metabolické pochody

s

mikroorganisni Zijicich ve vodném anaerobnim piesti toxicky.
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Obr. 23: Produkce CHlVv zavislosti na&ase u vzorik Hykolu stovaného pomoci DEB

(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 23 popisuje f@beh produkce methanu u vzdrkHykolu st'ovanych pomoci
DEB. Rozkladentistého Hykolu bylo vyprodukovano 10,8 ml methamoezkladem vzorku
s obsahem 0,76 hm. % DEB 10,1 ml bioplynu ; vzossdbsahem 1,13 hm. % DEB
vyprodukoval 9,7 ml methanu ; vzorek s obsahem &7 % DEB vyprodukoval 9,0 ml
methanu ; vzorek s obsahem 4,53 hm. % DEB vyprodalk7,6 ml methanu a vzorek
s obsahem 9,06 hm. % DEB vyprodukoval 7,0 ml nmaihd@oba produkce methanu u
vzorku skowila po 80 hodinach a je podobn& u vSech testovanych

Z pribéhu kiivek je patrné , Zeifdavek DEB ke vzorku Hykolu Zgobuje zpomaleni
methanogenniho procesu rozkladu vzorku a jeho vplsiavek sniZuje jeho celkovou
biodegradabilitu. Vzorek s obsahem 9,06 hm. % DE®B aproticistému Hykolu 0% nizsi
produkci methanu.

V vysledld , kde byla testovana toxicita DEB jd&epmé , Zze oproti slepému pokusu
produkce methanu klesla a to o 0,9 ml. Ztoho waly Ze DEB je pro methanogenni

mikroorganismy ve vodném anaerobnim piesit porgkud inhibujici.
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Obr. 24: Produkce bioplynu v zavislosti #ase u vzork Hykolu stovaného pomoci DEB

(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 24 popisuje mibéh celkové produkce bioplynu u vzdrkHykolu st'ovanych
pomoci DEB. Rozkladertistého Hykolu bylo vyprodukovano 17,8 ml bioplyntozkladem
vzorku s obsahem 0,76 hm. % DEB 16,8 ml bioplynaarek s obsahem 1,13 hm. % DEB
vyprodukoval 16,0 ml bioplynu ; vzorek s obsahe@i7zhm. % DEB vyprodukoval 15,3 ml
bioplynu ; vzorek s obsahem 4,53 hm. % DEB vypkodal 13,5 ml bioplynu a vzorek
s obsahem 9,06 hm. % DEB vyprodukoval 12,5 ml lgimp Doba celkového rozkladu
vzorku je podobna u vSech testovanych , tedy cdzo8in.

Z pribéhu kiivek je patrné , Zeifdavek DEB ke vzorku Hykolu #gobuje zpomaleni
biologického rozkladu vzorku a snizuje jeho celkovmiodegradabilitu. Vzorek s obsahem
9,06 hm. % DEB ma oprotistému Hykolu 0/ niZSi produkci bioplynu.

V baince , kde byla testovana toxicita DEB nedoSlo k zgéa znéné produkce
bioplynu (oproti slepému pokusu). Lze tedy usuzqvae DEB je pro mikroorganismy ve
vodném anaerobnim prosti celko¥ neinhibujici.
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Obr. 25: Produkce CQv zavislosti na&ase u Hykolu vzork si‘ovaného pomoci DEO

(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 25 popisuje @beh produkce CQu vzorki Hykolu sfovanych pomoci DEO.
Rozkladenxistého Hykolu bylo vyprodukovano 7,3 ml @Qrozkladem vzorku s obsahem
1,10 hm. % DEO 7,4 ml CQ vzorek s obsahem 1,65 hm. % DEO vyprodukovalrl,
CO; ; vzorek s obsahem 3,30 hm. % DEO vyprodukovahtl,CG; ; vzorek s obsahem 6,60
hm. % DEO vyprodukoval 5,3 ml G@ vzorek s obsahem 13,21 hm. % DEO vyprodukoval
3,6 ml CQ. Doba rychlého rozkladu vzorku je cca 80 hodink@ea cca 150 hodin) , poté jiz
dochazi k rozkladu substratu , ktery byl v kalitgnen jiz vCOV. Doba rozkladu viech

testovanych vzorkje podobnd .

