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ABSTRAKT

V ramci prekladané disertacni prace byla sledovana biodegradace alifatického
aromatického kopolyesteru a tohoto kopolyesteru ve smési se Skrobem v pid¢ za
mezofilnich podminek. Méfenim produkce CO, (GC/TCD), sledovanim
mechanickych vlastnosti obou materialii, méfenim zmén molekulovych hmotnosti
(GPC) 1 optickou a rastrovaci elektronovou mikroskopii bylo dokazano, ze
pritomnost Skrobu podporuje biodegradaci PBAT. Pro ziskani celkového obrazu
degradacnich procest studovaného kopolyesteru byl také sledovan vliv teploty na
rychlost abiotické hydrolyzy vybranych polyesteri (PBS, PBSA a PBAT).
Vysledky ukazaly, Ze se zvySujici se teplotou rostla mira degradace materiald.
Pomoci molekularné biologickych metod (PCR-DGGE, sekvenovani) byla
identifikovdna degrada¢ni konsorcia PBAT izolovana z pid. NejCastéji byla
v piidach zastoupena bakterie Microbispora bispora. Molekularné biologické
metody byly vyuzity také pfi posouzeni vlivu aplikace nutrient a terminélnich
akceptora elektronti na mikrobidlni spolecenstva v anoxickém prostiedi (lokality
kontaminovany BTEX a leteckym petrolejem). Aplikace nutrientli a akceptorti
terminalnich elektront podpoftila rist nékolika bakterialnich druha, které jsou
potencialnimi degradéry BTEX. Aplikace terminalnich akceptord elektroni také
pozitivné ovlivnila rist nékterych degradérii ropnych uhlovodikl, které jsou
jednou ze sloZek leteckého petroleje.

ABSTRACT

The biodegradation of the aliphatic aromatic copolyester and this copolyester
in the mixture with starch in soil under mesophilic conditions was studied.
Measurment of CO, production (GC/TCD), mechanical properties changes,
molecular weight changes (GPC) and optical and scanning electron microscopy
demonstrated that the presence of starch promotes biodegradation of PBAT. To
obtain the overall image of the degradation processes of the studied copolyester,
the effect of temperature on the rate of abiotic hydrolysis of selected polyesters
(PBS, PBSA and PBAT) was also monitored. The results showed that the rate of
degradation of materials increased with increasing temperature. Members of
degrading PBAT consortium isolated from soils were identified by molecular
biology methods (PCR-DGGE, sequencing). Microbispora bispora was the most
frequently present bacterium in soils. Molecular biology methods were also used
to assess the effect of apphcatlon of nutrients and terminal electron acceptors on
microbial communities in an anoxic environment (sites contaminated by BTEX
and aviation fuel). The application of nutrients and terminal electron acceptors
supported the growth of some bacterial species that are potential degradators
of BTEX. Application of terminal electron acceptors had also positive influence
on the growth of some degradators of hydrocarbon petroleum, which is one of the
components of aviation fuel.
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UVOD

Polymerni materidly jsou pouzivany v kazdodennim zivoté. Syntetické
polymery jsou odolné vici degradaci, coz umoznuje jejich vyuziti po dlouhou
dobu. Jejich perzistence v prostiedi miize byt ale v nékterych ptipadech
nezadouci. Snaha o zamezeni akumulace konven¢nich plastl v Zivotnim prostiedi
vede k stale vyssi produkci biodegradabilnich polymerii (Ahmed a kol., 2018;
Emadian a kol., 2017). Tyto materialy jsou vyuZivany zejména na vyrobu oball,
jednordazovych zdravotnickych prostfedkd, dale také v terapeutickych,
chlrurglckych a sterilnich vyrobcich. Jejich vyuziti nariistd také v zemédélstvi,
kde jsou vyuzivany napi. jako mul€ovaci folie (Kijchavengkul a kol., 2008).
Biologicky rozlozitelné plasty by mély byt aplikovany také tam, kde dochazi
k jejich bezprostiedni difizi do Zivotniho prostfedi nebo pokud je néaro¢né
roztiidit a recyklovat jednotlivé ¢asti odpadu. Pro uspéSné pouzivani biologicky
rozloZitelnych plasti je potfebné zhodnotit a porozumét degradacnim
mechanismiim a mikroorganismiim, které jsou spojeny biodegradaci.
Z cekonomického pohledu jsou také velmi dilezit¢ mechanické, fyzikalni
a chemické vlastnosti biodegradabilnich polymert, které musi byt podobné
konven¢nim plastiim. Dilezité je i nizkd cena materiali a vyroby. Vzhledem ke
vzrastajici poptavce po biodegradabilnich plastech a jejich vyznamu v ochrané
zivotniho prostiedi, je tedy velmi dilezité tyto polymery studovat, stejné tak jako
mechanismus jejich degradace za riznych podminek a v riznych prostiedich. Tak
mohou byt produkovany polymery, které¢ vyhovuji vySe zminénym standardiim
a s potencidlem nahradit konven¢ni plasty.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biodegradabilni polymery

Biodegradabilni polymery mohou byt mikroorganismy zcela pfeménény
na oxid uhli¢ity, vodu, mineralni latky a biomasu, bez negativniho vlivu
na zivotni prostiedi nebo ekotoxického piisobeni (Kyrikou a Briassoulis, 2007).
Podle definice Mezindrodni organizace pro normalizaci (ISO) jsou
odbouratelnymi plasty takové, u kterych dochdzi k degradaci fragmenta
s nizkou molekulovou hmotnosti, které vznikaji plsobenim pfirozené
se vyskytujicich mikroorganismi jako jsou bakterie, houby a fasy. VétSinu
z biologicky odbouratelnych polymert 1ze také oznacit za kompostovatelné.

1.1.1. Polybutylen adipat tereftalat

Polybutylen adipat tereftalat je semikrystalicky synteticky kopolyester, ktery je
ziskavan z fosilnich zdrojl polykondenzaci 1,4-butandiolu a kyseliny tereftalové
a adipové (Siegenthaler a kol., 2012; Witt a kol., 2001; Witt a kol., 1997). Jedna
se o polymer s neusporadanou strukturou se stupném neuspoiadanosti 0,97-1,02;
vysokou flexibilitou a tuhosti. Bod tani PBAT je 104 °C a teplota skeln¢ho
piechodu -30 °C. Svymi vlastnostmi je podobny nizkohustotnimu polyethylenu
(Herrera a kol., 2002; Siegenthaler a kol., 2012). Tento polymer je klasifikovan
jako biodegradabilni, produkty degradace nevykazuji toxicitu
a nemaji negativni efekt na Zivotni prostiedi (Muller a kol., 2001; Witt a kol.,
2001). Je také certifikovan jako kompostovatelny (EN 13432, ASTM 6400).

1.1.2. Abioticka degradace polymeri

Abiotické faktory zplisobujici degradaci materidlu jsou velmi diilezité zeyména
v prvni fazi biodegradace. Abiotické procesy mohou pfispivat k biodegradaci
nebo mohou pifimo zahajit St€peni polymerniho fetézce. Abioticka degradace je
dé€lena na mechanickou, foto, tepelnou a chemickou degradaci.

1.1.3. Fotodegradace

Expozice ultrafialovému zéateni (UV) zplsobuje degradaci mnoha materialt.
Fotosenzitivni karbonylové skupiny, které jsou v biodegradabilnich polyesterech
pritomné ve velkém mnoZzstvi, zplsobuji jejich citlivost k fotodegradaci.
Fotodegradace mize zptisobit nahodné Stépeni hlavnich polymernich fetézcti, coz
vede ke ztrat¢ mechanickych vlastnosti polyesteru. Dalsim mechanismem
fotodegradace je sitovani uvnitf biodegradabilniho filmu zplisobené rekombinaci
volnych  radikdli.  Sitovdni  zplsobuje  ztrdtu  taznosti  polymeru
a film se stane velmi kiehkym (Kijchavengkul a kol., 2008; Rivaton a Gardette,
1998). Ve studii Stloukala a kol., (2012) bylo zaznamenano sitovani a vnik gelu
ve struktufe PBAT, ale tento fakt biodegradaci vyznamné neovlivnil.
Fotodegradace vedla k rozpadu materialu na mensi ¢asti s vétSim specifickym
povrchem, coz mélo naopak na biodegradaci pozitivni vliv.



1.1.4. Hydrolyza

Abiotickd hydrolyza miize byt prvnim degrada¢nim krokem, ktery otevira
kostru polymeru a zpiistupiiuje specifickd mista po navazani enzymi
(Kijchavengkul a kol., 2010). Hydrolyza uvoliiuje polymerni fetézce St€penim
hydrolytickych vazeb v kostfe polymeru pomoci nahodného Sté€peni fetézch
(Foulc a kol., 2005; Gopferich, 1996; Kijchavengkul a kol., 2010; Muthuraj
a kol. 2015) \Y prlpade PBAT je hydrolytlcky Stépena esterova vazba, coz
zkracuje polymerni fetézce na velikost, kterd miize byt jednoduseji degradovana
mikroorganismy (Kijchavengkul a kol 2010). Hydrolyza polyesterti probiha v
kyselém, bazickém 1 neutrdlnim prostfedi (Jung a kol, 2006). Vysoka teplota
hydrolyzu urychluje, je nejvyznamnéjSim faktorem prostiedi, ve kterém
dochézi k hydrolytické degradaci, coZ je patrné z mnoha studii (Deroine a kol.,
2014; Fukushima a kol., 2011; Kale a kol., 2007; Ndazi a Karlsson, 2011; Saadi,
a kol., 2013).

