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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo zavést metodiku praceosym materialem
Ecoflex. Byly pripraveny jeho @izné formy: félie o tlougce 100um, tenky
povlak na perlitu a prasek. Tyto formy vzorku byluZity pii testovani
biodegradability Ecoflexu, ktera byla sledovana nogtredi pidy a
vyzralého kompostu. Biodegradabilita byla sledovaamaalyzou plynnych
produkti metodou plynové chromatografie. Pro testovaniadmpim prostedi
bylo vyuZzito 7 druli zemédélskych pid a vzorek ve forma folii. Vyznamna
biodegradace Ecoflexu nebyla ani u jednédd gaznamenana. V kompostu
byl Ecoflex testovan ve forinfdlii, tenkého povlaku na perlitu a prasku. Po
asi 50 dnech bylo v kompostu dosazeno 2,4 % mineaake vzorku ve form
folii, 54 % mineralizace Ecoflexu ve formtenkého povlaku na perlitu a 61
% u prasSku. Tento vyznamny rozdil v biodegradabkilitiznych forem
Ecoflexu byl vys¥tlen vyS§Sim specifickym povrchem prasku a tenkého

povlaku na perlitu ve srovnani s féliemi.

Klicova slova: Ecoflex, aromaticko-alifaticky kopolyest biodegradace,

puda, kompost

ABSTRACT

The aim of the thesis was to set up a methodolo§ywork with a new

material called Ecoflex. Different forms of Ecoflexere prepared: 10Qm

thick films, thin coating on the surface of perlitend powder. These forms
of the sample were used for the testing of the keigdability of Ecoflex,

which was followed in soil and mature compost emwiments. The
biodegradability was followed by analysis of gassoproducts by gas
chromatography. For testing in soil environment seuypes of arable soils
were used with the sample present in the form difiBiodegradation of
Ecoflex was on the limit of detection in all invegated soils. In the mature
compost Ecoflex was tested in the form of film, ihdoating on the surface

of perlite and in the form of powder. After abou® Says of biodegradation



the levels of mineralization were 2,4 % for sampiethe form of film, 54 %
for Ecoflex in the form of thin coating on the sacfe of perlite and 61 %
for powder. The significant differences in biodedadility of different
forms of Ecoflex were explained by higher specitierfaces of powder and

thin coating on the surface of perlite if companeth the film.

Keywords: Ecoflex, aromatic-aliphatic copolyestelbjodegradation, soil,

compost
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UvoD

Vice nez ped pil stoletim z&aly syntetické polymery nahrazovat
piirodni materialy v tém vSech oblastech a nyni se staly nepostradatelnou
céasti naseho zivota.

Syntetické plasty jsou velmi pouzivané v obalovpmmyslu, kde tvai
asi 30 % vesSkerého pouziti pléastNahrazuji obalové materialy jako papir a
jiné vyrobky zalozené na celuloze, diky jejich lé&ms fyzikalnim a
chemickym vlastnostem odolnymu¥i environmentalnim vlium. Casem se
odolnost a Zivotnost plast neustale zlepSovala. Dramatické zvySovani
produkce plast béhem posledniho desetileti v kombinaci s jejich e#dl

vSak vedly ke zvySujicim se problé&m tykajici se odpadového hospadtvi.

Jednim zieSeni ke zmiréni zatZze Zivotniho progedi bylo navrzeni
novych biodegradabilnich polymir pouzitelnych v #@znych odwtvich.
Ukézalo se, Ze hlawnpolymery s heteroatomy v jejich hlavniketézci jako
polyestery, polyethery, polyamidy nebo polyuretamphou byt degradovany
mikroorganismy. Od obdobi rozvoje biodegradabilniphasti dominovaly
hlavné materialy zalozené na polyesterech, hamikrobialré produkovany
polyester polyf-hydroxybutyrat) (PHB) nebo alifatické polyesteryakjo
poly(e-kaprolakton). Staly se tak skupinou polynmigeikteré mohou byt brany
v Uvahu jako nadhradaékinych plast, nap.. aromatickych polyestérs vysoce
komernim usgchem jako je poly(etylen tereftalat (PET) a poly(plen
tereftalat) (PBT).

Alifatické polyestery se sice vyzgaji snadnou biodegradabilitou,
avSak jejich materidlové vlastnosti omezuji jejicaplikaci v riznych
odvétvich. NadjnéjSi alternativu vSak fedstavuji alifaticko-aromatické
kopolyestery, které byly uvedeny na trh pod obchimadméazvem Ecoflex. Tyto
kopolyestery pekonavaji nevyhody mnoha alifatickych matefiah spojuji
vyhodné materialové vlastnosti s biodegradabilitolDegradace tohoto
kopolyesteru byla zkoumana v présti kompostu pomoci termofilnich
mikroorganisnii. Vysledky studii ukazuji rapidni degradaci kopddyeru.

Nicméne otazkou stale #stava, zda probiha degradace kopolyesteru i za
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mirnych podminek pomoci mikroorganigmjinych nez termofilnich. A prav

to je i predmétem zkouméni této diplomové préce.
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1 BIODEGRADABILNI PLASTY

Biodegradabilni plasty - pod timto pojmem jsou zalty plasty,
jejichz degradace je vysledkemusobeni mikroorganisin Tyto plasty
nemusi byt vyrobeny z obnovitelnych zdégjexistuji i biodegradabilni plasty
vyrobené na bazi ropy. Také nemusi byt nutkompostovatelné. Do
kompostovatelnych plagtitadime plasty degradovatelné biologickymi procesy
béhem podminek kompostovani na oxid utly, vodu, anorganické slozky a

biomasu [1].

Biologicky rozlozitelné plasty rozhodn nepgredstavuji hrozbu pro
konvertni plasty. Jsou v8ak vyznamnou alternativou vhodre@yména pro
vyrobu jednorazovych vyrohk jako jsou sé&ky na bioodpad, jednorazové
nadobi (gibory, kelimky, tacky), obaly (nd&p potravinovy pfimysl: kelimky
od jogurtu, lahve na vodu, &d@y na zeleninu apod.), ¢které l|ékaské
pomicky (nag. jednorazové rukavice) a dalSi. Vyuziti biologicky
rozlozitelnych plast tak mize prispét ke snizeni obrovského mnoZstvi

plastovych odpail vznikajicich pra¥ z téchto jednordzovych produkt[1].

V souwtasné dob se vyrabi fada polymei, které sphuji kritéria

biodegradovatelnosti. K nejvyznamj§im pati:
- kyselina polymléna (PLLA),
- poly-e-kaprolakton (PKL),
- poly(oxyetylen) (POE),
- poly(vinylalkohol) (PVA),

- alifatické polyestery na bazi didl a dikarboxylovych kyselin

(Bionolle),
- aromaticko-alifatické kopolyestery (Ecoflex) a
- poly(esteramidy) (BAK) [2].

Ve veétSing piipadi jsou vSak cenyéchto polymetdi nékolikanasobg
vyS§Si ve srovnani s konvénimi plasty, a to zasadnomezuje moznosti jejich

technického vyuziti [2].
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Pokud maji tyto nové materialy najit upl&m na trhu musi byt

splnény nasledujici pozadavky:
- standardni testovaci metody (DIN 54900, CEN, ISGTM)

- dobré vlastnosti srovnatelné sZnymi druhy plasi a snadnou

zpracovatelnost plast

- konkurenceschopné ceny a dobrou distériusit’ [3].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

2 AROMATICKO-ALIFATICKY KOPOLYESTER - ECOFLEX

Spole&nost BASF zaala vroce 1998 s komeémi vyrobou
biodegradabilniho kopolyesteru pod obchodni &muau Ecoflex zaloZzeném na
syntetickych surovinadch (ropa) [3]. Tento produkd fpertifikovany podle
némeckého standardu DIN 54900 vzhledem k jeho biocdk§ degradaci a

kompostovatelnosti [4].

2.1 Struktura materialu Ecoflex

Ecoflex je aromaticko-alifaticky kopolyester zala#e na kyselir
tereftalovée, kyselidn adipové, 1,4-butandiolu a modularnich jednotkach
(Obr.1). Ecoflex se fipravuje transesterifikaci poly(butylentereftalatu)
(PBT), kyseliny adipové a 1,4-butandiolu [3].

O O]

~T(Me), )k Jk 0 Ph O
~o (Me), O (Me), T T
i X -

Obr. 1: Chemicka struktura aromaticko-alifatickélkopolyesteru

y Jn

(Me = metyl, Ph = fenyl, M = modularni jednotky3][.

Vyrobni vlastnosti jsou upraveny tak, aby vyhovby@ozadavkkm na
biodegradabilni plasty, tedy kombinace zpracovatostn, uzitnych vlastnosti
a biodegradability. To je dosazeno vloZzenim modniéh jednotek, na které
jsou napojeny statisticky rozlozené jednotky kopsdieru slozené z 1,4-
butandiolu, kyseliny adipové a kyseliny tereftalovEento modularni systém
umoziuje z&lenéni hydrofilnich monomer s wtvenim, coz vede Kk

prodlouZzenitetézce a tim i k narstani molekulové hmotnosti (Obr.1) [3].
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2.2 Vlastnosti, zpracovani a pouziti materialu Ecoflex

2.2.1 Vlastnosti

Aromaticko-alifatické kopolyestery spojuji biodegiabilitu
alifatickych polyestek s fyzikalnimi vlastnostmi a tepelnymi vlastnostmi
aromatickych polyestér[5].

V tabulce (Tab.1l) jsou uvedeny mechanické vlastn@&toflexu, které
jsou srovnanys vlastnostmi nizkohustotniho polyethylenu (LDPERIlie maji
odolnost wi¢i mechanickému poSkozeni, ¥emz pekonavaji LDPE, jsou
pruzné, odolné proti voada zmenam vlhkosti. Od LDPE se liSi prodySnosti

folii diky jejich mirné propustnosti vodnim pararg,f]

Dulezitou vlastnosti  kopolyesteru Ecoflex je vSak ¢eh

kompostovatelnost a biodegradabilita.

Tab. 1: zZ&kladni materidlové vlastnosti materidlucdlex (50 um félie)
[3,6,7]

Vlastnost Ij:eygri]lge';:(nai Ecoflex LDPE
Hustota g/cm 1,25 - 1,27 0,922 — 0,92%
Teplota tani T °C 110 - 115 111
prochodu 5 °C - 30 -
Tvrdost (podle Shorea) - 32 48
Prizracnost % 82 89
Pevnost v tahu N/m#n 32/36 26/20
Mez pevnosti N/mrh 32/36 -
Propustnost kysliku cifl/m?.d.bar) 1600 2900
gﬂéi:s pronikani vodni g (1/n.d) 140 1.7

2.2.2 Zpracovani

Ecoflex mize byt zpracovavan Zgoby pouzivanymi i pro LDPE a to

napt. vyfukovanim folii. V zavislosti na dostupném vyweEni pro zpracovani
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polymeni lze ziskat i velmi tenké félie o tlotiée 10 um. To pak vede
k mnoha mozZznostem pouziti. Vyrabi se barevné fépmvadi se Uprava proti
pronikani vodni pary, pro dobrou {rlednost folii a dalSi upravy dle
poZzadavk zakaznika. Problémové vlastnosti folii fagpropustnost vodnim

param, mohou byt upraveny pouzitim specialni¢msad [3].

2.2.3 Pouziti

Typickymi aplikacemi materialu Ecoflex jsou komposaci pytle pro
organicky odpad, ze&délské félie (mubovaci félie), félie pro domacnost,
obalové materidly nebo laminace (rfappapiru), produkty na béazi Skrobu

(napt. tacky, misky, kelimky) pro gimysl rychlého oBerstveni [3,6].

Kompostovaci pytle pro organicky odpad

Ecoflex sphuje poZadavky na kompostovaci pytle, coZz zahrnuje
odolnost folii proti vod, dobu, po kterou &stava stabilni u¢i organickému

odpadu, a také bezproblémové zpracovani v kompastow z&izeni [3,6].

Muldovaci félie

Vyhodou mutovacich fdélii  vyrobenych z biodegradabilnich plast
jako je Ecoflex je ta, Ze fbélie mohou byt po sklizrzaorany spolu

s rostlinnymi zbytky do pdy, kde se folie postugnzcela rozlozi [3].

Laminované materialy

Laminace materidal napiklad papiru je pouzivana, kdyz je peba
zvySené odolnosti proti vlhkosti a tuku. Takovytoatarial nabizi dalSi
vyhodu a to bezproblémovou likvidaci olial(nap. papirovych obai,
kelimka na piti, obal z rychlého oBerstveni, krabic aiznych nadob pro

mrazené vyrobky) zaSpémych zbytky jidla - kompostovanim [3,6].