Z pribéhu kiivek je patrné , Zetfdavek DEO ke vzorku Hykolu #gobuje zpomaleni
biologického rozkladu vzorku a jeho vyS&idavek sniZzuje jeho celkovou biodegradabilitu.
Vzorek s obsahem 13,21 hm. % DEO ma opfistému Hykolu o % nizSi produkci GO

V baice , kde byla testovana toxicita DEO nedoSlo k xféazngéné oproti slepému
pokusu produkce COneklesla. Lze tedy usuzovat , Ze DEO neni pro Inoditzké pochody
mikroorganisni Zijicich ve vodném anaerobnim piesti toxicky.
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Obr. 26: Produkce CHlv zavislosti na&ase u vzorik Hykolu stovaného pomoci DEO

(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 26 popisuje m@beh produkce methanu u vzdrkHykolu stovanych pomoci

DEO. Rozkladentistého Hykolu bylo vyprodukovano 10,8 ml methamozkladem vzorku

s obsahem 1,10 hm. % DEO 10,3 ml bioplynu ; vzesetbsahem 1,65 hm. % DEO

vyprodukoval 9,4 ml methanu ; vzorek s obsahem 830 % DEO vyprodukoval 8,9 ml

methanu ; vzorek s obsahem 6,60 hm. % DEO vypm¢alk8,0 ml methanu a vzorek

s obsahem 13,21 hm. % DEO vyprodukoval pouze 2/@ethanu. Doba produkce methanu

u vzorku skotila po 90 minutach a je podobna u vSech testovamnyohki mimo vzorek

s obsahem 13,21 hm. % DEO. Ten se rozloZzil az pchbdinach.

Z pribéhu kiivek je patrné , Zetfdavek DEO ke vzorku Hykolu #gobuje zpomaleni
methanogenniho procesu rozkladu vzorku a jeho vpE$ilavek vyraza sniZzuje jeho
celkovou biodegradabilitu. Vzorek s obsahem 1321 % DEO mé oprotistému Hykolu o
80 % nizSi produkci methanu.

V baice , kde byla testovana toxicita DEO jde &id Ze oproti slepému pokusu
produkce methanu klesla a to o 0,5 ml. Ztoho w@ly Ze DEO je pro methanogenni

mikroorganismy ve vodném anaerobnim pi@sit mirr€ inhibujici.
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Obr. 27: Produkce bioplynu v zavislosti #gase u vzork Hykolu stovaného pomoci DEO

(po odéteni slepého pokusu)
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Obr. 27 popisuje mibéh celkové produkce bioplynu u vzdrkHykolu st'ovanych
pomoci DEO. Rozkladeristého Hykolu bylo vyprodukovano 17,8 ml bioplyntozkladem
vzorku s obsahem 1,10 hm. % DEO 17,9 ml bioplymaorek s obsahem 1,65 hm. % DEO
vyprodukoval 15,9 ml bioplynu ; vzorek s obsahe803m. % DEO vyprodukoval 15,5 ml
bioplynu ; vzorek s obsahem 6,60 hm. % DEO vyprodgak 13,5 ml bioplynu a vzorek
s obsahem 13,21 hm. % DEO vyprodukoval 7,7 ml Biopl Doba celkového rozkladu
vzorku je 80 minut a je podobna u vSech testovanymbrki mimo vzorek s obsahem
13,21 hm. % DEO. Ten se rozlozil az po 280 hodinach

Z prab¢hu kivek je patrné , Zeifdavek DEO ke vzorku hykolu #pobuje zpomaleni
biologického rozkladu vzorku a jeho vySStidavek vyraza snizuje jeho celkovou
biodegradabilitu. Vzorek s obsahem 13,21 hm. % DBE&oproti¢istému Hykolu o Y2 nizsi

produkci bioplynu za dvojnasobri@s rozkladu.