Vlastnosti polymert, ktera velmi ovliviiuje hydrolyzu, je jejich krystalinita.
Amorfni ¢ast polymeri obecné podléhd degradaci 1épe nez krystalicka (Ahmed
a kol., 2018). Polymerni fetézce v amorfni ¢asti jsou vice pohyblivé a mohou
zptistupnit mista, ve kterych dochdzi k hydrolyze. Naopak krystalické cast je
tvofena predev§im aromatickymi doménami, jejichZz struktura hydrolyzu
ztézuje (Kijchavengkul a kol., 2008; Kijchavengkul a kol., 2010; Muthuraj
a kol., 2015). Z hlediska struktury PBAT je tedy velmi diilezity obsah kyseliny
adipové. Studie sledujici degradaci PBAT s pomérem adipové a tereftalové
kyseliny 40/60, 50/50 a 60/40 uvadi, Ze hydrolyze lépe podlehd amorfni Cast
polymeru, kterou tvoti k. adipova a pii hydrolyze dochazi ke Stépeni esterové
vazby (Kijchavengkul a kol., 2010). Dulezitym faktorem je specificky povrch.
Cim je vétsi, tim rychleji dochazi k hydrolytické degradaci (Husarova a kol.,
2014). Dals1 z dulezitych vlastnosti polymert je jejich chemicka struktura
Postranni fetézce, typy vazeb a jejich reaktivita, pfitomnost heteroatomd,
flexibilita fetézcﬁ a také molekulovd hmotnost méni hydrolytické chovémi
polymerti

1.1.5. Biodegradace polymeri

Biodegradace je ovlivnéna vlastnostmi polymeru, prostfedim a aktivitou
mikroorganismull. Mezi dulezité vlastnosti polymera, které ovliviiuji biodegradaci,
patii pfitomnost postrannich fetézcii a heteroatomti, typy vazeb
a jejich reaktivita, flexibilita ftetézci, krystalinita, molekulova hmotnost
a specificky povrch. Alifatické polymery jsou Iépe biodegradabilni nez
aromatické. Se zvySujicim se pomérem aromatickych sekvenci se vytvari
krystalické oblasti a dochazi ke snizeni mobility fetézcl (Berti a kol., 2008).
Vzhledem k tomu, Ze mikroorganismy 1épe degraduji amorfni domény polymeru,
je stupen krystalinity dilezitym faktorem ovliviiujicim biodegradaci. Molekuly
v amorfni oblasti jsou voln¢é zabalené a vice tak podléhaji degradaci, protoze
polymerni ftetézec musi byt dostatené mobilni, aby enzymy doséhly
katalytického centra (Herzog a kol., 2006; Marten a kol., 2005). Biodegradace je
podpofena ptitomnosti heteroskupin ve struktufe polymeru (Okada, 2002; Singh
a Sharma, 2008). Dalsi dilezitou vlastnosti polymeru je velikost specifického
povrchu, s vyss$i absolutni plochou materialu dochazi k urychleni abiotické



1 enzymatické degradace a vyS$S§imu ndrGstu mikroorganismii na povrchu
polymeru (Stloukal a kol., 2012). Mira biodegradace je nepiimo umeérna
molekulové hmotnosti polymeru. Fragmenty s molekulovou hmotnosti nizsi nez
10 000 jsou povazovany za biodegradabilni a mohou byt asimilovany
mikroorganismy (Stloukal a kol., 2012).

1.1.6. Mikroorganismy degradujici PBAT

Mikroorganismy mohou pomoci extra a intraceluldrnich enzymi degradovat
polymery aZ na monomery a nésledné je mineralizovat. Kasuya a kol., (2009)
analyzoval produkty degradace po kultivaci PBAT filmii s kmenem NKCM1712,
ktery je blizky houb& Isaria fumosorosea, po dobu 14 dni
a pomoci kapalinové chromatografie zaznamenal pfitomnost riznych alifatickych
1 aromatickych oligomert. Ve studii bylo zjisténo, Ze tento kmen je schopen
vyuzivat monomery z alifatické Casti rychleji nez z aromatickeé, po konci testu
byly v médiu detekovany pouze monomery s obsahem k. tereftalové. Kyselina
adipova nebyla pfitomna v kultivaénim médiu po kultivaci s degradéry PBAT
také v dalSich studiich (Muller a kol., 2001; Tan a kol.,, 2008). Marten
a kol., (2005) dosel k podobnym vysledkiim, dle studie je pro enzymy (konkrétné
lipaiza T. fusca) mnarocnéj8i Stépit esterovou vazbu v  blizkosti
k. tereftaloveé nez esterovou vazbu, ktera spojuje pouze alifaticke Casti fetézce.

Vyznamnym degradérem PBAT je termofilni aktinomyceta 7. fusca. Pokud je
tato bakterie clenem bakterialniho konsorcia, dochazi k rychlé asimilaci vzniklych
meziprodukti (Witt a kol., 2001). Bakterialni spole€enstva jsou pravdépodobné
pii degradaci PBAT efektivnéj$i nez izolované kultury. V roce 2017 byla
publikovana studie zabyvajici se potencidlnimi degradéry PBAT spojenymi
s mechem Sphagnum magellanicum, ktery roste v raSeliniStich. Izolované
degradac¢ni enzymy byly zafazeny do skupiny esterdz (Miiller a kol., 2017).
Mikroorganismy degradujici tento kopolyester se tedy vyskytuji také
v extrémnich prostiedich. V roce 2016 byly poprvé publikovany také studie
zabyvajici se anaerobni biodegradaci (Biundo a kol., 2016).

1.1.7. Biodegradace polyestert v pudé

Vlastnosti pidniho prosttedi (naptiklad teplota, pH, vlhkost, struktura ptdy,
pudni vzduch, mnoZstvi plidni organické hmoty) maji velky vliv na biodegradaci.
Pt1 nizké teploté a vlhkosti dochazi v piid¢€ ke zpomaleni hydrolytické degradace
a aktivity mikroorganismi (Kyrikou a Briassoulis, 2007). Vliv vlhkosti a teploty
je patrny napt. ze studie provedené ve Vietnamu, ktera sledovala biodegradaci
filmu vyrobeného z polyesteru fazené¢ho mezi polyhydroxyalkanoaty. Degradace
byla pozitivné ovlivnéna vlhkym a horkym podnebim (Boyandin a kol., 2013).
Koncentrace kysliku ma vliv na oxidativni degradaci a urcuje, zda a v jakém
poméru se v pide vyskytuji aerobni ¢1 anaerobni procesy. Velikost a pocet porii
v pud€ urCuje mnozstvi pldniho vzduchu, ktery je dillezity pro mikrobialni
aktivitu (Schjonning a kol., 2003).

Kijchavengkul a kol., (2008) po dobu 40 tydnl kultivoval filmy PBAT
v realné pudé. Molekulova hmotnost klesla o 48,5 %, autofi z vysledka vyvodili,
ze kompletni degradace filmii by byla mozna po 52 tydnech. Ve studii Morita
a kol., (2012) bylo dosaZeno 15% poklesu hmotnosti pti inkubaci v piid€ po dobu



10 mésicta pii1 30 °C. V praci Wanga a kol., (2015) byla sledovana biodegradace
PBAT pii primérnych teplotach 5-20 °C, po 3 mé&sicich kultivace doslo k bytku
hmotnosti 0 3 %. Ve smésich s 20% a 40% ptidavkem plastifikovaného Skrobu
byl ubytek hmotnosti 12 a 35 %. Z dostupné literatury Ize usoudit, ze degradace
PBAT v pidé za mezofilnich podminek je pomaly proces, ktery trvd nékolik
meésicl. Biodegradacni experimenty v pldnim prostiedi reflektuji podminky,
které mohou panovat pti pouZiti PBAT v zemédé&lstvi.

1.1.8. Vliv pridavku Skrobu na biodegradaci

Ptidavek Skrobu ovliviiuje mechanické a fyzikalni vlastnosti polymerti (snizuje

hydrofobicitu, zvySuje propustnost pro vodu a plyny a zlepSuje termické
vlastnosti)
(Mekonnen a kol., 2013; Shi a kol., 2011). Do smési s polymery je Vhodnéjéi
plastifikovany, tzv. termoplastlcky Skrob (TPS), jelikoz pfirodni Skrob ma
omezenou termickou zpracovatelnost. Skrob obecné podporuje biodegradabilitu
polymert, coz je patrné z mnoha studii (Chaleat a kol., 2012; Ke a kol., 2003; Shi
a kol., 2011; Sriroth a Sangseethong, 2006; Wang a kol 2003). Byla napf.
sledovdna  biodegradabilita  smési ruznych kopolyesteru a mech
biodegradabilnich plastii s TPS ¢i pfirodnim Skrobem v ptidé po dobu 6 mésicil.
U vSech vzorkli doSlo k vyraznému ubytku hmotnosti, chemickym zménam
a nartistu mikrobialni aktivity v jejich okoli (Barragan, a kol., 2016). Vyhodou
Skrobu je také jeho snadné dostupnost a nizk4 cena (Wang a kol., 2003).

1.2 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

Elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu je metoda umoziujici separaci
DNA fragmentl na ziklad¢ jejich mobility v prosttedi se vzristajicim
denaturaénim gradientem. Denaturace, tedy rozruSeni sekundarni a tercialni
struktury nukleovych kyselin, je zplsobena jejich vystavenim extrémnim
podminkdm jako vysoké teploty, extrémni pH nebo denaturacni ¢inidla (napf.
mocovina, formamid). Vodikové mustky ve dvoufetézcové DNA (dsDNA) jsou
odd¢leny a vytvari dvé samostatna vlakna jednotetézcové DNA (ssDNA). Smés
dsDNA fragmenti rlznych sekvenci je separovana pomoci -elektroforézy
v akrylamidovém gelu s linedrné vzristajicim gradientem denaturacnich Cinidel.
DNA fragmenty, bohatS$i na guanin (G) a cytosin (C), jsou stabilnéj$i nez
fragmenty obsahujici spiSe adenin (A) a thymin (T), a denaturuji azZ po dosazeni
vy$si koncentrace denaturacniho ¢inidla. Dvoutetézcové DNA fragmenty migruji
v akrylamidovém gelu Iépe, zatimco denaturované ssDNA molekuly zpomali
nebo se zastavi-DNA je tedy v gelu rozdélena do tzv. bandil na zdklad¢ obsahu
bazi. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé bandy, které reprezentuji bakteridlni druhy,
mohou byt vyfezany a sekvenovany, je DGGE metoda vhodna pro fylogenetickou
analyzu a pfimou identifikaci mikroorganismii (Muyzer a Smalla, 1998;
Valaskova a Baldrian, 2009). Pro pfesné¢ taxonomické zafazeni na tUrovni
bakterialnich kmenii by ale mély byt provedeny také mikrobiologické
a biochemické testy. Pomoci DGGE lze spolecné analyzovat velké mnozstvi
vzorkll, ze kterych mohou byt poté vybrany vzorky vhodné k dal§imu studiu.
Dalsi vyhodou DGGE je citlivost na variace v DNA sekvencich, diky které od
sebe mohou byt oddéleny 1 fragmenty blizce ptibuznych bakterii (Myers a kol.,
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1987). Pro PCR, ktera piedchazi samotné DGGE je mozno vyuzit jak
univerzalnich, tak specifickych primeri. Mohou byt analyzovdna bakterialni
spoleCenstva, o kterych nejsou k dispozici Zadné informace a DGGE tak slouzi
jako screeningova metoda. Pouziti specifickych primert je vhodné ke sledovani
vybranych skupin bakterii (napf. na zaklad¢ jejich metabolismu ¢i ptibuznosti).
Tuto metodu lze pouzit napt. k pfimé vizualizaci bakterialni diversity, identifikaci
Clent bakterialniho konsorcia ¢i monitoringu vyvinu mikrofléry v Case.