Prihledné folie pro potravinové obaly

Pridadnim specialnich ip)sad a optimalizovanim podminek zpracovani
lze ziskat i pahledné folie. Tyto folie mohou byt vyuzity pro baliepotravin

nap:. masa, zeleniny a ovoce [3,6].
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2.3 Smési Ecoflexu se Skrobem

Skrob pati mezi levné suroviny, které jsou dostupné ve veiké
mnozstvi. Jeho nevyhodou vSak je, Ze r&m byt v girodnim stavu
zpracovan jako termoplastické materialy bezipbhych gisad. Krong toho
maji Skrobové materialy p@kud omezeny rozsah pouziti diky jejich vysoke
absorpci vody. Pro ziskani zcela biodegradabilnihydrofobni Skrobové
smési lze Skrob smichat z hydrofobnimi biodegradabmnipolymery nap. s
Ecoflexem. Ecoflex &amto snesim pinasSi odolnost proti vo# ktera je
vyzadovana pro jejich dalSi aplikace. Krénioho, tyto materialy vykazuji
dobré mechanické vlastnosti jako je vysok& pevngesgpustnost kysliku a
vodnim param, jsou antistatickéfippmné na dotek, je mozné n& nisknout
[3,6]. Dale snmgsi kopolyesteru se Skrobentipasi snizeni vyrobnich néklad

oproti vyrok® samotného kopolyesteru [3].
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3 BIODEGRADACE POLYMER U

Biodegradace je proces, kdy dochazi k rozkladuaoigkého substratu
pomoci mikroorganistin. Organické materialy mohou byt rozlozeny aerdln
pritomnosti kysliku za vzniku oxidu uhditého, vody a mikrobialni biomasy,
nebo anaerobh bez @itomnosti kysliku na oxid uhtity, vodu, methan a

biomasu [8].

Biodegradace polymérje ovlivhénatadou faktoti, jako jsou vlastnosti
polymeru (nap. mobilita, krystalinita, molekulovd hmotnost, tyfpnkénich
skupin a substitueit pridana znmtkcéovadla a jind aditiva), typ
mikroorganisnii (nap. mezofilni, termofilni) a podminky proistdi (napg.

teplota, vihkost, koncentrace kyslikuiipomnost Zivin, hodnota pH) [8, 9].

Biodegradace probiha tak, Ze nejprve musi dojiakuSeni povrchu
polymeru vlivem fyzikalg-mechanickych faktar. Nasledrg je polymer
preveden na jeho monomery a ty jsou pak mineralizgvaretSina polymet
je tak objemna, Ze neiide projit bukcnou membranou dovnit bunck.
Extracelularni enzymy vylotené mikroorganismy do prostdi rozkladaji
polymerni fettzec na menSi fragmenty (oligomery, monomery) a tgkp
mohou proniknout vé&jSi bakterialni membranou do bék kde jsou vyuZzity
mikrobialnimi buikami jako zdroj uhliku a energie. Tento proces saZyva
depolymerizace. Nasledn dochazi k mineralizaci latek az na kamé
produkty nap. CO,, H,O popr. CH4 [8].

3.1 Testovani biodegradability polymeit

Existuje mnoho metod vhodnych pro testovani biaaéagbilnich
polymernich materidl. N¢které z €chto metod jsou fjaty mezinarodnimi
organizacemi jako jsou International Standard Oigation (ISO) a
American Society for Testing and Materials (ASTMytandardy ISO jsou v
podstaé shodné se standardy potvrzenymi Evropskou komisio p

standardizaci (CEN) a &neckou organizaci pro standardy (DIN) [9].
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3.1.1 Testovani kompostovatelnosti a biodegradability koplyesteru Ecoflex

Kompostovatelnost Ecoflexu je testovana pomociémackého
technického standardu DIN V 54900. Tento standaed s&lada ze 3¢asti
uvedenych v tabulce (Tab.2) [3]:

Tab. 2: DIN V 54900 — Zkoumé&ni kompostovatelnostiymernich materiéi
[3].

Cast Popis

1 Chemicky test (pro osfeni obsahu nap téZkych kowi)

Vyhodnoceni biodegradability polymernich matetidal pomoci

2 laboratornich tedit (méfreni uvolrtného CQ béhem degradace)

Testovani kompostovatelnosti za reélnych podminektarfoveni
kvality kompostu)

Na zakla@& vysledki z testovani pomoci DIN V 54900 je material
certifikovdn a ozn&n pomoci DIN CERTCO jako ,kompostovatelny®. DalSi
testovani krom vySe zmirnych test je zantfené na prokazani kompletni

biodegradace material[3].

Existuje velké mnoZstvi test vyuzivanych pro posouzeni miry
degradace polymér Mezi ¢ patii nap. respirometrické metody, pomoci
kterych se zjisuje mnoZstvi uvolaného oxidu uhliitého po vystaveni
polymeru houbam, bakteriim, aktivovanému kalu, kasfu nebo pdé.
N¢které testy pouzivaji sledovani prodiaktreakce, uUbytek hmotnosti
polymeru nebo zrny v jejich fyzikalnich vlastnostech jako niappevnosti
v tahu (vlastnosti jako pevnost v tahu jsou velniligé na zmny molarni
hmotnosti polymei, kterd jec¢asto indikatorem degradace) &ih se pomoci
riznych analytickych metod: skenovaci elektronovédkmskopie (SEM) -
slouzi pro sledovani tepelnych vlastnosti a morfpéo pied a kEhem
degradace, diferencialni skenovaci kolorimetrieS@ slouzi k u¢eni bodu
tani, teploty tani a teploty rozkladu. Dé&le se vi& infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIRyuklearni magneticka
rezonance (NMR), rentgenova difraki analyza (XRD), skenovaci snimaci

mikroskopie (AFM) [8,10].
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Dale mohou byt posuzovany viditelné Zny u polymernich material
nasledkem biodegradaiho procesu. Sleduje se nappopraskani povrchu
polymeru, jeho rozpad na mené&asti, tvorba dr, prasklin, barevné z#émy,
tvorba biofilmi na povrchu. Tyto zrny vSak nevysw¥tluji mechanismus

biodegradace, ale jsou vyuZzity k signalizaci miki@dlimiho napadani [8,9].

Je dilezité mit kron¢ testovanych vzork také kontrolni vzorky (tzv.
blank), které slouzi pro posouzeni a odfiltrovamopedi, které nemayji vztah

k biodegradaci vzorku.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 21

4 BIODEGRADACE MATERIALU ECOFLEX

Polymery podléhajici kontrolované biologické degaad pomoci
mikroorganisnii se staly zajimavympnosem posledni doby. Do této skupiny
spadaji i polyestery, které zde hrajiuldzitou roli diky snadné
hydrolizovatelnosti esterovych vazeb. Zatimco articke polyestery jako je
napt. poly(ethylentereftalat) (PET) vynikaji svymi  mai&lovymi
vlastnostmi, jsou tégr rezistentni wc¢i mikrobialnimu napadeni, &Sina
alifatickych polyestel jsou biologicky rozlozitelné, ale maji horSi viastti
dulezité pro jejich aplikaci. Spojenimé¢hto dvou polyestdr vznikne dolie
biodegradovatelny material s vyhodnymi materidlovymastnostmi. Tento

material se nazyva Ecoflex [5].

Testovani biologické degradace aromaticko-alifaélck kopolyesteru

je provadno za aerobnich podminek.

Pro zahajeni degradace kopolyesteru Ecoflex j¢e#ita enzymaticky
katalyzovana hydrolyza esterovych vazeb polymerejdiive se tedy enzym
vaZze na polymerni substrat a pak katalyzuje hydiioké rozStpeni. Kwvili
nerozpustnosti ve vad a velikosti polymernich molekul, mikroorganismy
nejsou schopny navazat polymeryimo dovnit svych burk, kde probiha
vétSina biochemickych procés ale nejdive musi vylowit extracelularni
enzymy, které depolymerizuji polymery &urék. Kdyz je molarni hmotnost
polymeni dostaténé sniZzena, dojde k vytweni ve vo@& rozpustnych
meziprodukfi, které jsou lépe dostupné mikrobidlnimkéam a mohou pak
byt metabolizovany. VySSi molekulova hmotnost pobmh vede k poklesu
jejich rozpustnosti a diky tomu jsouaie napadnutelné mikroorganismy.
Vysledkem tohoto procesu jsou kaim® produkty jako voda, oxid uHlity,
nova biomasa. Ve &tSiné piipadi je prvnim krokem degradaiho procesu
snizeni molarni hmotnosti, coz je limitujici faktdriodegradace plast
Vzhledem k tomu ze extracelularni enzymy jsou destké na to, aby mohly
proniknout hloulkji do polymerniho materialu,sobi jen na jejich povrchu a

provadi jeho naruSeni [4,5,8,11].
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4.1 Ovlivnéni biologické degradace polymaei

Biodegradabilita polymear je ovlivhéna nejen chemickou strukturou
polymeni, zejména pitomnosti funkKnich skupin a rovnovahou mezi
hydrofilitou a hydrofobitou, ale také strukturou kia je krystalinita,
orientace, délka a rozlozeni sekvenci alifatickygwharomatickychietézciu a

jiné vlastnosti (nap specificky povrch polymeru) [5].

Obecr, polyestery slozené z alifatickych mononegisou degradovany
lipAzami, zatimco #tSina aromatickych polyesteérjsou biologicky inertni.
V aromaticko-alifatickych kopolyesterech se biodagabilita snizuje
s obsahem aromatickych konstituéntU kopolyesteru sloZzeného z kyseliny
adipové, tereftalové a 1,4-butandiolu, je jako limpro biodegradabilitu

uvadn obsah tereftalové kyseliny okolo 50-60% [11].

4.1.1 Pohyblivost polymernichietézai a krystalinita polymeru

Z diivéjSich poznatk [12] vyplyvéa, Zetidicim faktorem biodegradace
polyestefi je pohyblivost jejich fetézca. V zasad enzymaticka
depolymerizace polyestéra Stpeni estek s nizkou molarni hmotnosti je
fizeno fiznymi faktory. Nezbytnosti dlouhych polymernichetézca je
proniknout do aktivniho mista hydroldz, které &asto nachazi ve vicéi
ménre hluboké dutig. Proto mobilita polymernichietézcia hraje dilezitou roli
ovliviiujici jejich degradabilitu. ProtoZze mobilita souvis bodem tani
materialu, zda se byt nepraygodobné, Ze mohou bytfipatelnou rychlosti
degradovany vysocetajici polyestery jako PETie®to vysledky studii
ukazuji, Ze i aromatické polyestery s vysokym boddédni mohou byt

degradovany a to pomoci hydroldzy z T. fusca [11].

Vysledky studie zamiené na enzymatickou hydrolyzu polyesi€l2]
dale ukazuji, Ze délka alifatickych sekvenci v kbpoeru nesouvisi
s biodegradani rychlosti, ale Ze hlavnim vlivem je, jak pevjsou polymerni
fet¢zce fixovany v krystalizéni oblasti materidlu. To je charakterizovano
bodem tani materialu. Kopolyestery s delSimi aroiciatmi sekvencemi maji

za nasledek vySSi teplotu tani a tedy i nizSi rpshl degradace. Pro
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aromatické kopolyestery se vyznatrzvySuje citlivost k enzymatickému

napadeni, kdyZz bod tani v krystaliad oblasti neni vy$Si nez 30 — 40°C [12].

Ve studii [13] bylo zaznamenano, Ze krystaliniea garametrem, ktery
silné ovliviiuje biologickou degradaci polyesterBylo prokazano, ze amorfni
c¢asti v semikrystalickych polymerech jsou degradoywamychleji nez
krystalické polymerni¢asti. Podle vysledk popsanych Martenem [12],
souvisi enzymaticka rychlost degradace polyesterrozdily v teplog tani
polyesteru a tepl@t degradé&niho procesu. Tento jev byl vy&tien tim, Ze
aktivni misto enzym degradujici polyester (hla¥nlipazy) je situovano
uvniti proteinu a proto musi byt polymernétézec schopny dosahnout tohoto
katalytického centra. To vyZzaduje daitou mobilitu polymernihofetézce.
Zatimco v amorfnicasti polymeru (nad teplotou skelnéhéephodu T) jsou
polymerni fet¢zce vysoce pohyblivé a vidledku toho rapidé degraduji,
polyesterové ¢asti v krystalické oblasti jsou vysoce fixovany aez je
degradé&ni rychlost podstath nizSi. Mobilita polymernihao‘etézce je utena
rozdilem mezi degradai teplotou a teplotou tani v krystalickych
strukturach. Zatimco degrada rychlost semikrystalickych polyesterse
vyrazrg zvySuje s vySSi teplotouéhem testu, rychlost hydrolyzy nad@stic
je témef nezavisla na testovaci tepéotPolyestery gasticemi v nanorritku
se projevuji amorfni strukturou a ét8i castice tvdi semikrystalickou
strukturu [13].