V baice , kde byla testovana toxicita DEO jde &id Ze oproti slepému pokusu
produkce bioplynu nepatérklesla. Lze tedy usuzovat , Ze DEO je pro mikraoigmy ve

vodném anaerobnim présti celko¥ neinhibujici.
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Obr. 28: Celkova biodegradace Dt a fid@ index FI (%) v zavislosti na mnoZzstvi DEB
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Obr. 28 znéazatuje zavislost celkové biologické degradacgen® mnozZstvi pouzitého

sitovadla DEB a velikost fixaniho indexu na mnozstvi pouzitéhdémiadla DEB.

Tab. 11: Sumarni vysledky celkové biologické degradace vitsitovanych DEB

Vzorek

Hykol

0,76 DEB

1,13 DEB

2,27 DEB

4,53 DEI

3

9,06 DE

De [%]

77,5

76,8

75,8

74,4

69,9

62,2

B
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Obr. 29: Celkova biodegradace Dt a fid@ index FI (%) v zavislosti na mnozstvi DEO
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Obr. 29 znéazatuje zavislost celkové biologické degradacgen® mnoZstvi pouzitého

sitovadla DEO a velikost fixaiho indexu na mnozstvi pouzitéhéasiadla DEO.

Tab. 12: Sumarni vysledky celkové biologické degradace vitsitovanych DEO

Vzorek

Hykol

1,10 DEO

1,65 DEO

3,30 DEC

D

6,60 DED

13,21 D

EO

De [%]

77,5

72,3

70,4

66,2

60,0

22,8




Tab. 13: Prehled vysledk testovanych vzofkmodifikovanych pomoci DEB

-71

AcNa | Hykol | 0,76 % 1,13 %| 2,27 %| 4,53 %| 9,06 %| DEB
DEB DEB DEB DEB DEB
TC [mg] | vstup 19,7 21,9 20,4 19,7 18,5 17,6 18,8 19
vystup 8,8 54 4,0 5,8 4,2 19 5,0 ~*
IC  [mg]| vstup 1,4 1,9 1,4 1,6 1,2 1,4 1,2 0,5
vystup 7,6 4,2 3,7 4,1 3,5 2,6 2,8 -*
TOC [mg] | vstup 18,1 19,7 18,6 17,9 17,7 16,( 16,9 0,p
vystup 1,2 1,3 0,3 1,7 0,7 -* 2,3 -*
pH vstup 7,75 7,64 7,62 7,65 7,63 7,67 7,65 7,95
vystup 8,58 8,37 8,21 8,21 8,17 8,10 8,13 7,943
Viiopyn [MQ] 23,6 22,5 21,0 20,5 19,7 18,7 16,6 1,]
Myiopiyn [MY] 11,6 11,0 10,3 10,1 9,6 9,2 8,2 0,8
ICyys.-ICys. [Mg] 7.0 2,9 3,0 3,2 3,1 2,0 2,3 -
D [%0] 100,0 77,5 76,8 75,8 74,4 69,9 62,2 -
Fl [%] - 0,0 20,6 40,7 55,6 68,8 83,8 -
Tab. 14: Prehled vysledk testovanych vzorkmodifikovanych pomoci DEO
AcNa | Hykol | 1,10 % 1,65 %| 3,30 %| 6,60 %| 13,21 | DEO
DEO DEO DEO DEO % DEO
TC [mg] | vstup 19,7 | 21,9 17,5 17,2 17,6 16,4 3,3 3.p
vystup 8,8 5,4 -* -* -* * _* _*
IC  [mg] | vstup 1,4 1,9 1,8 2,2 1,5 1,3 1,3 0,8
vystup 7,6 4,2 1,5 1,8 1,8 1,8 -* -*
TOC [mg] | vstup 18,1 19,7 15,4 14,7 15,8 14,8 1,7 2.1
vystup 1,2 1,3 -* -* -* * _* _*
pH vstup 7,75 7,64 7,61 7,68 7,62 7,58 7,54 7.9
vystup 8,58 8,37 8,14 8,23 8,31 7,61 7,88 7.4
Vhiopyn [MQ] 23,6 22,5 22,7 20,2 19,2 16,9 9,4 0,
Mpioplyn [MQ] 11,6 11,0 111 9,9 9,4 8,3 4.6 0,1
ICyys.-ICys. [Mg] 7,0 2,9 0,3 0,2 1,0 1,2 -* -
Dy [%0] 100,0 77,5 72,3 70,4 66,2 60,( 22,8 -
Fl [%] - 0,0 21,0 42,7 53,2 62,1 100,0 -