2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo studium degradability biodegradabilnich polymert,
které predstavuji ekologickou alternativu konvencnich plasti. Dale byly
hodnoceny procesy biodegradace latek a materiali pomoci molekuldrné
biologickych metod.

Dil¢i cile byly nasledovné:

e Studium biodegradace alifatického aromatického kopolyesteru v ptdé
v mezofilnich podminkéch.

e Studium abiotické hydrolyzy vybranych polyestert pti riiznych teplotach.

e Zavedeni a optimalizace metody PCR-DGGE v laboratoii molekularni
biologie Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi pro Sirokou skalu
environmentalnich vzorki.

e Screening vyskytu degradéri alifatického kopolyesteru v pidach
ve Zlinském kraji.

e Vyuziti molekularné biologickych metod, pfedev§im PCR-DGGE, pfi
identifikaci degradér alifatického aromatického kopolyesteru izolovanych
z pudy a analyze mikrobidlniho konsorcia na lokalitach kontaminovanych
BTEX a ropnymi uhlovodiky.

11



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Testované polymery

e Polybutylen adipat tereftalat

Pro biodegradacni testy byly pouzity filmy o tloustce 40 um vyrobené
z kopolyesteru PBAT pod obchodnim nazvem Ecoflex (BASF, Némecko).

Pro selektivni izolaci degradérii kopolyesteru byl pouzit PBAT-G8060
(EnPol Irechemicals, Korea), jeho suspenze byla pfipravena metodou
Oil-in-water emulsion solvent evaporation method (Jeffery a kol., 1991)

e  Skrobem plnény kopolyester

Kopolyester plnény Skrobem obsahoval 70,8 % PBAT; 19,15 % Skrobu;
5,7 % k. polymlécné a 4,35 % glycerolu (Limagrain, Francie). Filmy mély
tloustku 40 pm.

e Dalsi polyestery

V ¢asti prace, ktera se zabyvala abiotickou hydrolyzou polyesteru, byly
pouzity folie o tlouStce 140 um. Pro vyrobu folii byl pouzit polybutylen
sukcinat (PBS) (IRE Chemicals, Jizni Korea), polybutylen adipat tereftalat
(PBAT) (IRE Chemicals, Jizni Korea), polybutylen sukcinat adipat (PBSA)
(Showa Denko, Japonsko) a polybutylen (PBT).

3.2 Biodegradace aromatického alifatického kopolyesteru

3.2.1 Stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych
parametri pid

Vzorky pud klasifikovanych jako ¢ernozem, hnédozem a fluvisol byly odebrany
z rurdlnich oblasti v okoli Brna. Bylo stanoveno pH dle dle ISO 10390:2005,
suSina dle ISO 11465:1993 a vybrané mikrobiologické parametry dle standartni
metodiky. Puady a jejich vybrané fyzikalné-chemickeé charakteristiky byly
poskytnuty Mendelovou univerzitou v Brné.

3.2.2 Biodegradacni testy

Pro biodegradaci ve smési piidy a perlitu byly pouzity filmy vyrobené z Cistého
kopolyesteru PBAT a Skrobem plnéného kopolyesteru. Dale byly pfipraveny
lahve slouzici jako slepy pokus a pozitivni kontrola (celul6za). Smés byla
ovlh¢ena na 50 %. Lahve byly inkubovany pfti 25 °C bez ptistupu svétla, plynna
faze byla odebirana kazdych 7 dni a analyzovéna pomoci plynové chromatografie
(Agilent 7890). K detekci slozek slouzil tepelné vodivostni detektor (TCD).
M¢teni mineralizace uhliku  byla  provedena  ve spolupraci
s Ing. Jarmilou Novéakovou
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3.2.3 Priprava pudniho reaktoru

V pldnich reaktorech probihala kultivace vzorki, u kterych byly v pribéhu
inkubace méfeny mechanické vlastnosti, zména distribuci molekulovych
hmotnosti a jejichz povrch byl mikroskopicky pozorovan. Skladba reaktoru byla
navrzena dle literatury (Rizzarelli a kol., 2004). Kultivace probihala pii 25 °C,
vlhkosti 50 % a bez ptistupu svétla.

3.2.4 Tahové zkousky

Mechanicke vlastnosti byly stanoveny pomoci trhaciho pfistroje INSTRON
8871 dle technické normy CSN EN ISO 527-3.

3.2.5 Mikroskopické metody

Vzorky pro mikroskopicka pozorovani byly odebirany nékolikrat v pritbéhu
inkubace. Pomoci optické mikroskopie (Olympus BX 53) byl sledovan jednak
ubytek Skrobu ve vzorcich kopolyesteru plnéného Skrobem jednak zmény na
povrchu materidlu a bakteridlni filamenta. Rastrovaci elektronova mikroskopie
(SEM) (VEGA IILMU) byla pouzita k detailnim pozorovanim. Pozorovani
pomoci SEM byla provedena ve spolupraci s Ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.

3.2.6 Gelova permeacni chromatografie

Zmény molekuloveé hmotnosti byly sledovany pomoci Breeze Chromatographic
System (Waters, Milford, MA) vybaveném UV detektorem. M¢&feni byla
provedena ve spolupraci s Ing. Petrem Stloukalem, Ph.D.

3.2.7 Kalorimetrie

Krystalinita vzorkli byla méfena na pfistroji Mettler Toledo DSC1 STAR
systém.

3.3 Hydrolyza vybranych polyesteri ve vodném prostredi

Experimenty sledujici hydrolytickou degradaci polyesterii ve vodném prostiedi
probihaly ve spolupraci s diplomovou praci Ing. Jifiho Cernohouse.

3.3.1 Priprava degradacnich testi

Degradacni testy probihaly ve fosfatovém pufru pii 37, 58 a 70 °C. Dale byly
piipraveny lahve slouzici jako slepy pokus a pozitivni kontrola (celuloza).

3.3.2 Stanoveni rozpusténého organického uhliku a abytku hmotnosti

V pravidelnych intervalech byly odebirany vzorky vodné fidze a na
automatickém analyzatoru uhliku Shimadzu TOC-5000A vybaveném
nedisperznim infracervenym detektorem byl méten obsah celkového organického
uhliku (TOC). Dale byl u vzorkli polymerti v pritbé¢hu testu sledovan tubytek
hmotnosti.
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3.4 Analyza degradéri kopolyesteru pomoci molekularné
biologckych metod

3.4.1 Ziskani kultur degradéri PBAT

Bylo odebrano 41vzorkti pid z okoli Zlina se zndmou bonitni pidné
ekologickou jednotkou a bylo zméteno jejich pH. Degradéii PBAT byli selektivné
pomnozeni ve smeési pludy, perlitu a suspenze PBAT. Smés byla ovlhéena
na 50 %. Vzorkovnice byly inkubovany po dobu 64 dni pii 58 °C, poté byl
pfipraven vyluh z pﬁd Byl piipraven také vyluh piimo z testovanych plid bez
selektivniho pomnozem degraderu kopolyesteru Vyluhy byly pipetovany
nefedéné a v fedéni 107! na na tuha Zivna média ObsahUchl suspenzi alifatického-
aromatického kopolyesteru. Takto zaoCkovana Zivnd média byla na 10 dni
umisténa do termoboxu s udrzovanou teplotou 58 °C. Po 10 dnech byly pomoci
metody  prosvétlenych ~ zon  stanoveny  pocCty  kolonii  degradéra
a spocteny kolonie tvotici jednotky (CFU). Prosvétlené zony signalizovaly
degradaci polymeru, ktery tvofil v agaru mlééné zbarveni. Né&kolikerym
pfeockovanim kolonii degradérii byla ziskana konsorcia degradéri PBAT, ze
kterych byla izolovdna DNA.

Prvotnim cilem bylo ziskat ¢istou mikrobialni kulturu. K izolaci €isté kultury
aktinomycet, u kterych byl piredpoklad degradace PBAT, bylo ptipraveno krome
tuh¢ho Zivného média obsahujiciho suspenzi PBAT né&kolik specifickych médii
(Actinomycete Isolation Agar, Gym médium, R8 médium), dale byly k médiu se
suspenzi kopolyesteru ptidany rastové faktory ¢i sladovy extrakt nebo Skrob jako
kosubstrat.

3.4.2 Molekalarné biologicka analyza degradéri PBAT

Po izolaci DNA byl pomoci nested PCR amplifikovan fragment regionu
V3-V5, ktery je soucasti genu 16S rRNA. Provedeni a nastaveni izolace DNA,
PCR 1 DGGE bylo upraveno v ramci optimalizaci. Byla provedena série testl
zahrnujicich rizné metody izolace DNA (lyze varem, pomoci lysozymu,
proteindzy K, metodou chloroform-izoamylalkohol a komerénimi kity High Pure
PCR Template Preparation Kit a PowerSoil DNA Isolation Kit, izolace DNA
pomoci smési chloroform/izoamylalkohol. Izolace baktenalm DNA byla
provadéna ve spolupréci s Ing. Denisou Pavlikovou a Ing. Radkou Zakovou.