4.1.2 Specificky povrch polymeru

V ptipadk®, Ze degradéni rychlost zavisi na specifickém povrchu
polymeru, je mozné tuto rychlost zvySit a to zvy8anspecifického povrchu
pouzitim nandastic polyestel. Prvni experimenty tykajici se enzymatické
degradace nar@stic polyester byly publikovany autorem Wu a
spolupracovniky [14], kdy bylo dosazeno 1000krats&ich hodnot rychlosti
degradace nar@stic nez u polymernich folii. Podle studie [13] ldy
srovnavana degradace mezi polyesterovymi folienmaamaiasticemi pomoci
dvou typl enzymi (lipdaza ziskana Landida cylindracea -CcL a lipaza

z Pseudomonas species RsL). Na rozdil od folii bylo dplné hydrolyzy



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 24

nana:astic polyesteru dosazeno pomoci enzymu C¢hedm rekolika minut a
u folii za rekolik hodin ¢i dni [13,15].

Zmeény specifického povrchu Ilze dosahnout &mu velikosti
testovaného materialu nebo pouzitim jeh@azmého mnozstvi. ZvySeni
specifického povrchu z#mou v patu pouzitych folii nélo za nasledek
lineadrni zvySovani enzymatického roZgeni estek. Snizenim rozrru

nanaastic se degradai rychlost vyrazg zvysila [13].

4.1.3 RozlozZeni sekvenci alifatickych a aromatickyclitetézci

Podle studie [16] je biodegradabilita aromatickycasti kopolyestar
zejména zAavisld na gou opakujicich se jednotek. Proto nepravidelnost
kopolyesternich fet¢zct a nepravidelné rozlozeni délky bloku uvinit
kopolymeri, jsou dilezité pro porozumni biodegradaniho chovani
alifaticko-aromatickych kopolyestér Slozeni délky fetézci a rozlozZeni
sekvenci kopolyestér obsahujicich polybutylen tereftalatové jednotkylyby

zkoumany pomoci NMR spektroskopie [16].

V této studii [16] byly syntetizovanytyii biodegradabilni alifaticko-
aromatické nahodné kopolyestery pomoci polykondeezas butylen
tereftalatem (40-60 mol%). Biodegradabilni chovahylo sledovano za
podminek kompostovani. Pomoci NMR analyzy bylo &n®, Ze po degradaci
byla primérna délka sekvenci alifatickychetézct snizena a aromatickych

zvySena [16].

Prace [17] byla zadfena na kopolyester obsahujici 70 mol% PBT
opakujicich se jednotek poly(butylen 1,12-dodekarad). Diky PBT
jednotkam se vyznanénzlepSily tepelné a mechanické vlastnosti. Vzorek
nevykazoval stejnou biodegradabilitu typickou pro
poly(alkylendikarboxylaty) a to diky sekvencim opgicich se jednotek PBT,
které jsou pilis dlouhé na to, aby usnadnily proces biodegradalcteplota
tani je p@iliS vysoka na to, aby bylo ziskdno dost&até mobility fetézcu.

Z tohoto divodu, je nezbytné modulovat obsah ko-jednotek t&taupiny
kopolymeii obsahujici alifatické a aromatické jednotky, abyld zisk&dno

vice zadoucich vlastnosti a to fyzikalnich vlastrias biodegradability [17].
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4.1.4 Dalsi faktory limitujici degradaci polymera

DalSim faktorem ovliviujicim biodegradaci je jeji doba trvani. SlozZeni,
hmotnost a molekulova hmotnost polymeru seénin s dobou trvani
biodegradace. Dochéazi k poklesu hmotnosti i moleké hmotnosti
polymeru. Alifatické slozky se degraduji mnohem higji nez aromatické. To
nastava diky tomu, Ze alifatickéetézce jsou sndze napadany a rap&Eny

pomoci enzym [16].

Vysledky degradace mohou byt ovligmy také nehomogenitou
prostredi reakce naip kompostu (piliS vlhka nebo sucha mista nebaoilputi
polymernich slozek ke &h¢ reaktoru), pedstavujici mozné vystleni

existence zbytkovych polymer[3].

4.2 Metody testovani biodegradace materialu Ecoflex

4.2.1 Biodegradace v prosktedi kompostu

V praci [18] byla provadna degradace Ecoflexu v prdeti
primyslového kompostu, kompostu obsahujicim aktivovakal, v pidé¢ a
moiské vod. Ukazalo se, Ze nejlepSich vysleddegradace bylo dosazeno za
kompostovacich podminek [18]. Kompostovani je tediyporwiovano jako
nejvhodrgjSi zpisob vyuziti biodegradabilnich obalovych matetiala

polymeri.

Sowasre s rozvojem novych biodegradabilnich kopolyesitse zvySilo
asili identifikovat mikroorganismy zodp@dné za degradacithto polymet
hlavné v prostedi kompostu, ktery je zdrojem termofilnich mikrganismi.
A pravé termofilni aktinomycéty jsou skupinou, které seti@ké podili na
degradaci aromaticko-alifatickych kopolyesier Jako nejvice &nnym
mikroorganismem v degradaci Ecoflexu byla shleddhhermomonospora
fusca a extracelularni hydroladza (TfH) zodgdwna za roz&peni polyesteru.
Degrad&ni charakteristika TfH se vyznamniSi od béZnych lipaz. Zatimco
lipazy potebuji povrchovou aktivaci a jsou jen schopny r@pst esterove

vazby na hydrofobnim povrchu, TfH umi také hydradyat rozpusiné estery,
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coZ je wtSinou ulohou esteraz. To znamena, Ze TfH jsou kioabi lipaz a

esteradz [11].

Ve studii [19] byl pro degradai test pouzit polymerni film
kopolyesteru Ecoflex, minerdlni médium a suspenzekraorganisni
kompostu (pedem vyizolované aerobni degra®é& mikroorganismy).
Inkubace byla provatha se smisi mikroorganism pfi raznych teplotach.
Nejlépe vySly vysledky fi teplotach vysSSich nez 40°C, coZz odpovida
termofilnim mikroorganistaim. Po 14 dnech inkubace doSlo k ubynk
hmotnosti polymeru (po srovnani s neg&ovanymi polymery). Bylo
nalezeno 61 drulh termofilnich mikroorganisi. Z 30 nalezenych
bakterialnich drufh bylo pouze 5 drukh schopno rozkladat polymer, z toho 2
druhy vykazovaly pouze slabou degr&da aktivitu (vahovy ubytek polymeru
byl 0,06-0,15 mg/tyden.cf). Zadné z nalezenych hub nebyly schopné
rozkladu polymeru (vdhovy Gbytek polymeru < 0,06 /tygen.cnf = detekni
limit). Co se ty¥e termofilnich aktinomycét, jen 4 z 29 nalezenychtulth
nevykazovaly vyznamnou degrattd aktivitu (vahovy ubytek polymeru <0,06
mg/tyden.cm). Dva druhy termofilnich aktinomycét rozloZily poher bshem
7 dni az z90 % (vahovy Ubytek >2 mg/tyden®mldentifikaci &chto
aktinomycét bylo zjistno, Ze paiti do rodu Thermomonospora. Konkrétpro
dalSi zkoumani degradace byla pouzita aktinomycBtamomonospora fusca
(T. fusca) Po 7 dnech inkubace s bakteflii fuscadosSlo k Uplnému rozpadu
polymeru. Bylo prokdzano, Ze rychlost degradaceypmru s aktinomycétou
T. fusca (20,6 mg/tyden.c) byla a? desetkrat vy$&i neZ s pouzitim

adaptované sisi kultur z kompostu (2,3 mg/tyden.ém[19].

Tento pokus byl zagten p'edevSim na zji€ni druhi mikroorganisni
podilejicich se na degradaci kopolyesteru a jejieblaci. Dale zde byla
zkoumana rychlost degradace pouzitim  vybraného a@egmniho

mikroorganismu T. fuscg a smésnych kultur termofilnich bakterii.

Jina prace [4] se zabyvala degradaci kopolyestecoflex s pouZzitim
konkrétniho druhu mikroorganismt. fusca prokazanym, z dvéjSich studii,
degradaci tohoto polymeru. Tato prace byla Zgena na sledovani produkt

degradace. Degradai test sT. fusca byl provadn pii 55°C po dobu 21 dni
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v kapalném syntetickém médiuriganim kopolyesteru ve forénprasku. Byly
sledovany degradai produkty a meziprodukty pomoci gelové permmia
chromatografie (GPC) a plynové chromatografie (G®etodou GPC nebyly
zpozorovany zadné zbytky polymeru ani hromadaromatickych oligomai.
Tvorba rozpustnych meziprodukt byla analyzovana metodou plynoveé
chromatografie, kdy nebylo detekovano zadné vyzn@mmnozstvi
rozpustnych diol a dvojsytnych kyselin, ani aromatické a alifaticke
oligomery. Vice nez 99 % vychoziho polymeru bylopdéymerizovano na
monomery (1,4-butandiol, tereftalat a adipat). Byppokazano, ze delSi
aromatické sekvence kopolyesteru jsou enzymatiwaStpeny a neéstavaji
ve formé nerozpustnych nebo rozpustnych zbytkolymeru. Kratké rozpustné
oligomerni meziprodukty jsou vS8ak hydrolyzovany maonomery az za 3
tydny a metabolizovany jen kdyZz jefipomna smdsna mikrobialni populace.
Ukéazalo se, Ze T. fusca snadno depolymerizuje Eoqflale neni schopna
snadno metabolizovat vzniklé monomery a oligomefiyo bylo vyteSeno
piidanim sn&sné kultury mikroorganisin z kompostu po sedmidenni

degradaci s T. fusca [4].

Dale byla zji§ovana ekotoxicita produkt degradace pomoci
ekotoxikologickych test s perlogkou Daphnia magnaa s luminiscedni
bakterii Photobacterium phosphoreumSledovani toxicity meziprodukt
rozpustnych ve vod je velmi dilezité z toho dvodu, Ze tyto meziprodukty
mohou snadno pronikat do podzemnich vod, nebo mohgu absorbovéany
organismy. U obou te8t depolymerizéani produkty nevykazovaly Zzadné

kriticky toxické chovani4,6].

Za podminekiizeného kompostovani byl prové&d i dalSi test [3]
pouzitim smgsnych kultur mikroorganisin obsaZzenych v kompostu.
Degrad&ni rychlost uvedena v procentech teoretického oxidhli¢itého
dosé&hla po uko¥eni testu (124 dni) 95 %. Po uk&mi testu byly z kompostu
extrahovany zbytky polymeru a nasledanalyzovany pomoci GPC. Zbytky
polymeru tvdaily 2,3 % z pa&ateniho mnozstvi polymeru (15 g). Nebyly zde
detekovany zadné aromatické oligomerni meziprodukale byly tyto

polymerni zbytky analyzovany pomoci NMR. Byl zdeznamenan vyznamny
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narist obsahu aromatickych Kkyselin, ktery 2zmna pomalou degradaci

aromatickych slozek [3].

V préaci [20] byly testovany 3 biodegradabilni ntavaci folie o fizné
tloustce a barevnosti (bilé &erné): 2um bila folie, 35um bila félie a 35
um cerna folie. Byly testovany ve vyzralém zahradnickédtompostu pi
58°C. Bylo dosaZzeno viditetnrychlejSi degradace bilé folie oprotierné.
Bila folie se za&ala rozpadat a tvat praskliny kEhem prvnich dvou tydin
testovani, zatimcd@erna folie se rozkladala pomaleji asi kolem 8 tydBgla
testovana i klasicka muabvaci folie z LDPE, ktera nevykazovalachem
testovani zadnou viditelnou degradaci. Také byl&ena produkce CQ kdy
za 120 dni inkubace bylo dosazeno u vSech testostanyiodegradabilnich
folii vice nez 60 % mineralizace a u pozitivni kowlty (kukufié¢ny Skrob)

bylo dosazeno vice nez 70 % [20].

4.2.2 Biodegradace v @dnim prostiredi

VétSina studii je zawrena na degradaci kopolyesteru pomoci
termofilnich mikroorganism, které se vyzn&uji rychlou a kompletni
degradaci polymeru. Otadzkou pakistava, jestli je Ecoflex rozlozitelny

mikroorganismy za jinych nez termofilnich podmingXi].