*) hodnoty TC , IC a TOC byly v zaporné , tedy podiotou slepého pokusu
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5 ZAVER

Tato diplomové prace se zabyvala hledanim vhodpgcminek pro sovani Hykolu,
hodnocenim vybranych vlastnosti z&sjich vzorki a sledovanim biologického rozkladu
modifikovaného hydrolyzatu kolagenu (Hykol E) zaaarobnich podminek. Hykol byl
sitovany pomoci diepoxy — 1,2:3,4 — butanu (DEB) padigy — 1,2:7,8 — oktanu (DEO).

Pt hledani vhodnych podminek pra’@vani vzorki byly vybrany ti oblasti pH a to
2;7a9. B pH =2 nedochazelo k poZzadovanémiogani ges -NH skupiny , nybrz epoxid
se snazi reagovat s -COOH skupinami a navic je taktkym pH rozkladan.iPpH = 7
dochézelo k navazani jak na skupiny —-NHtak na skupiny —COOH. Proto bylo jako
nejvhodrjsi zvoleno pH = 9 , kde bylo mozné vicerdaiiminovat navazani na —COOH

skupiny.

Dale byly sledovany vybrané fyzikalni a chemiockastnosti. Zejména viskozita |,
rozpustnost , peet volnych aminoskupin a FTIR spektracidnim viskozity nilo byt zjiS€ni
molekulové hmotnosti jednotlivych teivanych vzork. BohuzZel z pkbéhu nanmgienych
kiivek nebylo mozné tuto velnu urit objektivre , i kdyz byl pozorovan jisty trend vistu

hodnotynspedC V zavislosti na koncentraci roztoku a mnozsiNdwadla.

Pri  zjistovani pdétu volnych aminoskupin byla vyuZivadna &ena ninhydrinova
metoda a je moZzn#ci , Zze vysledky &chto stanoveni odpovidajigdpokladm ; tzn. , Ze
s rostoucim mnozstvimteivadla klesa pet volnych —NH skupin. To potvrdilo i nefimo
méteni FTIR spekter , kdy oblasti viég 3000 — 3500 cih je pozorovatelny Siroky pik ,
ktery odpovida davce epoxidu.

BohuZzel je tato oblastifliS Siroka na to , aby bylo mozné jednosmaidentifikovat
skupinu , ktera jej vytwa D& se pedpokladat , Ze se v této oblasti vyskytuji —OHpsiky
vzniklé reakci —NHskupiny a epoxidu.
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Pti biologickém rozkladu testovanych vzaérkyla sledovana methanogenni aktivita
piitomnych mikroorganisin dle mnoZstvi vyprodukovaného @O CH, a pirastek

anorganického uhliku v kapalné fazi (rozga$tCQ,).

Byly testovany vzorky sované pomoci DEB v mnozstvi 0,76 — 9,06 hm. % $asu
Hykolu. U této dofované rady byla zjisna celkova biodegradace DV rozsahu
76,8 — 62,2 %. Zjighim mnoZstvi volnych aminoskupin uteVvanych vzorlk pomoci
ninhydrinové metody byl stanoven fid@ index (FI) v rozsahu 20,6 — 83,8 %.

Pro fadu vzork sitované pomoci DEO v mnoZstvi 1,10 — 13,21 hm. % utang
Hykolu byla zjis€na celkova biodegradace ¥ rozsahu 77,5 — 22,8 %. Zgg&im mnozstvi

volnych aminoskupin byl stanoven fixa index (FI) v rozsahu 21,0 — 100 %.