DNA byla amplifikovana pomoci nested PCR. Prvni PCR, jejiz pritbéh byl
upraven na touchdown, byla provedena s vnéjSimi primery fDl, rD1. Druhd PCR
byla provedend s vnitinimi primery 341F GC a 907R. Primer 341F GC obsahoval
tzv. GC svorku, coz je usek bohaty na GC pary, které zabranuji denaturaci DNA
a udrzi ji tak v polyakrylamidovém gelu. Po provedeni PCR byla amplifikovana
DNA zkontrolovdna pomoci elektroforézy v agarosovém gelu. DNA byla
oznacena ethidium bromidem a vizualizovana pomoci UV zafeni.

Pro charakterizaci konsorcia mikroorganismi byla po optimalizacich provedena
denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza s gradientem denaturacnich ¢inidel
40-80 %. Pii této koncentraci doSlo k nejlepSimu a nejostiejSimu rozdé€leni
jednotlivych bandl. Jako denatura¢ni Cinidla byla pouzita urea a formamid.
K  polymeraci bylo vyuzito tetramethylethylenediaminu (TEMED)
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a peroxodisiranu amonného (APS). Pi1 samotné elektroforéze bylo so aparatury
vloZeno napéti 90 V a elektroforéza probihala po dobu 16,5 hodin pti 60 °C.

DNA obsazena v piislusSnych bandech byla zgelu vyfezdna, znovu
amplifikovana pomoci primert 341F bez GC svorky a 907R a purifikovéana kitem
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid). Byly pfipraveny sekvenacni
smési a zaslany na sekvenaci do firmy SEQme s.r.o. Vysledné sekvence byly
upraveny pomoci programu DNA Baser a Finch TV. Vysledky byly vyhodnoceny
pomoci databaze BLAST (National Library of Medicine). Pomoci programu
Jalview byl na zdkladé¢ ziskanych sekvenci metodou neighbor joining sestaven
fylogeneticky strom (Troshin a kol., 2009). V rdmci fylogenetické analyzy byla
také provedena analyza hlavnich komponent (Wold a kol., 1987)

3.5 Molekularné biologicka analyza bakterialnich konsorcii na
lokalitach kontaminovanych BTEX a ropnymi uhlovodiky

V ramci remediace postizenych lokalit byly cilen¢ stimulovdny autochtonni
anaerobni mikroorganismy, a to pomoci aplikace nutrient a vhodného
termindlniho akceptoru elektroni.

3.5.1 Aplikace stimulacnich roztoki a odbér vzorku

Na lokalité kontaminované benzenem, toluenem, ethylbenzenem a xylenem
(BTEX) byly aplikovany nutrienty (dusik a fosfor) a terminalni akceptor
elektroni NO*. Na lokalité¢ kontaminované ropnymi uhlovodiky byly jako
terminalni akceptory elektronti aplikovany roztoky NO* nebo komplexniho
¢inidla (NO*, Fe**, SO4*). Aplikace tzv. stimula¢nich roztokd by méla vést
k podpote degradérti a sniZeni koncentrace BTEX a ropnych uhlovodiki. Pomoci
molekuldrné biologickych metod byl na vybranych lokalitach analyzovén stav
bakteridlnich konsorcii tésné€ pted aplikaci, v dobé& aplikace a po aplikaci nutrientii
a termindlnich akceptoru elektroni. Aplikace nutrientl a terminalnich akceptora
elektroni na kontaminovanych lokalitich byla zajiSténa firmou EPS
biotechnology s.r.o., stejné tak odbér vzorkii a jejich dodani k molekularné
biologické analyze.

3.5.2 Molekularné biologicka analyza environmentalnich vzorki

Vzorky odebrané z aplikacnich vrti byly nejprve centrifugovany a DNA byla
1zolovana z pevného podilu pomoci kitu PowerSoil DNA Isolation Kit (Mobio).
Koncentrace a {istota izolované DNA byla zméfena na UV/VIS spektrometru
TECAN Infinite 200 PRO NanoQuant. Byla provedena nested PCR s primery
fD1, rD1 a 341F GC, 907R. Priibéh prvni PCR byl upraven na touchdown. Tato
nastaveni PCR programu byla optimalizovana pro amplifikaci DNA vzork
s velkou bakteridlni diverzitou. Pro polyakrylamidovy gel byla po sérii pokust
zvolena jako nejvhodnéjsi koncentrace denaturacnich ¢inidel 20-70 %. Pfi této
koncentraci doslo k nejlepSimu a nejosttejSimu rozdéleni jednotlivych bandt. Do
soustavy bylo vloZeno napéti 90 V a elektroforéza probihala po dobu 16,5 hodin.
DNA byla v gelu obarvena pomoci barviva Gel Red. Bakteridlni diverzita ve
vzorcich byla velmi Vysoka proto bylo problematicke od sebe oddélit jednotlive
bandy, byly tedy vyfezany jen ty, u kterych doslo v obdobi aplikace nutrientii
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a terminalniho akceptoru elektronli ke zméné intenzity. Vybrané bandy byly
vytezany, DNA byla znovu amplifikovédna a purifikovana kitem Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit (Geneaid). Poté byly pfipraveny sekvenacni smési
a zaslany na sekvenaci do firmy SEQme s.r.o. Sekvence byly upraveny pomoci
programu DNA Baser a Finch TV. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci databaze
BLAST (National Library of Medicine).

4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Biodegradace alifatického aromatického kopolyesteru

V této Casti prace byla po dobu 100 dni sledovana biodegradace f6lii Ecoflexu
a smési tohoto kopolyesteru se Skrobem v piidnich bioreaktorech pii 25 °C.

4.1.1 Fyzikalné-chemické a mikrobiologické parametry pad

V Tabulka 4.1 a Tabulka 4.2 jsou shrnuty zakladni fyzikélné-chemické
charakteristiky piid a celkové pocty mikroorganismi patticich do hlavnich
z4jmovych skupin.

Tabulka 4.1: Vybrané fyzikaln¢ chemicke charakteristiky testovanych pid.

Hnédozem | Cernozem | Fluvizem

pH (KCl) 6,85 6,72 6,45
Susina (%) 85,23 82,64 73,79
Cox (%) 1,77 0,97 2,50
SOM (%) 3,05 1,67 4,30

Cox, oxidovatelny uhlik; SOM, ptidni organickd hmota (soil organic matter).

Tabulka 4.2: Stanoveni celkovych pocti hlavnich skupin mikroorganismii.

Celkové pocty mikroorganismi
Typ ptudy Chemoorganotropni Actinobacteria Pidni vlaknité
aerobni bakterie houby
Hnédozem 4,22 .10° 3,40 . 10° 4,34 . 10*
Cernozem 3,87 . 10° 2,90 . 10° 4,96 . 10°
Fluvizem 6,50 . 10° 5,42 .10° 3,93.10°

4.1.2 Biodegradace PBAT

Na Obrazek 4.1 je zaznamenana zavislost mineralizace filmi Ecoflexu
a Ecoflexu se Skrobovym plnivem na ¢ase v ptidnim prosttedi.
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Obrazek 4.1: Mineralizace cistéeho Ecoflexu a Ecoflexu plneéného skrobem
v hnédozemi, cernozemi a fluvizemi pri 25 °C.

Dle ocekavani byla biodegradace cistého kopolyesteru velmi omezena,
po 100 dnech inkubace byl degradovan z cca 6 %. Velmi zajimavych vysledki
bylo ale dosaZeno pii sledovani biodegradace kopolyesteru se Skrobem, intenzivni
degradace této smési zacala jiZ prvni dny experimentu, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno mineralizaci nizkomolekuldrnich plastifikdtort a Skrobu (Nayak,
2010; Sriroth a Sangseethong, 2006). Vyznamnym vysledkem je, Ze mineralizace
intenzivné pokracovala 1 po dosazeni 30 % (obsah Skrobu+glycerolu byl 25 %)).
Po 100 dnech inkubace bylo dosazeno mineralizace filmt z 53 % pro hnédozem
a fluvizem a 45 % pro ¢ernozem. Tyto vysledky dokazuji, Ze vyznamna frakce
kopolyesteru byla mineralizovana. Vzhledem ke zndmému sloZeni materialu bylo
stanoveno, Ze PBAT byl degradovan z 15-28 %. Biodegradace Skrobu tedy
pravdepodobne zveétSila  aktivni  specificky povrch, coz zplsobilo veEtsi
mikrobialni aktivitu. Skrob mohl také pro degradéry kopolyesteru predstavovat
dopliujici Zivinu a proces mohl byt formou kometabolismu. Tuto hypotézu
potvrzuje fakt, Ze aktinomycety, které patii mezi dalezit¢ degradéry PBAT, jsou
kultivovany na médiich obsahujicich skrob (Kala a Chandrika, 1993).

4.1.3 Zmény mechanickych vlastnosti béhem biodegradace

V rédmci disertacni prace byly sledovany zmény mechanickych vlastnosti obou
materialil béhem biodegradace. Film vyrobeny z Cistého kopolyesteru vykazoval
béhem experimentalniho obdobi vyznamné zmény v mechanickych vlastnostech
ve vSech testovanych padach. Pevnost v tahu se snizila z36,6 MPa
na 8,5-11,5 MPa a prodlouzeni pfi pretrzeni kleslo z 858 % na 352-523 %,
ale film si 1 na konci experimentu zachoval integritu a nebylo na ném patrné
vyznamné poSkozeni. Kopolyester ve smési se Skrobem se v testovanych pudach
rozpadl na drobné ¢astice jiz po 20 dnech inkubace a jeho mechanické vlastnosti
tak nemohly byt déle sledovany, byl proveden dopliujici experiment. Lopatky
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byly inkubovany v hnédozemi a odebirany béhem prvnich 20 dni experimentu.
Po 4 dnech se napéti pfi pretrzeni snizilo z 36,6 MPa na 27, 3 MPa, 16. den
na 1,2 MPa. ProdlouZeni pfi pfetrZeni se po 4 dnech inkubace snizilo na 104,5 %,
po 16 dnech inkubace doslo ke snizeni na 16,5 %. NaruSeni materialu je patrné
také z Obrazek 4.2, v pribéhu inkubace doslo ke kiehnuti a ztraté elasticity
a vytvofily se trhliny. Po 70 dnech byl jiz material z¢asti zcela rozlozen.