Tim se zabyvala prace [21], kter4 zkoumala vyuzdérobnich
mezofilnich bakterii k rokladu kopolyesteru EcofleX pidy byly izolovany
mezofilni mikroorganismy (bakterie, houby a kvasyhk Ecoflex byl pouzit
ve formé tenkych filmi a na@&kovan suspenzi {nich mikroorganism.
Inkubace probihala na Petriho miskach s mineralrdgarem pi 30°C po
dobu 21 dii. Dale byl proveden pokus v re&kich lahvich s polymerem ve
form¢ granuli, ogt naatkovanym pidni suspenzi. Inkubace probihal&i p
22°C po dobu 30 din Byly sledovany viditelné zémy degradovanych filr a
zaznamenavany jejich vahové ubytky. Jako nejlepSdmgradérem z 29
nalezenych mikroorganisim byla shledana bakteri®acillus subtilis ktera
vykazovala jak zjevné znamky degradace filmu, taknejwtSi uUbytek
hmotnosti filmu (2 mg). Degradai meziprodukty byly sledovany pomoci GC
a GC-MS, kdy byla v médiu po degradaci nalezenidtgmnost adipové
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kyseliny a menSi mnozstvi tereftalové kyseliny. Viky, které vykazovaly
znamky degradace byly prozkoumany gelovou pertnéachromatografii
k zjisteni molekulovych hmotnosti zbytk degradace. Nebyly zde nalezeny

zadné nizkomolekularni polymerni molekuly [21].

Vysledky pokus provadcnych s mezofilnimi bakteriemi ukazuji, Ze
Ecoflex mize podléhat biodegradaci i za mirnych podminek, alehlost
degradace je o mnoho pomalejSi nez u kompletni &goddace pomocT.
fusca Ve studii je uvedeno, Ze vySSi teplota (55°Chzm byt vyswtlenim

rozdili v rychlosti biodegradace [21].
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zavést metodiku praceosym materialem
Ecoflex, pedevSim pipravy vzorku. Dale bylo cilem navrhnout a vyzkouse

metodiku sledovani biodegradability Ecoflexu @wdé a kompostu.

Bude sledovana biodegradabilita materialu Ecoflex iknmbialnimi
spoleienstvy sady zewdélskych pad a proveden pokus o izolaciipadnych

degradeét a jejich charakterizaci.

Biodegradabilita vzorku bude studovana také v piedt vyzralého
kompostu, kdy budou pouzity vzorky Ecoflexu &#znych forméach s cilem

ovérit vliv morfologie vzorku na rychlost biodegradace.

Mira biodegradace vzorku vapé a kompostu bude sledovana analyzou
vyprodukovaného oxidu uhditého metodou plynové chromatografie.
Dale bude vyzkouSena metoda sledovani biodegradBceflexu pomoci

stanoveni bakteridalniho ATP.
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ll. MATERIALY A METODIKA
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6 CHEMIKALIE, ROZTOKY A ZIVNA MEDIA

6.1 Chemikalie

CHCI;
C3HgO3

Ce4H124026
CH3CH,0OH
CaCh.2H,0
Co(NOs),.6H,0

CuS0O..5H,0
H3BOs3
KH2P Oy

MgS Os.7H,0
MnSO4.H,O

NH,4CI
(NH4)2Fe(SQ)2.6H.0

(N H4)6M07024.4H20

NacCl
Na,HPO4.12H,0

Na;O;P,.10H,0O
ZnS0,. 7H,0O

ATP Reagent HS
ATP standard
Diluent B
Extraktant B/S

Chloroform (ing. Petr Luke$, Uhersky BrodR)
Glycerin bezvody (ing. Petr Luke§, Uhersky Brod,
CR)
Polysorbate 80 (Tween 80) (Alfa AesargiNecko)
Ethanol (Lachema a.s., BrnOR)

Chlorid vapenaty dihydrat (Penta, Chrudi@R)
Dusi&nan kobaltnaty hexahydrat (Penta, Chrudim,
CR)

Siran ndd’naty pentahydrat (Lachema a.s., BriitR)
Kyselina boritd (Lachema a.s., BrnOR)
Dihydrogenfosforénan draselny (Lachema a.s.,
Brno, CR)

Siran hoe¢naty heptahydrat (Penta, ChrudifiR)
Siran manganaty monohydrat (Penta, Chrudim)
Chlorid amonny (Lachema a.s., BrnoR)
Siran Zeleznato-amonny hexahydréat (Lachema a.s.,
Brno, CR)

Molybdenan amonny tetrahydrat (Lachema a.s.,
Brno, CR)

Chlorid sodny (Penta, ChrudifiR)
Hydrogenfosforénan sodny dodekahydrat (Lachema
a.s., Brno,CR)
Difosforesnan sodny (Fluka Chemika, Svycarsko)
Siran zinénaty heptahydrat (ing. Petr Lukes,
Uhersky Brod,CR)

(BioThema, Svédsko)

(BioThema, Svédsko)

(BioThema, Svédsko)

(BioThema, Svédsko)
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Mikrokrystalicka celul6za (ing. Petr Lukes$, UheysRrod, CR)
Nosny plyn He istot¢ 4.6 (Linde Technoplyn a.s., Prah@r)
Smeésny synteticky plyn 1 obsahujici GH4,07 obj.%), CQ (0,815 0bj.%) a

N, (95,115 obj.%) (Linde Gas a.s., Prali:R)

Smeésny synteticky plyn 2 obsahujici GH4,04 obj.%), CQ (0,799 0bj.%) a
N, (95,161 obj.%) (Linde Gas a.s., Prali:R)

Vzduch stl&eny (Linde Technoplyn a.s., Prah@R)

6.2 Roztoky

Fyziologicky roztok

Pro pripravu 200 ml fyziologického roztoku o koncentr&i5 g/l bylo
do odntrné baky o objemu 200 ml navazeno 1,7 g NaCl a rozpuoét
v malém mnozstvi destilované vody a poté daplm destilovanou vodou po

rysku. Roztok byl vysterilizovan v autoklavuipl25°C po dobu 30 minut.

Roztok stopovych pruk
Na pripravu 1000 ml roztoku stopovych prirkoylo pouzito:

ZNSOu . TH20 ... oo e e e e e a0 0,043 g
(NH4)6M07024 .4H20 ... ... ..o e i i vt e e 20 0,037 @
CO(NG2)2 .6H20 ... oot it e e e e e a2, 0,025 @
CUSO .5H20 .. oot e i i e . 0,040 @

Navazend mnoZstvicthto latek byla rozpugha v 1000 ml destilované

vody a dikladné¢ promichéana.

Roztok A
Byl ptipraven rozpu&nim 9,0 g KHPO, v 1000 ml destilované vody.

Roztok B
Byl ptipraven rozpu&nim 24,0 g NaHPO4.12H,O v 1000 ml

destilované vody.
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Roztoky soli pro pipravu mineralniho média
Roztok Mg(SQ) - 7 O (zasobni roztok 10 g/l) .o e veeveeee ... 1,0 g

Roztok NH,Cl (zasobni roztok 30 g/l) «.eovivvv i e e, 3,0 @
Roztok CaCj -2 H,O (zasobni roztok 1 g/l) e ovoen i i 0,1¢
Roztok NaCl (zdsobni roztok 50 g/I)...ccc oo vei i i i i i e ... 5,0 @
Roztok Fe (NH)2 (SO4)2 -6H,0O (zasobni roztok 3 g/l) ..........ce .. ... .0,3 @

Jednotlivé soli byly navazeny a rozpasy ve 100 ml destilované vody.

Miner&alni médium (MM1)

Na ptipravu 100 ml mineralniho média MM1 bylo pouZito:
ROZtOK A (KH2POys) ot e i i i e e, 2,0 M
Roztok B (NaHPO; - 12 HO) oo iiiiiii .. 8,0 M
Roztok Mg(SQ) - 7 HbO ..ot e i e 1,0 M
ROZIOK NHCl .o i e i i e e 1,0 M
Roztok CaC4 -2 HhO .ot e e e e e e 1,0 M
ROztok NaCl ... e i e e 1,0 M
Roztok Fe (NH)2 (SO4)2 -6HO ovvivvii i i v 1,0 M
Roztok stopovych prvi........cooo i i i i i e eeen. 0,2 M

Jednotlivé slozky byly smichany a doghy destilovanou vodou na
celkovy objem 100 ml. Poté byla provedena steritizear autoklavu p 125°C

po dobu 30 minut.

Minerdlni médium se sniZzenym obsahem itegnatych soli (MM2)

Na ptipravu 100 ml mineralniho média MM2 bylo pouZito:
ROZtOK A (KHoPOys) o i i i e e 4,0 MU
Roztok B (NaHPO; - 12 HO) .ot 16,0 Ml

Roztok Mg(SQ) - 7 HbO .ot e i e e 0,2 M
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ROztok NHiCl ..o i i e e e e e 2. 1,0 M
Roztok CaCl -2 HoO .ot i i e i i i i e 1,0 M
ROZEOK NaCl ... e e e e 1,00
Roztok Fe (NH)2 (SO4)2 -6HO oo 2. 1,0 Ml
Roztok stopovych prvik..........coie it i i i e ve e eee2 . 0,1 M

Jednotlivé slozky byly smichany a doghy destilovanou vodou na
celkovy objem 100 ml. Poté byla provedena steritiear autoklavu p 125°C

po dobu 30 minut.

Suspendé&ni roztok (SR1)

Na pripravu 500 ml suspendaiho roztoku bylo pouzito:
TWween 80 ... e e i i 20,75 0
Difosforecnan sodny .......co.cooiii oot i i i e 2,0 O
Chlorid SOANY ..o s e e e s e e e e e e e e 2, D ()
Destilovana voda ..........cocoiiii i it it i e e e e e e en ... D00 M

Roztok byl rozlit do 10 lahvi po 50 ml. Do kazdénhiée bylo dano 5-10
sklerenych kulicek. Poté byla provedena sterilizace v autoklavul®25°C po
dobu 30 minut.

Suspend&ni roztok s 10x nizSim obsahem Tween 80 (SR2)

Na pripravu 200 ml suspendaiho roztoku bylo pouzito:
Tween 80 ... e e e e e e e e e e e e e e e e 0,030
Difosforecnan sodny .......coooe it cie e i e e e e e 0,80
ChIorid SOANY .o e e e s e e e e e e e e e e a2 1,0 O
Destilovana voda ..........cocoi i it e i e e e 2. 200 M
Roztok byl rozlit do 4 lahvi po 50 ml. Do kazdé lehbylo dano 5-10
sklerénych kulicek. Poté byla provedena sterilizace v autoklavul®25°C po

dobu 30 minut.
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Chloroformovy roztok Ecoflexu I (¢c=0,050 mg/l)

Bylo navazeno 2,5 g granuli Ecoflex a rozpu& asi v 30 mli
rozpousSédla chloroform a po rozpudmhi doplnino chloroformem na celkovy

objem 50 ml.
Chloroformovy roztok Ecoflexu Il (¢c=0,125 mg/l)

Bylo navdZzeno 10,0 g granuli Ecoflex a rozpugt asi v 50 ml
rozpousédla chloroform a po rozpu&mhi doplnino chloroformem na celkovy

objem 80 ml.
Chloroformovy roztok Ecoflexu Il (c=0,025 g/l)

Bylo navazeno 5 g granuli Ecoflex a rozpusdé asi ve 100 ml
rozpousSédla chloroform a po rozpudmhi doplnino chloroformem na celkovy

objem 200 ml.
Chloroformovy roztok Ecoflexu IV (¢c=0,010 g/l)

Bylo navazeno 0,5 g granuli Ecoflex a rozpusi asi v 30 ml
rozpousédla chloroform a po rozpu&mhi doplnino chloroformem na celkovy

objem 50 ml.

6.3 Zivna média

Kasein-sojovy agar (Tryptic Soy agar, CASO agar)
Kasein sojovy agar p&tmezi univerzalni Zivna média. Rostou nam
chemoorganotrofni bakterie [22].

Na ptipravu 200 ml bylo pouzito:

Hydrolyzat Kaseinu ..........cocoo i i i e 0222 3,0 0
SOJOVY PEPLON ottt et e it e e et e et e et e e e e e e e e e e 1,000
NaC o e e e e e e e e e 1,0 0
A G Al e e e e e e e e e 3,0 O
Destilovana voda ..........coooiiii i i i e e e e e e ... 200 M

VS8echny komponenty byly promichany v lahvi a stemvany

v autoklavu pi 115°C po dobu 30 minut. Po vyjmuti z autoklavul mbsah
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lahve promichan krouzivym pohybem a po ochlazenicea 50°C byl agar

rozlit do sterilnich Petriho misek a nechan ztuhnhou

Glycerol-dus¥nanovy agar

Na tomto agaru rostou mikroorganismy schopné vyakidusténany
jako zdroj dusiku. Rostou na&m tedy bakterie, aktinomycéty i pligrf22].