Na zaklad dosaZenych vysledie zZejmeé , Ze s rostoucim zésvanim Hykolu klesa
jeho moznost rozpoudtse a tim i schopnost mikroorganisrpronikat do strukturni sit

modifikované bilkoviny a biologicky ji rozkladat.
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SOUHRN

Tato prace obsahuje souhrn pozhatkpribéhu st'ovani hydrolyzovaného kolagenu
vybranymi epoxidy 1,2:3,4 — diepoxybutan (DEB) &:1,8 — diepoxyoktan (DEO) a
biologickém rozkladu fypravenych vzorik za anaerobnich podminek. Krérhiologického
rozkladu byla ¥novana pozornost nejen studitivpdniho hydrolyzovaného kolagenu , ale
také gipravenym vzorkm z hlediska chemickych a fyzikalnich viastnogifabéhu stovani
DEB a DEO , kinetice rozpousti modifikovanych vzork , viskozitnim n¢fenim roztok a
FTIR spekter.

Diplomova prace byla doptna o stanoveni —COOH a — MHkupin mgvodniho
Hykolu , navrzeni vhodnych podminek préigpavu sfovanych vzorkm pomoci DEB a
DEO , kinetiku rozpoushi modifikovanych vzork , viskozitni néfeni roztok Hykolu \&.

jeho modifikaci s pouzitymi epoxidy a vyhodnocefmiR spekter vzori.

Na zaklad dosazenych vysledife Zejmé , Ze s rostoucim zésvanim Hykolu klesa
jeho moznost rozpoudt se a tim i schopnost mikroorganisnpronikat do struktury

modifikované bilkoviny a biologicky ji rozkladat.
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SUMMARY

This thesis contains survey of know-how about pdoce of netting hydrolyze
collagen with chosen epoxy’s 1,2,3,4 - diepoxybu2a&B) a 1,2,7,8 - diepoxyoktan (DEO)
and biodegradation of prepared samples in anaeoaditions. Apart from biodegradation
was attention direct not only to study original hylgized collagen but also to prepared
samples from the point of view chemical and phystbaracteristics , procedure cross linking
of DEB and DEO, kinetics of solution modified sae®l, viscosity measuring of solutions

and FTIR spectrums.

Diploma thesis was complement of quantization -EGO&-NH, groups of original
Hycol , nomination of available conditions for paggtion of cross linked samples per DEB
and DEO solution kinetics of modified samples vsto measuring solution of Hycol
including its modifications with used epoxies andlaation FTIR samples spectrum.

Based on achieved results is obvious that witheasing cross linking of Hycol is
dropping down its possibility to dissolve and apsassibility of microorganisms penetrate to

structure of modified protein and biodegradation it
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

TC

IC
TOC
AcNa
-NH,
-COOH

FI
DEB
DEO
Dy
FTIR
uv
VIS
Mgp
Vgp
pH

W E/NH2
X E/NH2
W/ Hykol NH2
v

n

p

Nr

Nspec

[n]

total carbon (veSkery uhlik)
inorganic carbon (anorganicky uhlik)
total organic carbon (veSkery organicky uhlik)

octan sodny

volna aminoskupina

volna karboxylova skupina
Absorbance

fixacni index

1, 2: 3, 4 — diepoxybutan
1,27, 8- diepoxyoktan

celkova biologicka degradace

Infra-cervend spektroskopie s Fourierovou transformaci

ultrafialova spektroskopie
spektroskopie ve viditelné oblasti
hmotnost bioplynu

objem bioplynu

hodnota zaporného logaritmu vodikovych iontroztoku

hmotnostni procenta mnoZstvieiadla

molarni procenta mnozstvitevadla

vyjadieni 100%ni konverze, kdy zésji vSechny —NH skupiny

kinematicka viskozita
dynamicka viskozita
hustota kapaliny
relativni viskozita

specificka viskozita

limitni viskozitni ¢islo (LVC) nebo téz vnini viskozita

iontova sila roztoku

molekulova hmotnost chemického individua

[4rig
[ma/l ]
[ mg/l]

[mmol/l ]
[mmol/l']

[%]

[%]

[ mg ]

[%)mot./ su§.hyl].
[%P molarni / NHl

[%]
[rfts]

[ g/chh

[diig]
[ mol/l']

/gl ]
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