Obrazek 4.2: Fotografie lopatek vyrazenych z filmu kopolyesteru se Skrobem.
A-na zacatku experimentu, B-po 20 dnech,; C-po 70 dnech inkubace v piidé
(hnédozem) pri 25 °C.

4.1.1 Zmény na povrchu materialu béhem biodegradace

K pozorovani zmén na povrchu testovanych materiali byla vyuzita opticka
a rastrovaci elektronovd mikroskopie. Na vzorku kopolyesteru ve smési se
Skrobem byly pfed biodegradaci pozorovany €asti materialu tvofené Skrobem
a také celd Skrobovad zrna. Vyznamné zmény v jejich struktufe bylo mozno
pozorovat jiz 20. den inkubace. Po uplynuti 50 a 70 dnt jiZ naruSena Skrobova
zrna postupné zmizela a ve struktufe vzorki byly viditelné paralelné usporadané
kratké trhliny (Obrézek 4.3). Celkovy V}"VOj zmén ve struktuie materiélu byl
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Obrazek 43:F otograf ie filmu PBAT ve smési se Skrobem, barveno Lugolovym
roztokem. Skrob je zbarven fialové. A-pied biodegradaci, B-70. den biodegradace ve

fluvizemi.
Zvetseno 200 x.

Soucasné byl safraninem vizualizovan vyvoj biologickych struktur na povrchu
filmu (Obrazek 4.4). Na povrchu ¢istého kopolyesteru byl béhem inkubace v malé
mife viditelny riist mikrobialnich vlaken, ale zmény ve struktufe polymeru nebyly
témé&f patrné. Na povrchu folie vyrobené ze smési kopolyesteru a Skrobu byla jiz
4. den inkubace pozorovéana vlakna, patrné¢ bakteridlniho ptivodu. Tyto bakterie
byly dle jejich rozmérti, morfologie a pfitomnosti exospor uréeny jako bakterie
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pattici do kmene Actinobacteria. V pribéhu inkubace se sit’ vldken stdvala hustsi
a zaCaly se objevovat také trhliny v materialu. Tyto trhhny se tvoftily pfedevsim
v okoli bakteridlnich filament. Sedesaty ctvrty den jiz nebyla patrnad bakteridlni
vldkna a vyrazné trhliny byly pozorovéany na celém povrchu materialu.

Obrdzek 4.4: Fotografie filmii PBAT ve smési se skrobem, barveno safraninem.
A-0. den, B-2. den, C-4. den a D-16. den biodegradace ve fluvizemi. Filamenta
a exospory jsou oznaceny bilymi Sipkami. Zvétseno 600 X.

Oba materidly byly detailné¢ studovany pomoci SEM. Na povrchu cCistého
kopolyesteru nedoSlo k téméf zddnym zméndm. Po 28 dnech inkubace
kopolyesteru ve smési se Skrobem v pid¢ byl materidl pokryt bakteridlnimi
vlakny a rozvijejicim se systémem trhlin. Pfi vétSim zvétSeni bylo ziejmé, Ze
praskliny se objevily v bezprostfedni blizkosti bakteridlnich vlaken. Je
pravdépodobné, Ze bakterie produkovaly extracelularni enzymy, které zacaly
rozkladat polymer. Zajimavé je, Ze vSechny praskliny na celém povrchu vzorku
byly navzijem rovnobéZzné a zdroven byly orientovany  kolmo
k mikrobialnim filamentim.

Po podrobném pozorovani nékolika dalSich mikroskopickych vzorkd bylo
oveéteno, ze praskliny byly orientovany ve sméru kolmém ke sméru zpracovani
filmu. Film byl zpracovan vyfukovanim, které zahrnuje roztazeni plastu a poté
jeho rychlé zchlazeni. Tento proces ziejm¢ indukoval biaxidlni orientaci
polymernich fetézcl, dominantni smér jejich orientace byl paralelni se smérem
produkce materialu. Stepem polymemlch fetézcl v okoli bakterialnich filament
vedlo kuvolnéni celé soustavy, coZ se projevilo vytvofenim paralelné
orientovanych trhlin. Po 78 dnech byl vzorek hluboce erodovan. Material v okoli
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bakteridlnich filament byl jiz zcela degradovan, coz dokladd, ze asimilovéna
nebyla pouze Skrobova slozka, ale také kopolyester. Zmény na povrchu materidlu
1ze pozorovat na Obrazku 4.5

Obrazek 4.5: Fotografie filmit PBAT ve smési se skrobem ziskané pomoci SEM.
A, B-28 dni, C, D-78 dni biodegradace ve fluvizemi. Leva strana obrazku (4, C)
zvétSeno 1000 %, prava strana (B, D) zvétSeno 5000 x. Bakterialni filamenta jsou
oznacena cervenymi Sipkami. Zluté Sipky znaci orientaci pri vyrobé filmu.

4.1.2 Zmény v molekulové hmotnosti a distribuci béhem biodegradace

Ve vzorku cCistého kopolyesteru doslo k nepatrnému posunu distribucnich
kiivek smérem k nizZSim molekulovym hmotnostem, ale My, téchto fragmentt
nebyla dostate¢né nizkda, aby podléhaly biodegradaci, byly mineralizovany
a doslo k produkci CO,. Zmény v My, které byly zplisobené¢ pravdépodobné
hydrolytickym S$t€penim fetézcli uvniti polymeru, souvisely se zménami
v mechanickych vlastnostech filmu.
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V ptipad¢ filmu, ktery obsahoval také Skrob (Obrazek 4.6), bylo pocatecni
rozdéleni My, kopolyesteru posunuto k niz§im hodnotdm ve srovnani s ¢istym
kopolyesterem. To ziejm& odrdzelo odliSnou historii vzorkll véetné intenzivniho
termoplastického zpracovani v piipadé smési. V pocatecni fazi degradace doslo
k relativn€ intenzivni mineralizaci uhliku (o ¢emZ svéd¢i produkce CO,), ale
primarnim zdrojem tohoto uhliku byla pravdépodobné skrobova slozka materialu.
Po delsi dob¢ inkubace (32 a 64 dni) doslo ke snizeni peakt distribu¢nich kiivek
a kfivky se posunuly smérem k niz§im My,. Byly formovany nizkomolekularni
produkty v oblasti odpovidajici My, v fadu n€kolika tisicii. Tyto fragmenty mohou
J1Z byt asimilovany mikroorganismy (Husarova a kol., 2014; Stloukal a kol., 2012;
Stloukal a kol., 2015). Sledovani vyvoje distribu¢nich kiivek molekulovych
hmotnosti v kopolyesteru ve smési se Skrobem podpofilo vysledky
biodegradacnich experimenti.
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Obrdzek 4.6: Zména distribucnich kiivek molekulovych hmotnosti v kopolyesteru
se Skrobem behem inkubace v hnédozemi pri 25 °C.

4.1.3 Krystalinita kopolyesteru a kopolyesteru ve smési se Skrobem

Krystalinita pouzitych vzorki byla pomoci kalorimetrie stanovena na 9,0 % pro
Cisty kopolyester a 7,2 % pro kopolyester ve smési se Skrobem. Tyto hodnoty jsou
srovnatelné a krystalinita samotna tedy nemohla ovlivnit zrychlenou biodegradaci
PBAT ve smési se Skrobem.
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4.2 Hydrolyticka degradace vybranych polyesteri ve vodném
prostiedi a ubytek hmotnosti

Ubytky hmotnosti polyestert a stupei hydrolytické degradace po 128 dnech
inkubace jsou uvedeny v Tabulka 4.3. SniZeni hmotnosti a rostouci mnozstvi
rozpusténého uhliku ve fosfaitovém pufru bylo zaznamenano pro vSechny
testované vzorky a teploty, krom& PBT. Nizké hodnoty degradace PBT byly
pravdépodobné zplisobeny strukturou polybutylenu, kterd je tvofena zejména
tézce hydrolyzovatelnou rigidni aromatickou slozkou (Marten a kol., 2005).

Z méteni lze v souladu s literaturou odvodit, ze zvySeni mobility polymernich
fetézcl, které je zplisobeno vysokou teplotou, vyznamné ovlivituje kinetiku
reakce. Akcelerace rychlosti hydrolitické hydrolyzy pomoci pocate¢niho zvySeni
teploty by tedy mohla zna¢né urychlit degradaci polyesterii (Hakkarainen a kol.,
1996; Lyu a kol., 2007).

Tabulka 4.3: Shrnuti hydrolytické degradace pii tiech riznych teplotach.