Na pripravu 200 ml bylo pouzito:
ZAKIAA .o e e e e e e e e 4,9 O
GlYCeIOl o e e e e i e . 40 O
NACHT L e e e e e e 1,000
Destilovana voda ..........cocooiii i i e e e e e e e ... 200 M
Zaklad
NAC o e e e e e e e e e e e e . 0,2 Q)
KINO 3 e et e e e e e e e e e e e e e e et et 0B g
CACKDE oot e e e e e e e 0,02 g
MOS 04 TH2O .. o e e e e e e e et e e e e e et et .0,02
KoHP Oy oo 0. 0,16 0
FeSQ.7THO . i e e e e e e e e . STOPY
0 - < 1 O B o

VSechny komponenty byly promichany v lahvi a stemdvany
v autoklavu pi 115°C po dobu 30 minut. Po vyjmuti z autoklavul mbsah
lAhve promichan krouzivym pohybem a po ochlazenicea 50°C byl agar

rozlit do sterilnich Petriho misek a nechan ztuhnou

Padni agar s bengalskowerveni a chloramfenikolem

Pouziva se pro kultivaci g@nich plisni, protoZze zabitaje rozmistani
mycelii nékterych rychle rostoucich rad(Mucor, Rhizopus) a inhibujeust
bakterii [22].

Na ptipravu 200 ml bylo pouzito:
ZAKIAA ... e e e e e e e e e .. 0,0 0
Bengalska&erven 1% .......c.coo it iiiiii i i i i e e e e 1,4 M
TrY PN . e e e e e e e e e i e e e e e e e 2. 200 MQ

DestiloVana VOoda ....coooe o e e e e e e e e e e e i e 0200 M
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Zaklad

GlUKOSA oot i e e 2,0 O

NANOS o e e e e e e e e e 0. 0,20

KH 2P Os o e e e e e e e e e e e e e e e et . 0,29

Chloramfenikol...... ..o e e e e e i a2 0,012 @

A G Al e e e e e e e e e e e e e e e e e 03,0 O
VSechny komponenty byly promichany v lahvi a stemvany

v autoklavu pi 115°C po dobu 30 minut. Po vyjmuti z autoklavul mbsah

lahve promichan krouzivym pohybem a po ochlazenicea 50°C byl agar

rozlit do sterilnich Petriho misek a nechan ztuhnhou

Mineralni agar
Na pripravu 200 ml bylo pouzito:
Roztok A (KH2POy) oo e e . 8,0 MU

Roztok B (NaHPO; - 12 HO) .ovviiii i 32,0 M
Roztok Mg(SQ) - 7 HbO i s i e 2. 0,4 M
ROztok NHiCl ..o e e e 2. 2,0 M
Roztok CaCl -2 HhO ...t e i i . 2,0 M
ROZEOK NaCl ... e e e 2,00
Roztok Fe (NH)2 (SO4)2 -6HO oovei i 2,0 mli
Roztok stopovych prvik..........coeii it i e i e e e 222, 0,2 M
A G Al e e e e e e e e e e e e e e 3,0 O

Jednotlivé slozky byly smichany a doghy destilovanou vodou na
celkovy objem 200 ml. Poté byla provedena steritizgar autoklavu p 115°C

po dobu 30 minut.
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7 PRISTROJOVE VYBAVENI A LABORATORNI POM UCKY

* Analytické vahy KERN 770, Mmecko

* Analyzator uhliku SSM-5000 A, Shimadzu Corp., Japkn

« Asepticky laminarni box Telstar, Sp&sko

+ Chladnika Ardo, CR

+ Chladnika ZanussiCR

* Elektricka susarna UM 100, Memmert¢idecko

+ Elektromagnetickd micktka MM2 Laboratorni pistroje PrahaCR

« Elektronovy mikroskop VEGA LMU, Tescan s.r.cCR

 EtaZovy lis, FT UTB Zlin

* Hlubokomrazici box Biotech, Dansko

* Laboratorni autoklav LaM-320 Sanoclavgidecko

* Lazer vodni WBU 45 Memmert, Bmecko

* Luminometr kyvetovy 20/20n East Port, Turner Biosyms, USA

« Mikrodavkovase (1-5 ml, 100-1000ul, 20-200 ul, 2-20 pl, 0,5-10 pl)
Biohit, Finsko; Discovery, Polsko; Brand,élhecko

* Mikroskop CX 41 Olympus, Japonsko

+ Minitiepatka MS1 Schoeller Pharma&R

* Plynotsna injekni sttikacka Hamilton o objemu 10Ql, USA

* Plynovy chromatograf GC Agilent 7890 s programeme@istation, USA

« Predvazky KERN WEW 1500-2M, &mecko

o Sterilni filtr MILLEX GS 0,22um MILLIPORE, Irsko

« Tedlaniv vak o objemu 0,6 |

« Trouba 524 MORACR

* Vakuova suSarna UFP 800, Memmertémlecko

* Vibra¢ni trepaika Titramax 100 Heidolph, USA

+ Vzduchovaci motorek HP 6000 ATMAN, Silent&R

» B¢zZné laboratorni sklo a vybaveni
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8 METODIKA PROVEDENYCH POKUS U

8.1 Sterilizace

Pifi provadni experimeni byly dodrzovany zasady tzv. aseptické préace
k zamezeni kontaminace mikroorganismy. To vyZadovalsterilizaci
pouzivanych roztok a laboratornich podcek. Snizeni kontaminace

z ovzduSi se dosahovalo prowddm praci v laminarnim boxu.

8.2 Priprava a charakteristika vzorku

8.2.1 Charakteristika vzorku
Testovany vzorek :Ecoflex

Vzorek byl dodan spokmosti BASF spol. s.r.o. ve formbilych granuli,

z nichz byly gipraveny fizné formy vzorku.
Formy materialu Ecoflex:

- folie o tlou¥ce 100um ( roznmery cca 3 X 7 mm)
- tenky povlak na perlitu
- prasek

Elementarni analyza

Ecoflex byl testovan z hlediska obsahu hlavnichkirvObsah prvk (C, H
a S) ve vzorku byl stanoven n&iptroji Flash EA 1112 Elemental Analyzer.
Vysledky byly ziskany od Ing. Lenky Trhlikové, Lakator instrumentalni
analyzy, FT UTB Zlin.

¢ obsah uhliku: 62,54%
e obsah vodiku: 6,76%
e obsah siry: 0,03%

Stanoveni krystalinity vzorku

Krystalinita byla stanovena u Ecoflexu ve fo¥nisované fdlie (tlougka
100 um), ve forme lité folie (cca 100um) a prasSku. Lisovana félie a prasSek

byly pfipraveny postupem popsaném v kap. 8.2.2. Litad fdia pripravena
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rozpuSénim 6,28 g vzorku v rozpou&dle chloroform o objemu 30 ml.
(Navéazka granuli Ecoflexu ptgbna k ziskani 10Qm félie byla vypa@dtena
z rozmeru Petriho misky, pozadované tloilg folie Ecoflexu a hustoty
materialu Ecoflex). Polovina ippraveného roztoku (15 ml) byla nalita na
Petriho misku s mineralnim agarem MM2i{prava MM2 viz kap. 6.2) a
nechana 24 hodin v digegio k odpaeni rozpou&tdla. Po odpgeni
rozpousStdla byla vznikla félie z agaru sloupnuta a pouzZpao stanoveni
krystalinity. Krystalinita vzorku byla stanovena mgenovou difrakni
analyzou (XRD). Analyza byla provedena doc. Ing.nRmem Cermakem,
Ph.D, Ustav inzenyrstvi polymé&r Namstené hodnoty krystalinity Ecoflexu

v riznych forméach jsou uvedeny v kap. 9.1.

8.2.2 Pr¥iprava vzorku
Folie o tlou&’ce 100um

Folie byly piipraveny lisovanim granuli Ecoflex nadwim etdZzovém lisu.
Teplota lisovani byla 140°C. Navazka granuli fEitnd k ziskani 10Qum
folie byla vypatena z rozmru lisovacich desek, pozadované tlékyg folie

Ecoflexu a hustoty materidlu Ecoflex [23]:
n=albld[p=20020[ 001l 125=5g (1)
Kde:
n - navazka Ecoflexu (g)
a,b -rozmry lisovacich desek (cm)
d - pozadovana tlowka folie Ecoflex (cm)
P - hustota Ecoflexu (g/ch)

Pripravené folie byly naslednnastihany na kousky o roz#rech cca 3
X 7 mm. Byla provedena elektronova mikroskopie waoznazorgnéd na Obr.
3 v kap. 9.
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Vzorek ve forn# tenkého povlaku na perlitu

Cilem bylo ziskat tenky povlak obalujici perlit pboodegradani testy
(kap. 8.5), tak aby bylo mnozZstvi Ecoflexu v lahwiperlitem 500 mg. Byl
vytvoien roztok (chloroformovy roztok Ecoflexu | o ¢ =0®0, viz kap.6.2),
ktery byl dadvkovan do lahvi s obsahem 6,67 g perm mnozstvi 10 ml a
dukladn¢ promichan s perlitem. Nasledrbyla lahev s perlitem vyfoukavana
vzduchem po dobu 24 hodin k odsteam veSkerého rozpou&dla. Opit byla

provedena elektronova mikroskopie vzorku znazo na Obr. 4 v kap. 9.
Prasek
Byly ptipraveny dva #zné¢ koncentrované chloroformové roztoky

Ecoflexu viz kap. 6.2. (chloroformovy roztok Ecoxle Il o ¢ = 0,125 mg/l a

chloroformovy roztok Ecoflexu Ill o ¢ = 0,025 mg/I

Pro ziskani prasku se Kipravenym roztokm pridaval c&lickou etanol
v mnozstvi asi dvojnasobku objemu rozfok tim doSlo k jejich vysrazeni.
Poté se vznikla srazeninaigfiltrovala pes fritu a ziskany prasSek byl

ponechan 24 hodin v digegdiok odpaeni rozpou&tdla.

K roztoku o koncentraci ¢ = 0,125 mg/l bylo postéppo kapkach
piidano 160 ml etanolu, k druhému roztoku o konceaitr@,025 mg/l bylo
piidano 500 ml etanolu. DoSlo k rovh@mému vysrazeni obou rozték
v celém objemu. Refiltrovanim a vysuSenim byl ziskan prasSek, kteyy bpét

pozorovan elektronovym mikroskopem. (Obr. 5 v k&p.

8.3 Charakteristika substratu

8.3.1 Puadni substrat

Jako substrat pro testovani biodegradaceigrnpm prostedi slouzilo 7
druha pad. Téchto 7 md charakterizuje vSechny zeuklské druhy md

vyskytujici se vCeské republice.

Puady byly pted pouzitim k jednotlivym experimein prosity na sit o

velikosti ok 2 mm.
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U jednotlivych pid byla stanovena suSina a proveden mikrobiologicky
rozbor. Ostatni charakteristiky byly ziskdny od Ingfiho Janaka, MZLU
Brno, kdy jednotlivé pudy byly klasifikovany podle mezinarodnuznavané
klasifikace IUSS Working Group WRB, 2006.

Tab. 3: Druhy md z jednotlivych lokalit (Ing. ¥ Jand&k, MZLU Brno)

Lokalita Horizont Padni druh
Vatin Ap (ornice) kambizem modalni na ortorule
N. Mestov na Ap (ornice) kambizem moda&lni na syenitu
Morave
Veverské Kninice Ap (ornice) fwWlozem modalni na sprasi
Bratcice Ap (ornice) cernozem modalni na sprasi
y Ah (humozni fluvizem modalni na nevapnitych
lvan . S, .
lesni) aluvialnich sedimentech
Popice Ap (ornice) ¢ernozem modalni na
P P polygenetické hlig
Hodonin Ap (ornice) regozem arenicka na navaténkgpls

Tab. 4: Zrnitostni charakteristikadu (Ing. Jiri Jandak, MZLU Brno)

) Obsah ¢astic (%) . o
Lokalita Zrnitostni trida
2,00-0,05| 0,05-0,002 < 0,002
Vatin 51,13 37,53 11,33 pigd hlina
Nove Méstona | 54 49 40,60 8,01 hlina
Moravé
Veverské Kniniceg 12,19 60,39 27,43 ”pra'cr']ow’ta
jilovita hlina
Bratcice 20,24 53,48 26,28 prachovita hlina
lvan 17,68 57,55 24,77 prachovita hlinfp
Popice 42,62 38,86 18,52 hlina
Hodonin 91,56 3,27 5,17 pisek
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Tab. 5: Hodnoty pdnich reakci jednotlivychju
(Ing. Jiri Jandak, MZLU Brno)

Lokalita PH H20 PH «ci
Veverské Kninice 6,44 6,33
Vatin 6,06 4,23

Nové Meésto na Mora¥ 7,10 5,18
Bratcice 7,28 6,28

lvan 7,04 5,49

Popice 8,06 7,52
Hodonin 6,12 4,43

Kde:
PH w20 — aktivni pidni reakce

PH kci — vyménna (potenciélni) pdni reakce

Stanoveni susiny fd

Do piredem zvazenych Petriho misek bylo na analytickyelmach navazeno 2
g pudy s pesnosti £ 0,0001 g a vysuSeno do konstantni hmditnosuSarri
pii 105°C. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byhisky zvazeny
s presnosti £ 0,0001 g. Stanoveni suSiny bylo provedgkat vedle sebe pro
vSech 7 drufh pad. SuSina pd byla vyjadena v procentech (kap. 9.2, Tab.
14).