Material | Teplota [°C] | Stupeii hydrolyzy [%] | Ubytek hmotnosti [%]
37 7,46 12,7
PBS 58 30,66 30,2
70 69,98 67,4
37 9,07 -
PBSA 58 53,88 51,3
70 71,55 78,1
37 10,25 16,0
PBAT 58 64,99 62,0
70 75,60 83,5
37 0,86 1,8
PBT 58 1,56 1,1
70 3,13 3,3

Hydrolyticka degradace PBAT (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) probihala r
ychleji a dosahla vyssich hodnot nez v nékterych dalSich studiich (Dvorackova a
kol., 2015; Muthuraj a kol., 2015). Rychlost degradace mohla byt ovlivnéna
naptiklad vétvenim fetézcl testovaného PBAT. Ve studii, ktera se vénovala
hydrolytické degradaci polybutylenadipatu (PBA), bylo zjisténo, ze mnozstvi
monomert, které vznikly v pribéhu hydrolyzy vétveného PBA, bylo 1,5 krat
vy$§i neZ mnozstvi monomert formovanych v prib¢hu hydrolyzy linearniho PBA
a 2,5-3 krat vy$§i neZ mnozstvi monomerti vzniklych v pribéhu degradace
linearniho vysokomolekularniho PBA (Lindstrom a kol., 2004). DalSim divodem
pomérné rychlé degradace PBAT mohla byt jeho obecné nizka krystalinita.
V Kapitole 4.1.2 jsou uvedeny vysledky biodegradace PBAT v pidé pii 25 °C,
kopolyester dosahl cca 6 % mineralizace po 100 dnech inkubace. Po stejné dobé
inkubace ve vodném prostiedi fosfatového pufru ve 37 °C byla tato folie
hydrolyzovana z 8 %. Na zaklad¢ téchto vysledki Ize odvodit, Ze hlavnim
procesem degradujicim PBAT pii mezofilni teploté¢ je abioticka hydrolyza.
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Biodegradace je pravdépodobné vyznamné;jsi spiSe pii vyssich teplotach, kterych
je dosazeno béhem kompostovani.
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Obrazek 4.7: Hydrolyticka degradace PBAT.

4.3 Analyza degradac¢nich konsorcii kopolyesteru v puadach
pomoci molekularné biologickych metod

V dalsi ¢asti se disertacni prace zabyvala piredev§im prokdzanim ptitomnosti
termofilnich degradéri polybutylen adipatu tereftalaitu v padach, jejich
identifikaci pomoci molekularné biologickych metod a optimalizaci metodiky
PCR-DGGE.

4.3.1 Zakladni charakteristiky pid a kultivace degradéru kopolyesteru

Pidy, ze kterych byly izolovany bakterie degradujici PBAT, byly odebrany na
podzim 2013 ve Zlinském kraji. Pidy byly odebirany z pozemkovych parcel,
které mély v katastru nemovitosti uvedenou bonitovanou plidné ekologickou
jednotku (BPEJ). Vzhledem k tomu, ze ¢isla parcel, ze kterych byly odebirany
vzorky, byla zaznamenana, bylo poté mozno dohledat piidni typ a také obsah
organického uhliku. Pidy patfily se pfedev§Sim k pidnim typim fluvizem,
luvizem, hnédozem a kambizem. N&kolik vzorkli bylo odebrano také z pid
zatazenych do kategorie pararendzina a ¢ernozem. Pidy byly odebrany z orné
pudy (pole), zokoli potoki, sadl, lesa a trvalého travniho porostu. Puady
obsahovaly organicky uhlik v rozmezi 0,58-4,5 %, pH pid bylo stanoveno
v rozmezi 5,03-6,75.

Degradacm mlkroorgamsmy byly detekovany pomoci metody prosvétlenych
zon vznikajicich depolymerizaci kopolyesteru, které se tvorlly kolem
bakterialnich kolonii v jinak mlééné zbarveném médiu. Prosvétlené zony kolem
kolonii degradérti PBAT jsou dobie pozorovatelné na Obrazek 4.8.
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Detek¢ni limit metody byl 100 CFU . g! suSiny puady. Pfi kultivaci vyluhu
piipraveného piimo z testovanych plid nebyl vyskyt degradérti u vétSiny vzorkt
potvrzen nebo byly JG_]ICh pocty tésné nad hranici detekce. Vyskyt degradacnich
mikroorganismui byl Vys31 se stoupajicim pH vzorki pid (p=0,024). Po
selektivnim pomnoZzeni byly degradujici mikroorganismy piitomné ve vétsSing
testovanych pad v poétech 10? az 10* CFU . g'! suSiny pidy. Nebyla zjisténa
korelace mezi CFU a pH ¢i CFU . g'! suSiny pady pfed pomnozenim.

Obrazek 4.8: A-urceni degradérii kopolyesteru pomoci metody prosvétlenych zon;
B-kultura konsorcia degradérii na tuhém zivném médiu se suspenzi PBAT.

Na zékladé mikroskopického pozorovani bakterialni mikroflory v okoli
prOJasnenych zon byl zjistén vyskyt pfedev§im vlaknitych bakterii, patticich
s nejvyssi pravdépodobnosti ke kmenu Actinobacteria. Dale se zde vyskytovaly
tyCinkovité bakterie, pozd¢ji identifikované jako termofilni bakterie tiidy Bacilli.
Nebyly pozorovény zadné mikroskopické houby. Pokusy o izolaci ¢isté kultury
bakterii ze skupiny Actinobacteria nebyly uspéSné. Dochdzelo k vymizeni
aktinomycet, ztraté jejich degradacnich schopnosti nebo nebylo dosazeno izolace
Cisté kultury a na miskach se vyskytovala kontaminace bakteriemi ze tfidy
Bacilli. Smésné kultura byla po preoCkovani stile schopna ristu na médiu
obsahujicim PBAT, coz bylo kontrolovdno metodou prosvétlenych zon. Ruist
degradérti probihal pomalu, kolonie byly na miskach patrné nejdiive po 10 dnech
inkubace v 58 °C, coZ zna¢né prodlouzilo dobu experimenti.

Bylo tedy usouzeno, Ze termofilni aktinomycety jsou nezbytnou slozkou
konsorcia degradujiciho PBAT, ale nejsou na tomto médiu schopny
samostatného rlstu. Toto zjiSténi bylo v souladu s literaturou, ve které se uvadi,
ze aktinomycety izolované z kompostu nejsou schopné vyuzivat monomery,
které vznikaji degradaci PBAT. Pokud je ale tato bakterie ¢lenem bakterialniho
konsorcia, dochéazi k rychlé¢ asimilaci vzniklych meziprodukti (Witt a kol.,
2001). Bakterialni spolecenstva jsou pravdépodobné pii degradaci PBAT
efektivnéj$i nez izolované kultury.

4.3.2 Vysledky molekularné biologické analyzy degradéri kopolyesteru

Po sérii testli riznych metod izolace DNA byla jako nejvhodnéjsi zvolena
metoda chloroform/izoamylalkohol. Pro amplifikaci vybraného useku genu
16S rRNA byly zvoleny vnéjsi primery fD1 a rD1 a vnitini 341F GC, 907R. Jako
prvni byla provedena tzv. touchdown PCR. Po optimalizaci PCR byla
amplifikovand DNA v dostate¢ném mnoZstvi a kvalité, byl také minimalizovan
vznik nespecifickych produkti. Optimalizace DGGE spocivala v zavedeni
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metody na UIOZP a nastaveni nejvhodnéjsiho gradientu denaturaénich ¢inidel pro
rozdéleni fragmentl DNA degradérii kopolyesteru. Gradient denaturaénich
Cinidel mél vyznamny vliv na ostrost a reprodukovatelnost bandl, které
reprezentuji konkrétni fragmenty DNA. Déle bylo optimalizovano napéti
vkladané do soustavy pii priabéhu elektroforézy a doba, po kterou elektroforéza
probihala. Amplifikovanda DNA byla pomoci DGGE rozdélena do bandii na

zdklad¢ své mobility v gelu se stoupajicim denaturacnim gradientem
(Obrazek 4.9 A, B).
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Obrazek 4.9 A; B.: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze
konsorcia degradérii PBAT. Cisla ve spodni casti obrazku oznacuji cislo pudy.

U vétSiny konsorcii byl pfifazen nejméné jeden signal (reprezentovany
bandem) druhu fadicimu se k aktinomycetam, nejcastéji k Microbispora bispora.
Tato bakterie se jevila jako hlavni termofilni degradér PBAT, ktery je Siroce
rozS8ifen v pidach ve sledované oblasti (vychodni Morava). V ramci disertacni
prace byla poprvé Microbispora bispora identifikovana jako ¢len konsorcia
degradérti biodegradabilniho polymeru. Tato bakterie je znama pro svou
celulolytickou aktivitu. Ideélni teplota pro jeji rist byla ve studii Waldrona a kol.,
stanovena na 55 °C (Waldron a kol., 1986). Microbispora bispora produkuje
extracelularni celuldzu (endoglukanéza) s vytézkem 5,9 U . ml'!. Tento enzym je
aktivni v Sirokém rozmezi pH a je termalné stabilni (Waldron a kol., 1986).
Microbispora bispora byla zatim izolovana pouze z kompostu (Henssen, 1957;
Steger a kol., 2007; Waldron a kol., 1986). V ramci disertacni prace byla zjisténa
také pfitomnost této bakterie v pidach a v konsorciu degradujicim PBAT.

Mezi signaly, které nepattily zastupci aktinomycet Microbispora bispora, byly
nejvice zastoupeny bakterie fadici se mezi termofilni bacili, pfedev§im druh
Geobacillus sp. Bakterie Geobacillus kaustophilus byla ve studii Grivalského
a kol., (2018) zatazena k degradérim PBAT. V né¢kolika dalSich studiich byla
popséna degradacni aktivita bakterii rodu Geobacillus, bakterie byly schopné
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degradovat alifatické¢ uhlovodiky s dlouhym fetézcem (Feng a kol., 2007; Park
a kol., 2017), ropné uhlovodiky (Zhou a kol., 2018) a také alifatické polymery
Nylon-12 a Nylon-66 (Tomita a kol., 2003). Bakterie rodu Geobacillus nebyly
dosud v jiné praci sledovany v souvislosti s degradaci alifatickych-aromatickych
polyestertl. Ostatni bakterie se fadily do kmene Proteobacteria, bakterie tohoto
kmene se v pud¢ vyskytuji velmi hojné (Liu a kol., 2017; Pereira a kol., 2014).
Analyza hlavnich komponent potvrdila, Microbispora bispora spolu s riznymi
zastupci tiidy Bacilli byla mezi identifikovanymi organismy nejvice rozsifena.
Dalsi bakterie pattily, stejné jako Microbispora bispora, do kmene Actinobacteria
a dale také Proteobacteria.