Mikrobiologicky rozbor pid

Mikrobiologicky rozbor md byl zaméieny na stanoveni hlavnich skupin
mikroorganisnii (celkovy pdaet chemoorganotrofnich bakterii, stanoveni
vlaknitych plisni) a na stanoveni vybrané skupinydpich mikroorganism

(aktinomycéty) [22].

Rozbor md byl proveden Kkultivani metodou. Mikroorganismy maji

schopnost sorbovat se n@dni ¢astice, proto bylo pdeba vytepavat vzorky
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pud do suspendmich roztoki, které uvohuji mikrobialni buiky z piadnich
¢astic [22].

VytFep vzorku

Do sterilniho suspendaiho roztoku SR1 (slozeni viz. kap. 6.2) o objemu 5
ml bylo navaZeno 5 g vzorkutply (ziskalo se takedsni 10') a po dobu 15
minut bylo tepano v ruce. Poté se nechaladp odsedimentovat a nésledn

byl supernatantedén desetinowadou a vydkovan na pislusna zivna meédia.

Desetinnéredéni

Do sterilnich ependorfek bylo nadavkovano 9pl0sterilniho fyziologického
roztoku a k tomu bylo nadavkovano 1@0suspenze pdnich mikroorganism
z lahve se suspendaim roztokem (tj. ztedsni 10%), tim bylo ziskanaedsni
102, Odpipetovanim 10Qul z ependorfky ofedéni 102 do dalsi ependorfky
s fyziologickym roztokem bylo ziskandedsni 10°. Timto zpisobem se
pokratovalo aZ doredéni 10°.

Ockovani zivnych fd

Z ptipravenych ependorfek dedsni 102 a? 10’ se vyakovavalo po 100ul
na predem gipravena zivha média, aby byla ziskaradéni podle nize
uvedeného rozpisu. &&ovanim objemu 10Qul Slo vliastre o dalSi desetinné
zredsni. Redéni 10! se ziskalo odebranim 1 milfimo ze suspendaiho
roztoku a fedéni 102 odebranim 10Qul ze suspend&iho roztoku. Kazdé
fedéni bylo inokulovano na Zzivna meédia 3krat vedle seleokulovana
mnoZzstvi byla rozéena po celém povrchu adarsterilnimi sklegnymi
hokejkami a nasledn odsuSena v laminarnim boxu. Inkubace probihata p
25°C po dobu 3 din u stanoveni chemoorganotrofnich bakterii a po d@bu
dni u ostatnich. Poté byly u nejvho&gsich misek spoditany kolonie a
piepaiteny podle fedéni a na suSinu jd. Paty mikroorganisnii byly
vyjadireny v jednotkach CFU/g suSiny a uvedeny v kap. @.2b. 15).

Rozpisfedéni:

Kasein-sojovy agar (stanoveni poétu chemoorganotrofnich aerobnich
bakterii):fedsni 10%, 10°, 10°, 10”
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Glycerol-dusénanovy agar(stanoveni potu aktinomycét):fedsni 103, 10,
10°, 10°

Pudni agar s bengéalskoucerveni a chloramfenikolem(stanoveni pétu
padnich vlaknitych plisni)fedsni 10*, 102, 103, 10*,

8.3.2 Substrat vyzralého kompostu

Jako substrat pro testovani biodegradace v gealdt vyzréalého
kompostu slouzily dva zahradnické komposty od firmMyGRO CS, a.s.
Komposty byly inkubovany ve vodni lazni fip 58°C za stalého

provzdudiovani a zvlkovani destilovanou vodou.

Vyzralé komposty obsahovaly zkompostované surovirpstlinného
puvodu s gidavkem dolomitického vapence. Dodavaji daidy zakladni

Ziviny, zejména dusik, ale i zakladni prvky.

U obou kompost byla stanovena suSina, spalitelny podil a proveden
mikrobiologicky rozbor. Ostatni charakteristiky lyyluvedeny vyrobcem

komposft.

Tab. 6: Charakteristika kompostu — chemické a fgmk vliastnosti (AGRO
CS, a.s.)

Charakteristika komposti

pH Spalitelné latky Celkovy dusik Nerozlozitelné pimésy

6,0-8,5 min 45 % susSiny min 0,6 % susiny max 2 %

SuSinakomposfi byla stanovena stejnym #pobem jako u pd (kap. 8.3.1).

Vysledky jsou uvedeny v kap. 9.2 (Tab. 17).

Spalitelny podil

U kompostu byla nejprve stanovena suSina. Poté mdeazeno do iedem
vyzihaného a zvazeného kelimku 0,6 g komposturesposti + 0,0001 g.
Vzorek byl Zihan v peci # 550°C po dobu 2 hodin a po ochlazeni
v exsikatoru zvazen. Spalitelny podil byl vyden od&tenim zbytku vzorku

po spaleni od suSiny vzorku a vyji@h v % (kap. 9.2, Tab. 17).
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Celkovy uhlik (TC)

Pro stanoveni celkového uhliku (TC) byl pouzit ayrditor uhliku Shimadzu
TOC 5000A.

Vzorek byl zoxidovan v proudu Kkysliku ve spalovatiubici pfi teploté

950°C. Vznikly CQ byl detekovan na NDIR detektoru (Non-Disperse hefth
Detector), kde signal vznikajici absorpcitigplusné vinové délky byl
registrovan jako plocha pikufpno Gumerna koncentraci TC ve vzorku.
Vysledky byly uvedeny v % TC (kap. 9.2, Tab. 17).

Mikrobiologicky rozbor byl proveden postupem uvedenym v kapitole 8.3.1.

(mikrobiologicky rozbor [id). Na rozdil od pd byl navic stanoven celkovy
pocet termofilnich bakteriifedsni 10* az 10°). Inkubace probihalaip 58°C
po dobu 7 did. Rozdilna byla také inkubace u stanoveni celkovétootu
aktinomycét, kterd vippadk kompostu probihala i 58°C. Vysledky

mikrobiologického rozboru jsou uvedeny v kap. 9Tab. 16).

8.4 Pokus o izolaci degrad#énich mikroorganismi na mineralnim agaru

Cilem byla izolace mikroorganisin schopnych degradace vzorku

Ecoflex.

Pokus byl prova&n s tenkym filmem Ecoflex na Petriho miskéach
S mineralnim agarem inukolovanym gsmou kulturou gdnich

mikroorganisnii.

Mineralni agar (MM2) byl pipraven dle postupu uvedeného v kapitole
6.3.

Piiprava tenkého filmu Ecoflex o tlotiée ntkolik um

Tenky film materidlu Ecoflex byl vytvien nadavkovanim 500upul
chloroformového roztoku Ecoflexu (chloroformovy rtok Ecoflexu IV o ¢ =
0,010 mg/l, kap. 6.2) na Petriho misku s mineralnagarem. Roztok byl
rozlit tak, aby vytvdil po celé misce tenkou vrstvu a nechan 24 hodimoxu

k odpaeni rozpou&tdla. Po odp#eni rozpou&tdla byl tenky film nadkovan
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suspenzi pdnich mikroorganisnii (fedéni 10%) a po odsuseni préhla

inkubace pi 25°C ve tne.

Pokus byl proveden praitpady z lokalit: Bratice, Ivai, Popice. Tyto
pudy byly vybrany podle nejvy$Siho ptu chemoorganotrofnich aerobnich

bakterii zjiS€ného mikrobiologickym rozboremug (kap. 8.3.1).

Byla provedena mikroskopie mikrobialnich kolonii mpoci optického
mikroskopu. Na podlozni skiko byla nalepena oboustranna paska, na kterou
byla nanesena kikou kolonie a timto zppsobem byla zafixovana. Poté byl
preparat obarven fedénym karbolfuchsinem po dobu 60 wier a poté
oplachnut destilovanou vodou a vysuSen. Preparatplmgzorovan sv¥telnym
mikroskopem pomoci imerzniho objektivuiipzvétSeni 1000krat. Preparat

byl pozorovan i bez pouziti imerzaipzvétSeni 1000krat.

8.5 Stanoveni biologické rozlozitelnosti vzorku pomocsledovani

produkce oxidu uhli¢itého

Principem metody bylo sledovani produkce oxidu dhBho, ktery
vznikal jako produkt aerobni biodegradace vzorkuottex. Ecoflex zde byl
jedinym zdrojem uhliku a energie pro mikroorganismiytomné v substratu,

které se podilely na rozkladu testovaného vzorku.

Biodegradace vzorku byla provémda za aerobnich podminek wignim

prostedi a v prostedi vyzralého kompostu.

Kromé produkce CQ byla sledovana spbtéba Q kterda ukazovala na

dodrzeni aerobnich podminekhem biodegradeniho pokusu.

8.5.1 Priprava biodegradatniho pokusu

Bioreaktory (ldhve pro biodegradai testy)

Pro biodegradeni testy byly pouzity lahve o objemu 500 ml
s celkovym objemem plynné faze 580 ml. Lahve bylyaweny uza¥rem

s otvorem pro patronu se septem (Obr. 2).
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Obsah bioreaktar

- substrat (7 drul pad, 2 druhy vyzralého kompostu)
- perlit (Agroperlit od firmy AGRO CS, a.s.)
- vzorek Ecoflex (fzné formy)

- mineralni médium MM2 (slozeni viz kap. 6.2)

Obr. 2: Bioreaktor (lahev pro
aerobni biodegradani testy)

Pitiprava substréi

Pied navazenim substrtatdo reaktoét bylo nutno provést stanoveni
suSiny substrat (pada, vyzraly kompost). Stanoveni suSiny byly provede
podle postupu uvedeného v kap. 8.3.1. Vysledky jsouedeny v Tab. 17
v kap. 9.2.

Piiprava perlitu

Perlit byl pred pouzitim 3krat proplachnut v destilované ¢aa vysuSen
v suSarg pii 105°C. Perlit slouzil k zvySeni pérovitosti a maduSreéni

substrat.
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8.5.2 Biodegradace v @mdnim prostiedi

Pro testovani biodegradace vzorku &dmim prostedi byly pouzity
vzorky Ecoflexu ve form félii o tlousce 100 um nastihané na kousky

velikosti asi 3 x 7 mm. Jakoupini substrat slouzilo vS§ech 7 drulpud.

Do reaktof byl navazena pda v mnozstvi 1,67 g suSinyady. Pida
byla naedéna perlitem v poraru 1:4 (1,67 g suSinyidy na 6,67 g perlitu).
Vzorek ve form¢ 100 um folii byl davkovan do lahvi v mnozstvi 0,5 g,
navazenym na analytickych vahach iegnosti + 0,0001 g. Obsah bioreaktor
byl nakonec zviien 6,67 ml mineralniho média MM2, dodavajici do
prostedi rozpus&né Ziviny. Slepé pokusy bylyifpraveny stejnym zfpsobem
jen bez testovaného vzorku. Po dokonalém promichamisahu lahvi

probihala inkubaceip 25°C ve tng.

Testovani biodegradace vzorku wgnim prostedi probihalo ve dvou

biodegradanich pokusech.

V prvnim pokusu byly pouzity 2 druhyagd z lokalit Ivair a Bratice.
Vzorky Ecoflexu byly testovany 3krat vedle sebeem® pokusy také 3krat
vedle sebe (Tab. 7).

Ve druhém pokusu bylo vyuZzZito zbyvajicich 5 dfutptad z lokalit
Popice, Hodonin, Nové Bkkto na Mora¥, Vatin a Veverské Kninice. Vzorky

i slepé pokusy byly nasazeny 2kréat vedle sebe (T3b.
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Tab. 7: Nasazeni pokusu ligni prostedi)
. | Latkas | Navazka | Navazka| Susina |C€'KOVY
Lokalita | Oznaéeni o o uhlik
o ; forma vzorku pady pady
pudy lahvi vzorku () (@) (%) vzorku
g g 0 (%)
11 Ecoflex 0,5006
lvan 12 folie 100 0,5008 1,93 86,62 62,54
13 pm 0,5014
IS1
lvan IS2 Slepy pokus 1,93 86,62
IS3
Bl Ecoflex 0,5062
Bratcice B2 folie 100 0,5048 1,87 89,32 62,54
B3 pum 0,5056
BS1 ---
Bratcice BS2 Slepy pokus 1,87 89,32
BS3
Tab. 8: Nasazeni pokusu 2:igni prostedi)
. Ozna- Latka/ Navazka | Navazka | SuSina Celkf)vy
Lokalita . o o uhlik
nidy ceni forma vzorku pady puoldy vzorku
lahvi vzorku (9) (9) (%) (%)
. Pl Ecoflex 0,5023
Popice P2 folie 100um | 0.5066 1,74 96,18 62,54
. PS1 .
Popice PSo Slepy pokus 1,74 96,18
. H1 Ecoflex 0,5006
Hodonin a2 folie 100um | 0.5027 1,68 99,61 62,54
] HS1 .
Hodonin HS? Slepy pokus 1,68 99,61
N.M¢sto N1 Ecoflex 0,5063
na Moraw N2 folie 100um | 0,5090 1,92 87,13 62,54
N.Mésto NS1 .
na Moraw | NS2 Slepy pokus 1,92 87,13
. V1 Ecoflex 0,5013
Vatin V2 folie 100um | 0.5001 1,97 84,98 62,54
] VS1 .
Vatin VS2 Slepy pokus 1,97 84,98
Veverskeé K1 Ecoflex 0,5023
Kninice K2 folie 100um | 0,5050 1,91 87,37 62,54
Veverské | KS1 ,
Kninice KS? Slepy pokus 1,91 87,37
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8.5.3 Biodegradace v proskedi vyzralého kompostu

Pro testovani biodegradace vzorku v presiti vyzralého kompostu byly
pouzity vzorky Ecoflexu ve for# folii o tlousce 100 um nastihané na

kousky velikosti asi 3 x 7 mm, tenkého povlaku rexlptu a prasku.