4.4 Vyuziti molekularné biologickych metod pri biodegradaci
BTEX a ropnych uhlovodikii in situ

Byla sledovana diverzita a vyvoj bakteridlniho spoleCenstva na lokalitach
s vysokou koncentraci BTEX a leteckého petroleje ve zvodnélé horninove vrstvé.
Bylo vyhodnoceno, zda méla aplikace nutrienti a terminalniho akceptoru
elektrontl pfimo na vybranych lokalitdch pozitivni vliv na diverzitu a mnozstvi
potencialnich degradért.

4.4.1 Optimalizace PCR a DGGE pro vzorky s vysokou bakterialni
diverzitou

Vyuziti molekularné biologickych metod pii identifikaci bakterialnich
konsorcii s vysokou diverzitou mize byt problematické. Béhem PCR mize
dochazet k preferencni amplifikaci DNA nékterych bakterialnich skupin. Dochézi
také ke vzniku nespecifickych produkti. Proto bylo teplotni nastaveni PCR
optimalizovano tak, aby bylo co nejvice zamezeno jak vzniku nespecifickych
produktii, tak preferencnim amplifikacim. Denatura¢ni gradient DGGE byl
vybran tak, aby byly vysledné bandy dostatecné ostré a bylo je mozno vyiezat
z gelu. Byl kladen diiraz na celkovy obraz bakteridlniho spolecenstva, ktery by
nepodcenil ptitomnost nekterého z diilezitych druhti

4.4.2 Vysledky molekularné biologické analyzy lokality kontaminované
BTEX

Vzhledem k tomu, Ze byly analyzovany environmentalni vzorky s vysokou
bakteridlni diverzitou, a kompletni analyza tedy nebyla prakticky mozZna, byly
primarné sekvenovany bandy, u kterych doslo v pribéhu ¢asu ke zmén¢ intenzity.
Zmeéna intenzity znaci rozvoj ¢i ubytek konkrétniho bakterialniho kmene.
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NK1 A B C

Obrazek 4.10: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze konsorcia
izolovaného z lokality kontaminované BTEX. Vzorky byly odebirany béhem
aplikacniho obdobi nutrientii a akceptorii terminalnich elektronii. Cisla ve spodni casti
obrazku oznacuji posloupnost odbéru, NK 1-kontrolni vrt;

A, B, C-vrty se vzriistajici kontaminaci BTEX.

U kontrolniho vrtu NK 1 doSlo v pribéhu vzorkovéani k mirnému zvySeni
bakterialni diverzity a k pomnozeni ptfedevsim bakterii rodu Zooglea, Treponema
a Dokdonella. Bakterie rodu Dokdonella byly kromé kontrolniho vrtu
identifikovany také ve vrtech B a C. U téchto vrtii doSlo u rodu Dokdonella pouze
k mirnym zménam v diverzité. Vzhledem k jejich naristu v kontrolnim vrtu, do
kterého nebyly aplikovany Ziviny ani terminalni akceptor elektronti, 1ze soudit, ze
jejich rozvoj byl ovlivnén také jinymi faktory. Ve vrtu B byly aplikaci nutrient
nejvice ovlivnény bakterie rodu Azoarcus (band €. 14). Jednd se o anaerobni
denitrifikacni bakterii degradujici aromatické uhlovodiky (Rabus a Widdel, 1995;
Springer a kol., 1998). Ve vrtu C doslo po aplikaci nutrientil ke zvySeni mnoZstvi
bakterii Geothrix fermentans (band ¢. 21). Tato anaerobni bakterie je schopna
redukce Fe**, byla u ni (nebo blizce ptibuzného druhu) také prokazana schopnost
degradace BTEX (Coates a kol., 1999; da Silva a Corseuil, 2012; Klueglein a kol.,
2013; Rooney-Varga a kol.,, 1999). V nejméné¢ kontaminovaném vrtu
A neméla aplikace podpurnych latek velky vliv na zmény v bakterialni diverzité.
Na lokalit¢ byly identifikovany bakterie patfici do tfid Bacilli,
Betaproteobacteria, Clostridia, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Spirochaetia.
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4.4.3 Vysledky molekularné biologické analyzy lokality kontaminované
leteckym petrolejem

Byla provedena molekularné-biologicka analyza vlivu aplikace dusi¢nani
a komplexniho Cinidla na bakterialni diverzitu a vyvoj konsorcia bakterii na
lokalité dlouhodobé kontaminované leteckym petrolejem. Bakterialni diverzita
byla velmi vysoka, a proto byly sekvenovany jen vybrané bandy.

V piipad¢ aplikace dusi¢nanid nedoSlo k vyraznym zméndm v diverzité
bakterialniho konsorcia. Ve vrtech, do kterych bylo aplikovano komplexni
Cinidlo, byla mikrofléra ovlivnéna vyraznéji, zvysila se predevs1m abundance
Sulfurzcella denitrificans. Jednd se o fakultativné anaerobni, siru oxidujici
bakterii. Dale byl pozitivné ovlivnén vyskyt Rhodanobacter sp. Nékteré kmeny
bakterii rodu Rhodanobacter maji potencial pti degradaci benzo[a]pyrenu, ktery
je slozkou motorové nafty (Kanaly a kol., 2002). Z vysledki identifikace bakterii
pfitomnych na lokalitich byla patrna velkd bakteridlni diverzita. Byly
identifikovany bakterie, u kterych je z literatury znaméa schopnost degradovat
latky ptfitomné v leteckém petroleji, naptf. bakterie Syntrophus sp.,
Dechloromonas sp., Curvibacter sp. nebo Albidiferax sp. (Chakraborty a kol.,
2005; Chiu a kol., 2013; Meckenstock, 1999; Yang a kol., 2014). Nepodafilo se u
nich ale prokazat jasnou pozitivni reakci na piidavek akceptori termindlnich
elektronl.

5. ZAVER
Diserta¢ni prace se vénovala problematice biodegradace polymert a déle také
Disertaéni prace se vénovala problematice biodegradace polymerti a dale take

vyuziti molekulédrné biologickych metod pro analyzu environmentalnich vzork.
Ze ziskanych vysledki 1ze odvodit nasledujici zavéry:

Biodegradace filmi komeréné vyrabéného alifatického aromatického
kopolyesteru polybutylen adipatu tereftalatu probihala pii 25 °C ve 3 druzich pad
dle o¢ekavani pomérné pomalu. Paralelné probihal biodegradacni experiment
s filmy vyrobenymi ze smési tohoto kopolyesteru se Skrobem (termoplasticky
Skrob). Vysledky dokumentuji, Ze mineralizace smésného filmu zacala jiz
v prvnich dnech a intenzivné pokracovala po celou dobu experimentu.
Ptitomnost Skrobu v materialu podpotila biodegradaci samotného kopolyesteru.

Film vyrobeny z ¢istého kopolyesteru vykazoval zmény v mechanickych
vlastnostech, ale film si 1 na konci experimentu zachoval integritu bez
vyznamného poskozeni. Kopolyester ve smési se Skrobem se v pud¢ rozpadl na
drobné ¢astice jiz po 20 dnech inkubace. Dal§imi experimenty bylo prokazano,
7ze pevnost vtahu 1 napéti pii pretrzeni se vyrazn€ snizily jiz na zacatku
experimentu.

Méteni zmén molekulovych hmotnosti obou materidlit a sledovani vyvoje
distribu¢nich  kiivek  molekulovych  hmotnosti  podpofilo  vysledky
biodegradacnich experimenti a mechanickych zkouSek a prokézali, Zze
kopolyester byl skutecné biodegradovan a asimilovéan ptidnimi mikroorganismy.
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Pomoci barveni Lugolovym roztokem a optické mikroskopie byl v pribéhu
degradace pozorovan rapidni ubytek Skrobovych zrn ve smési Skrobu
a kopolyesteru. Barvenim safraninem byl vizualizovdn vyvoj blologlckych
struktur na povrchu filmu. Rastrovaci elektronova mikroskopie ukézala, Ze na
povrchu materidlu vyroben¢ho ze smési se Skrobem vznikaly v prubehu
biodegradace paralelné orientované trhliny a byly zde také pfitomny bakteridlni
filamenta a spory.

Biodegrada¢ni experiment byl podpofen také vysledky méfeni abiotické
hydrolyzy, experimenty byly provedeny s polyestery PBS, PBSA a PBAT, jako
negativni kontrola slouzil PBT. Vzorky ve vodném prostfedi byly inkubovéany
pii 30, 58 a 70 °C. Teplota méla na degradaci vyznamny vliv, se zvySujici se
teplotou rostla mira degradace materialil.

Z 30 vzorkl piid se podafilo po selektivnim pomnoZeni izolovat termofilni
degradac¢ni konsorcia (biodegradace kopolyesteru PBAT) a stanovit pocty CFU.
Pomoci metody PCR-DGGE a sekvenace byli identifikovani ¢lenové konsorcii.
Nejcastéji byla v ptidach zastoupena bakterie Microbispora bispora.

Ve spolupraci s firmou EPS biotechnology s.r.o. bylo provedeno posouzeni
vlivu nutrienti a akceptorti terminalnich elektronli na vyvin bakteridlnich
konsorcii a identifikace jednotlivych bakterii ve zvodnélé horninové vrstvé na
lokalitach kontaminovanych BTEX a leteckym petrolejem. Prace byly provedeny
v ramci sanaci kontaminovanych lokalit.

Aplikace nutrientil a akceptorti terminalnich elektronil na lokalité¢ kontaminované
BTEX podpofila rist bakteridlnich druhti, které jsou potencidlnimi degradéry
BTEX.

V ptipad¢ lokality kontaminované leteckym petrolejem byly jako termindlni
akceptory elektrond aplikovany dusi¢nany a také komplexni ¢inidlo (NO*, SO4*
a Fe’"). Po aplikaci dusi¢nani nedoSlo k vyraznym zménadm v diverzité
bakterialniho konsorcia. Ve vrtech, ve kterych bylo aplikovano komplexni
¢inidlo, byla mikroflora ovlivnéna vyraznéji.
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6. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Ptinosem pro védu je zjisténi, Ze:

1. Ptitomnost Skrobu podporuje biodegradaci PBAT v ptidé¢ v mezofilnich
podminkéch.

2. Analyzou 41 vzorkli pid byla prokazana ptitomnost degradéri PBAT
v Zivotnim prostiedi.

3. Metoda DGGE potvrdila hypotézu, Ze biodegradace PBAT se ucastni
bakterialni konsorcia, kterd jsou efektivnéj$i nez izolované kolonie.