Do reaktofd byl navazen vyzraly kompost v mnozstvi 1,67 g swysSi
kompostu. Kompost byl radén perlitem v pomdru 1:4 (1,67 g suSiny
kompostu na 6,67 g perlitu). Vzorek ve fo¥ml00 um folii a prasku byl
davkovan do lahvi v mnozstvi 0,5 g, navdZzenym nalwickych vahach
s presnosti £ 0,0001 g. Tenky povlak Ecoflexu na perlibyl vytvoren
postupem popsanym v kap. 8.2.2 (chloroformovy r&ztecoflexu | o ¢ =
0,050) a byl davkovan do lahvi ve foémoztoku v mnozZstvi 10 ml. Obsah
bioreaktofi byl nakonec zviben 6,67 ml mineralniho média MM2. Slepé

pokusy byly gipraveny stejnym zfpsobem jen bez testovaného vzorku.

Jako referedni latka byla pouzita mikrokrystalicka celul6za, eké
slouzila v testu jako pozitivni kontrola. Do reakto byla navazena

v mnozstvi 0,2 g sigsnosti + 0,0001 g.

Po dokonalém promichani obsahu lahvi probihala bdoe ve tmi pfi
58°C.

Testovani biodegradace vzorku uwgnim prostedi probihalo veitch

biodegradanich pokusech.

V prvnim pokusu byl pouzit vzorek ve fokml00 um foélii a testovani
probihalo v progtedi kompostu 1. Vzorky i slepé pokusy byly nasaz8hkyat
vedle sebe. (Tab. 9).

Ve druhém pokusu byl pouZit vzorek ve fo¢ntenkého povlaku na
perlitu a prasku. Byl vyuZzit kompost 2. Byla testova i celuléza jako
pozitivni kontrola pokusu. Vzorky, slepé pokusy eferertni latka byly

nasazeny 3krat vedle sebe (Tab. 10).

Ve tietim pokusu byl pouZzit vzorek ve foeml00 um félii. Testovani
probihalo v prostedi kompostu 2. Vzorky byly testovany 3krat vedlebs.
(Tab. 11).
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Tab. 9: Nasazeni pokusu 1 (presdi vyzralého kompostu 1)
‘o Navazka | Navazka | SuSina Celkpvy
Oznaceni Latka/ uhlik
. vzorku kompostu |kompostu
|ahV| forma Vzorku % VZOl’ku
(9) (9) (%) 0
(%)
KOMP 1S
KOMP 2S | Slepy pokus 47,68
KOMP 3S
KOMP 1 Ecoflex / 0,5058 2,95
KOMP 2 f6lie 100 um 0,5060 47,68 62,54
KOMP 3 H 0,5017
Tab. 10: Nasazeni pokusu 2 (prostli vyzrdlého kompostu 2)
o Navazka | Navazka | SuSina Celkpvy
Oznadeni Latka/ uhlik
. vzorku | kompostu [kompostu
lahvi forma vzorku 0 vzorku
(9) (9) (%) (%)
S1
S2 Slepy pokus 55,17
S3
CEL1 0,2012
CEL2 Celuléza 0,2016 55,17 42,39
CEL3 0,2016 303
TF1 Ecoflex / 0,5063 '
TF2 tenky povlak na 0,5063 55,17 62,54
TF3 perlitu 0,5063
PR1 0,5010
PR2 Ecoflex / praSek 0,5001 55,17 62,54
PR3 0,5019
Tab. 11: Nasazeni pokusu 3 (prosdi vyzralého kompostu 2)
‘o Navazka | Navazka | SuSina Celkf)vy
Oznaceni Latka/ uhlik
. vzorku kompostu |[kompostu
lahvi forma vzorku % vzorku
(9) (9) (%) o
(%)
2 KOM 1 Ecoflex / 0,5040
2 KOM 2 f6lie 100 um 0,5024 3,03 55,17 62,54
2 KOM 3 " 0,5005
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8.5.4 Analyza oxidu uhli¢iteho plynovou chromatografii

Produkce CQ@ i spotteba Q byly stanoveny metodou plynové

chromatografie na plynovém chromatografu GC Agil@890.

Analyza byla prova&na na dvou skleinych néaphovych kolonéach
délky 1,829 m zapojenych do série. N&pe byl analyzovan C®na kolore
s naplni Porapak Q (velikostastic 80/100 MESH) a poté doSlo kgpnuti
ventilu na druhou kolonu s molekulovym sitem (vest c¢astic 60/80
MESH), kde byl analyzovan £ K pfepinani ventih mezi kolonami

dochazelo pomoci tlakového dusiku resp. vzduchu.

Jako nosny plyn slouzilo helium (He)stoty 4.6. K detekci sloZzek byl
pouzit tepel® vodivostni detektor (TCD).

K vyhodnoceni signd& byl pouZzit program GC ChemStation.
Vyhodnoceni bylo provaho metodou pimé kalibrace pouzitim plynnych
standard. Pro sestaveni kalib&ai kiivky pro CO, byl pouzit kalibr&ni plyn
Linde Gas, a.s. Praha ($sny synteticky plyn 1 a 2 viz. kap. 6.1) a pro

analyzu Q byla kalibrani kifivka sestavena z obsahu kysliku ve vzduchu.

V Tab. 12 jsou uvedeny podminky, za kterych bylayedena analyza
CO; a 0,.

Tab. 12: Podminky #Feni CQ, a O, na pristroji GC Agilent 7890

Parametr Hodnota

Termostat 60

Teplota (°C) Injektor 200

Detektor 250

Nosny plyn Pratok (ml/min) 53
. . : 0,9 (CQy)

Piepinéni ventila Cas (min)

2,0 (&)

8.5.5 Postup méieni

Nejdiive byla sestrojena kalibéai kiivka vyuzitim kalibr&niho plynu

a poté m¢ieny vzorky.
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Pred odkErem plynu byly nejprve ldhve se vzorky intenzévn
protrepany v ruce a poté byl vzorek plynu odebiran zvEahpres septum
pomoci injekKni stikacky Hamilton o objemu 100ul a nastiknuty do
plynového chromatografu. Lahve s obsahem kompostly pouzity k méfeni
az po vyhladnuti na laboratorni teplotu. Po analydgly vzorky

provzdusrgny.

M¢ereni vzorki v padnim prostedi probihalo zp®atku v tydennich
intervalech, poté byly intervaly prodlouzeny aZz n& tydny. Vzorky
v prostedi vyzralého kompostu byly éheny nejprve vitidennich intervalech
a poté v tydennich intervalectCasové intervaly rareni byly ugeny podle
hodnot produkce C®a podle spakeby OG,. V piipadk rychlého naistu CG a

tomu odpovidajici vySSi spigby O, byly intervaly zkracovany a obracén

8.5.6 Provzdu&iovani lahvi (bioreaktoni)

Bioreaktory byly provzdufovany vzduchem vh&mym pomoci
silikonovych hadéek napojenych na&erpadlo. Pomocicerpadla byl vzduch
vharen pies promyvaci lahev s 5M roztokem NaOH, kde doclh@kezachytu
atmosférického C@ Za absorbér s NaOH byl zapojen absorbér s 0,05M
Ba(OH), jako pojistka @i vycerpani veSkerého roztoku NaOH.
Provzdu$iovani bylo provadno po dobu 10 minut za stalého ¢niho

protrepavani lahvi.

8.5.7 Zpracovani naméirenych dat

Naméiena data byla zpracovana s pouzitim nasledujicimirei [24]:

* Denni produkce uhliku ve for&tnCO,

M = ne P 25 rw(co,) D% £ 1000
RT 1000 S, V, 2)

mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve fa¥®O, (mgq)

< 3
0o =
IS}

atomarni hmotnost uhliku (g/mol)

tlak v okamziku provzduwdvani (kPa)

X ©

moléarni plynova konstanta (J/K.mol)
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T - termodynamicka teplota v okamziku provzdasani (K)

Vy - plynny objem lahve (ml)

w(COy,) - mnozstvi CQ v kalibranim plynu (%)

Vst ,Vyz -davkovany objem plynné faze standardu resp. kaordo

plynového chromatografuu()

Sst,Syz - signal detektoru u standardu resp. vzork¥.s)

* Kumulativni produkce uhliku ve forénCO,

Pokud nedochazi k provzdudvani bioreaktok, je kumulativni
produkce rovna produkci denni. Pokud je systém pdw&iovan, je

kumulativni produkce uhliku ve fortnCO, dana vztahem:

Mi)c2 = My T Mig)e2 (3)
Mk)c2 - kumulativni produkce uhliku z aktualnihoé¢heni (mg)
Mk)c1 - kumulativni produkce uhliku zipdchoziho mieni (mg)
M(d)c2 - denni produkce uhliku z aktualnihofeni (mg)

» Substratova produkce uhliku ve fo&¢n€O,

Jednd se o denni produkci uhliku ze sysiése vzorky, snizenou o
produkci uhliku ze slepych poktaistj. o produkci ze samotnych substiat

(puda, vyzraly kompost).

* Procento mineralizace uhliku z hlediska produki®,

D, = e (4)
D¢ - procento mineralizace uhliku z hlediska prodekeGO, (%)
M(s)c - substratova produkce uhliku ve fo¥® O, (mq)
Mc - hmotnost testovaného materialu (mg)
TC - obsah celkového uhliku v testovaném materi@b)



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 57

» Procentuelni obsah Ov lahvi

%0, = o) D Se Vo (5)
st sz
%0, - aktualni procento kysliku obsazeného v lahvi) (%
W(02) - obsah kysliku ve vzduchu (%)
Sst, Svz - signal detektoru u standardu resp. vzork¥ (s)
Vst, Vz -davkovany objem plynné faze standardu resp. vmor#do

plynového chromatografuu()

8.6 Stanoveni mikrobialni biomasy pomoci nifeni obsahu ATP

8.6.1 Luminometrie — méreni obsahu ATP

Tato metoda finaSi schopnost vyjait nejen mnoZstvi biomasy
mikroorganisni, ale také jeji fysiologicky stav [25]. VSechny Zivbuiky
obsahuji ATP (adenosintrifosfat), plnici energebak funkci pi béznych
buné¢nych procesech. #® odumieni burgk je ATP rychle rozlozeno a oke

tak slouzit jako mira biomasy [26, 27].

MnoZzstvi ATP v Zivych biikach Ize nétit pomoci luminometrie, coz je
metoda méfici intenzitu emitovaného %éani vytvaeného chemickou reakci
[28]:

luciferaza

ATP + D-luciferin + @ ===>AMP + PPi + oxyluciferin + C@+ z&eni (6)

Princip testu Pred analyzou je ATP uvoklmo z burkk do roztoku

pouzitim Extraktantu B/S. Po extrakci princip gpwa v pouziti luciferazy,
enzymu katalyzujiciho aktivaci D-luciferinu adenogifosfatem a
nasledujici oxidaci na excitovany oxyluciferin. Htmvany oxyluciferin i
navratu vyzéi svételna kvanta [27].

Intenzita zdéeni je gimo umérnd mnozstvi ATP, které informuje o

mnozstvi bugk obsazenych ve vzorku. Intenzitaieai je méfena pomoci



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 58

zarizeni luminometru. Vysledky jsou vyjadvany jako relativni jednotky
zateni (RLU) [28]. S¥telné z&eni je méfeno ged a po pidani znamého
mnozstvi ATP standardu. Tim je mozné vypst mnozstvi ATP v neznamém

vzorku vyjadeny v pmolech (13% mol) [26].