4. Na UIOZP byla zavedena a optimalizovana metoda PCR-DGGE, ktera je
v soucasnosti Siroce vyuzivana v dalSich védeckych experimentech.

Ptinosem pro praxi je to, Ze:

1. Studium biodegradace polyesteri v realnych plidach za mezofilnich
podminek miize pomoci docilit efektivniho rozkladu polymerid po jejich
uziti na zemé&delskych plochéch ¢i na skladkach.

2. Ziskané poznatky mohou pfispét k vyzkumu a vyvoji v oblasti vyroby
a pouziti naptiklad biodegradabilnich mulovacich folii.

3. Molekularn¢ biologickd analyza kontaminovanych lokalit mize byt
aplikovana do environmentélni praxe a vyuZzita v rdmci sanaci.
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BPEJ
BTEX

CFU
Cox
DGGE
DNA
dsDNA

GC
ISO

PBAT
PBA
PBS
PBSA
PBT
PCR
RNA
rRNA
SEM
SOM
ssDNA

TCD
TEMED
TOC
TPS
TYA
UI0ZP
uv

Adenin

Peroxodisiran amonny

Bonitovana pidn¢ ekologicka jednotka
Benzen, toluen, ethylbenzen, xylen
Cytosin

Colony forming units

Oxidovatelny uhlik

Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza
Deoxyribonukleova kyselina
Dvouretézcova DNA

Guanin

Plynova chromatografie

Mezinarodni organizace pro normalizaci
Molekulova hmotnost

Polybutylen adipat tereftalat
Polybutylenadipat

Polybutylen sukcinat

Polybutylen sukcinat adipat
Polybutylen

Polymeréazova fetézova reakce
Ribonukleové kyselina

Ribozomalni RNA

Rastrovaci elektronova mikroskopie
Pidni organicka hmota
Jednotetézcova DNA

Thymin

Tepelné vodivostni detektor
Tetramethylethylenediamin

Celkovy organicky uhlik
Termoplasticky Skrob

Tryptone yeast extract agar

Ustav inZzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi
Ultrafialové zateni

41



9. SEZNAM TABULEK A OBRAZKU

Tabulka 4.1: Vybrané fyzikalné chemické charakteristiky testovanych puad.....16
Tabulka 4.2: Stanoveni celkovych poctii hlavnich skupin mikroorganismi

V20 011 16 1< P 16
Tabulka 4.3: Shrnuti hydrolytické degradace pfi tfech riznych teplotach........ 22

Obrazek 4.1: Mineralizace Cist¢ho Ecoflexu a Ecoflexu plnéného Skrobem v

hnédozemi, Cernozemi a fluvizemi pii 25 °C....oooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 17
Obrazek 4.2: Fotografie lopatek vyraZzenych z filmu kopolyesteru se Skrobem.18
Obrazek 4.3: Fotografie filmi PBAT ve smési se Skrobem, barveno Lugolovym

TOZEOKEIML. ..ottt e 18
Obrazek 4.4: Fotografie filmi PBAT ve smési se Skrobem, barveno

SAfTANINEIM. ... .o 19
Obrazek 4.5: Fotografie filmi PBAT ve smési se Skrobem ziskané pomoci

S L L 20
Obrazek 4.6: Zména distribucnich kiivek molekulovych hmotnosti v
kopolyesteru se Skrobem béhem inkubace v hnédozemi pti 25 °C................ 21
Obrazek 4.7: Hydrolyticka degradace PBAT...........cooiiiiiiii i 23

Obrazek 4.8: A-urCeni degradért kopolyesteru pomoci metody prosvétlenych
zon; B-kultura konsorcia degradéri na tuhém Zivném médiu se suspenzi

P A T . e 24
Obrazek 4.9 A; B.: Fotografie polyakrylamidového gelu po DGGE analyze

konsorcia degrad€rlt PBAT ... ... 26
Obrazek 4.10: Fotografie polyakrylamidoveého gelu po DGGE analyze konsorcia
izolovaného z lokality kontaminované BTEX.........................o 28

42



2. ODBORNY ZIVOTOPIS

Osobni udaje:
Jméno a piijmeni
Titul

Datum narozeni:
Kontaktni adresa:
E-mail:
Vzdélani:

2013—dosud

20112013

2008-2011

Jana Sera

Ing., Ph.D.

28. 6. 1988

BorsSice u Blatnice 177, 687 63
sera@utb.cz

Prezen¢ni doktorské studium

Univerzita Tomase Bati ve Zling,

Fakulta technologicka,

Obor: Technologie makromolekularnich latek

Prezencni navazujici magisterské studium
Vysoké uceni technicke v Brné

Fakulta chemicka

Obor: Chemie a technologie ochrany Zivotniho
prostiedi

Ziskany titul: Ing.

Prezenc¢ni bakalarské studium
Masarykova univerzita
Ptirodovédecka fakulta

Obor: Obecna biologie-Ekotoxikologie
Ziskany titul: Be.

Zahranic¢ni studijni a pracovni pobyty

2012

2014

Kaunas University of Technology
Faculty of Chemical Technology
Environmental Engineering
Vyménny studijni pobyt, 6 mésict

Ecole Nationale Supérieure de Chimie
de Clermont-Ferrand

Ensemble scientifique des Cézeaux
Pracovni staz, 1 mésic

43



Znalosti:
Jazykové znalosti: AJ-dosazend trovenn C1, NJ — dosaZend Grovenn A2

Pocitacové znalosti: programy pro analyzu a upravu sekvenci (DNA Baser,
Finch TV, Python, ChimeraCheck), MS Office

Ridi¢sky priikaz: sk. B
Utdast na grantovych projektech:

IGA/FT/2013/013
Nepftiznivé latky a faktory v Zivotnim prostiedi a v potravinach

IGA/FT/2014/005
Pokrocilé chemické a biochemické metody v ochrané zivotniho prostiedi

IGA/FT/2015/012
Vyzkum procesii ovliviiujicich kvalitu potravin a stav Zivotniho prosttedi

IGA/FT/2016/012
Vyzkum procesii ovliviiujicich kvalitu potravin a stav Zivotniho prostredi

TA04020258
Pokrocilé technologie lithotrofni imobilizace a anaerobni bioremediace pro
napravu a prevenci Skod na Zivotnim prostiedi

44



10. PUBLIKACNI AKTIVITY

Piispévky v odbornych periodikach

Smidova, K., Sera J., Bielskd L., Hofman J., Influence of feeding
and earthworm density on compound bioaccumulation in earthworms Eisenia
andrei. Environmental Pollution, 2015. 207: p. 168-175. (IF 4,84)

Sera, J., Stloukal P., Jan&ova P., Verney V., Pekatovd S., Koutny M.,
Accelerated Blodegradatron of Agrlculture Film Based on Aromatic- Ahphatrc
Copolyester in Soil under Mesophilic Conditions. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2016. 64(28): p. 5653-5661. (IF 3,154)

Pekafova S., Dvorackova M., Stloukal P., Ingr M., Sera J., Koutny M.,
Quantitation of the Inhibition Effect of Model Compounds Representlng Plant
Biomass Degradation Products on Methane Production. www.biosources.com,
2017. (IF=1,33)

Nevoralova M., Koutny M., Ostafifiska A., Kruli§ Z., Hordk P., Pekafova S.,
Sera J., Ruzek L., Rizickova M., KreJcrkova S., Slouf M Controlled
blodegradablhty of thermoplastlc starch based materlals Carbohydrate polymers,
2018. (IF 4,81) V recenznim fizeni.

Sera J., Koutny M., Kucfabova V., 2018. Poly(butylene adipate-co-
terephthalate) degrading microorganisms in agricultural temperate zone soils.
Environmental Science and Pollution Research. 2018. (IF 2,8) V recenznim
fizeni.

Konferen¢ni prispévky

Sera J., Koutny M., Stloukal P., Verney V, Biodegradation of aromatic
aliphatic co-polyester/starch blend, (Poster). 5th International Conference
on BlOdegradable and BIObased POLymers (BIOPOL 2015), 2015, San
Sebastian. http://www.biopol-conf.org/

Sera J., Koutny M., Vyuziti denaturacni gradientové gelové elektroforézy ke
stanoveni diverzity mikrobialnich konsorcii a vlivu aplikace nutrienti na lokalité
kontaminované organickymi polutanty, Tomaskovy dny 2016: XXV. konference
mladych mikrobiologii. Brno, Masarykova univerzita, 2016. Sbornik ISBN
97880-210-8255-7.

Mgérkova M., Sera J., Jelénkova M., Proislova A., Ringlova E., Julinova M.,
Razicka J., Mlcroblal degradatlon of 2- ethylhexyl sahcylate in Waste and r1ver
water. 27. kongres CSSM Praha,2016., Praha. Sbornik ISBN 978-80-270-0136-1.

Sera J., Koutny M. Identification of PBAT degraders isolated from soil by
molecular blology methods. Biotech 2017 and 7" Czech-Swiss Symposium with
Exhibition, Prague, 2017, ISBN: 978-880-7080-989-1.

45


http://www.biopol-conf.org/

Ing. Jana Sera, Ph.D.

Studium biotické a abiotické degradace polyesteri
s vyuzitim molekularné biologickych metod

Study of biotic and abiotic degradation of polyesters
using molecular biology methods

Teze disertacni prace

Vydala Univerzita Tomase Bati ve Zliné
nam. T. G. Masaryka 5555, 760 01 Zlin.

Néklad: vyslo elektronicky
Sazba: autor

Publikace neprosla jazykovou ani redak¢ni upravou.

Rok vydani 2018

Potadi vydani: prvni

ISBN 978-80-7454-790-4

46






	Obálky na elektronickou verzi CZ
	Stránka 1

	Sera_teze_disertacni_prace_ISBN
	Zadní strana obálky
	Stránka 1