Rovnice pro vypoéet mnozstvi ATP (pmgl[26]:

ATP smp= 1 smp/ (I smp + sta— I smp) (7)
Kde:
ATP smp - mnozstvi ATP ve vzorku (pmol)
I smp - intenzita z&eni u vzorku (RLU)
| smp+stda - intenzita zéeni u vzorku se standardnintigavkem (RLU)

8.6.2 Nasazeni pokusu

Vzorek byl testovan ve fortn folii o tlousce 100 pm v padnim
prostedi. Byly pouzity ti druhy pid s nejbohatSim mikrobialnim ozZivenim
(poc¢ty mikroorganisnii jsou uvedeny v Tab. 15: Mikrobiologicky rozbor

pud), a to z lokalit Iva, Bratéice a Popice.

Testovany vzorek byl navdZzen na analytickych vd&h&cpesnosti +
0,0001 g v mnozstvi 10 mg do sterilnich vialek al ilyokulovan suspenzi

pudnich mikroorganism fedénou 1000krat.

Suspenze pdnich mikroorganism byla vytvarena navazenim 5 gaply
do suspend&iho roztoku SR2 (fiprava SR2 viz kap. 6.2) ardpanim po
dobu 15 minut v ruce. Poté se nechaled@ odsedimentovat. a nasledhylo
odebrano 14Qul supernatantu a nadavkovano do sterilni zkumavéyld mi
mineralniho meédia MM2 (fdprava meédia MM2 viz kap. 6.2). Navazeny
vzorek Ecoflexu byl inokulovan 200ul vytvoirené suspenze ughnich
mikroorganisnii a byl inkubovan ve vialkach na vibfai trtepaice pi 25°C
ve tme. Slepé pokusy byly vytvieny stejnym zfisobem jen bez fdani

vzorku.

Vzorky i slepé pokusy byly nasazeny 3krat vedldbesepro osm sad

meéreni (celkem 144 vialek). Vzorky se slepymi pokusyly nejprve
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proméifeny v nulty den a poté poéfdennich intervalech. Po 15 dnech
inkubace byl interval mfeni prodlouzen na 10 dni a poté na 15 dni. Pro
zachovani aerobnich podminek ¢hem experimentu byly vialky

provzdudiovany, a to vzdy po 14 dnech inkubace.

8.6.3 Postup neéreni celkového ATP

Cinidla pro msfteni ATP.

« ATP Reagent HS - lyofilizovan&inidlo obsahujici luciferdzu a
luciferin

 Diluent B — pufr pouzivany k raedéni ATP Reagent HS

» Extraktant B/S

» ATP standard

Roztok enzymu luciferazy byl fgpraven smichanim¢inidla ATP
Reagent HS ginidlem Diluent B. Po dkladném promichéani se roztok
enzymu rozpipetoval po 1 ml do ependorfek a ponéohhlubokomrazicim
boxu. Fed pouzitim k ndteni byl roztok enzymu nejprve rozmrazen a poté

dukladn¢ promichan.

Pired méfenim byl do vSech vialekipdan extraktant v mnoZzstvi 200,
ktery slouzil k uvolgni ATP z burk pudnich mikroorganism do roztoku.
Po extrakci se do prdzdné ependorfky odebralopdOextraktantu a pidal
enzym luciferaza v mnozstvi 16Ql. VSe seifaddnre promichalo a zmtilo
na @istroji luminometru. Poté bylofpdano 10ul standardu, ot promichano
a zmfeno. Ziskana hodnota intenzity vzorku se standandmitidavkem
musela byt alespo 10krat vySSi nez na#iena intenzita samotného vzorku,
jinak se muselo fistoupit kiedéni vzorku redestilovanou vodou. Vysledky
namgrené pistrojem byly vyjadeny jako relativni jednotky zé&ni (RLU).
Tyto hodnoty byly pepctteny podle rovnice (7) na mnoZstvi ATP
v jednotkdch pmol. Vysledky byly zpracovany slgédnutim kiedéni vzorku
a vyjadeny graficky jako zavislost mnozstvi ATP v pmoleaia dnech
inkubace vzork (Obr. 14, kap. 12).
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9 CHARAKTERISTIKAVZORKUA SUBSTRAT U

9.1 Charakteristika vzorku

Pro tuto diplomovou praci byl pouzit vzorek Ecofled firmy BASF,
spol. s.r.o. Vzorek byl poskytnut ve foengranuli vykazujici maly specificky
povrch. Pro ziskani vzorku s vySSim specifickym pdhem bylo nutno
ptipravit jiné formy vzorku, které byly dale pouzivarpro rizné analyzy.
Ecoflex byl pipraven ve form folii o tloustce 100 um, praSku a tenkého
povlaku obalujici perlit. Hprava €chto forem vzorku je popsana v kap.
8.2.2. U jednotlivych forem Ecoflexu byla provedeskenovaci elektronova
mikroskopie i ruznych zwtSenich na elektronovém mikroskopu VEGA
LMU od firmy Tescan. Ped vlastni analyzou byly vzorky pokoveny zlatem a
platinou. Ziskané snimky jednotlivych forem vzorkii rizném z¥tSeni jsou

znazorné na Obr. 3-5.

Na Obr. 3 je znazogm Ecoflex ve formd 100 um lisované félie. Ze

snimki je ztejmy hladky povrch félie.

SEM MAG: 1.00 kx Det: v EGA\\ TESCAN SEM MAG: 5.00 kx !SE Detector - VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 kV SM: RESOLUTION 50 um 7 SEMHV: 5.00 kV SM: RESOLUTION 10 pm s
a)Vac: Hivac Date(m/dfy): 04/27/09 Digital Microscopy Imagingn b )Vac: Hivac Date(m/dfy): 04/27/09

Digital Microscopy Imaging n

Obr. 3: Elektronova mikroskopie Ecoflexu ve ferfdlie o tloug’ce 100um,
a) 1000x zvtSené, b) 5000x z¥Sené
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Na Obr. 4a) lze vidt ¢isty perlit bez pitomnosti Ecoflexu. Jsou zde
vidét bublinky perlitu na povrchu jakoby rozbité. NadiejSim snimku (b) je
zobrazen perlit pokryty tenkou vrstvou Ecoflexu.&de, Ze Ecoflex t\d na
perlitu povliak o tlousce mensi nez m. Je vidt, Ze vzorek s perlitem je

porézni a vykazuje &tSi specificky povrch nez zméné fdlie.

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE Detector VEGAW TESCAN SEM MAG: 1.00 kx ) Det: SE Detector VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 kv SM: RESOLUTION 50 um 7 SEM HV: 5.00 kV SM: RESOLUTION 50 um -
a)Vac: Hivac Date(m/dfy): 04/20/09 Digital Microscopy Imaging n b ) Vac: Hivac Date(m/dfy): 04/20/09

Digital Microscopy Imaging n

Obr. 4: Elektronova mikroskopie ayistého perlitu, 1000x ztSené, b)

Ecoflexu ve formitenkého povlaku na perlitu, 1000xéz§ené

SEM MAG: 2.00 kx Det: SE Detector VEGAW TESCAN ~ Det: SE Detector VEGAW TESCAN

SEM HV: 5.00 kV SM: RESOLUTION 20 pm 7 SEM HV: 5.00 kv SM: RESOLUTION 10 pm i
a)Vac: Hivac Date(m/dfy): 03/05/09 Digital Microscopy Imaging n b )Vac: Hivac Date(m/dfy): 03/05/09 Digital Microscopy Imaging n

Obr. 5: Elektronova mikroskopie Ecoflexu ve fa@rnprasku, a) 2000x

zvetSené, b) 5000x 2vSené
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Na Obr. 5 je vidt struktura vzorku ve form prasku. Prasek je twen

kulickami o velikosti do 5Qum.

Ze snimki, ziskanych skenovani elektronovou mikroskopii,m@zno
vidét, Ze vzorek ve form prasku a povlaku na perlitu ma mnohem vySSi
specificky povrch nez vzorek ve fokm100 um folii. Tato skuténost se
projevuje v provadnych testech s timto materialem, konkré&tn
v biodegradanich testech v prosedi vyzralého kompostu. Vysledky cthto
testi jsou popsany v kap. 11.2.

U vzorku ve form¢ 100 um félii byla provaéna elementarni analyza
s cilem ziskat informaci o obsahu pivkuhliku, vodiku a siry ve vzorku.
Analyza byla provaé&na na pistroji Flash EA 1112 Elemental Analyzer Ing.
Lenkou Trhlikovou, Laboratio instrumentalni analyzy, FT UTB Zlin
(vysledky viz. kap.8.2.1). Hodnota obsahu uhliku waorku byla pouzita fi

vypoétech u stanoveni COmetodou plynové chromatografie (Tab. 7-11).

Dale bylo provedeno stanoveni krystalinity Ecoflex@ilem bylo
popsat vliv krystalinity #znych forem vzorku na biodegradaci. Krystalinita
vzorku byla stanovena rentgenovou diftak analyzou (XRD). Analyza byla
provedena u vzorku ve fornlité félie a lisované fdlie doc. Ing. Romanem
Cermakem, Ph.D., Ustav inZenyrstvi polymerFT UTB Zlin (piipravy
vzorka jsou popsany v kap8.2.1 a 8.2.2). Domnivame se, Ze vysledky u lité
folie by mohly odpovidat vzorku ve fordnpovlaku na perlitu, ktery je rowi
ptipravovan z chloroformového roztoku Ecoflexu. Vydky nantiené
krystalinity vzorka jsou uvedeny v Tab. 13. Z technickychtasovych divodu

nebylo prozatim moZno provéstéieni i u vzorku ve forma prasku.

Tab. 13: Procenta krystalinity Ecoflexu ve fodnhité fdlie, lisované folie a

prasku
Forma vzorku Krystalinita (%)
lita folie (tlou&’ka cca 100um) 18,8
lisovana félie (tlouska 100um) 20,6
prasek nestanoveno
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Krystalinita vzorku niize obecg mit vliv na biodegradaci vzortk[10].
Cim niz&i hodnota krystalinity, tim snaé&j§i biodegradace vzorku. Z Tab. 13
vyplyva, Zze namiena krystalinita Ecoflexu ve forénlité folie a lisované
folie se od sebe vyznamimeliSi, pesto nizZSi hodnota krystalinity u lité félie
muze znamenat snadjsi biodegradaci vzorku, coz se i potvrdilo v testu
biodegradability v prosedi vyzralého kompostu (kap. 11.2). Lisované f&ie
tloustce 100um vykazuje v dnim i kompostovacim biodegrasiaim testu
niz§i hodnoty mineralizace vzorku, coz by odpovidalySSim hodnotam
namérené krystalinity vzorku. Krystalinitu vSak nebylo obno stanovit u
vzorku ve forng¢ prasku, proto nemame dostatek informaci pro dokazéivu
krystalinity na biodegradaci vzorku. Rozdily v mnaéizaci Ecoflexu vSak
byly zaznamenany uteznych forem vzorku v progedi vyzralého kompostu,
kde biodegradaci prawgodobre ovliviuje razny specificky povrch
jednotlivych forem vzorku (viz kap. 11.2). i® popsané rozdily
v krystalinit se domnivame, Ze rozhodujici vliv na rozdilnou

biodegradabilitu #iznych forem vzorku ma jejich specificky povrch.

9.2 Charakteristika pouzitych pad a komposti

Pro testovani biodegradace vzorku byl pouzit jakodrog

mikroorganisnii padni substrat a substrat vyzralého kompostu.

Jako pidni substrat slouzilo 7 drdh pid, charakterizujici vSechny
zemgdélské druhy md vyskytujici se vCeské republice. U jednotlivychipl
byla stanovena suSina (Tab. 14) a proveden mikrimugi@ky rozbor (Tab.
15). Postupy jednotlivych stanoveni jsou popsankap. 8.3.1. Ostatni
charakteristiky jako pdni druhy, zrnitostni charakteristikaugp a hodnoty
pudnich reakci byly ziskany od Indifiho Jandaka, MZLU Brno (Tab. 3-5).
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Tab. 14: SuSina ¢d

Lokalita susina
(%)

lvan 86,62
Bratcice 89,32
Popice 96,18
Hodonin 99,61
N.Mé&sto na Mora¥ 87,13
Vatin 84,98
Veverské Kninice 87,37

Tab. 15: Mikrobiologicky rozbor 4d

Celkovy poéet bunék
(CFU/g susiny)
Stanoyeni/ Chemorganotrofni Aktinomycéty Pﬁdnl"vlévknité

Lokalita aerobni bakterie plisné

lvai 9,81.10 6,18.10 2,25.10

Bratice 5,65.16 3,30.10 5,37.1d

Popice 4,83.1% 4,83.10 6,65.1d

Hodonin 2,71.18 2,11.10 2,56.10

Nove Mesto na 4,59.16 3,44.16 6,89.1d
Morave

Vatin 3,18.16 2,71.10 1,82.1¢

Veverske 5,26.18 2,92.16 3,78.16
Kninice

Dle mikrobiologického rozboruid byly pro ukité testy vybirany pdy
s nejbohatSi mikroflérou (nd&p pro pokus o izolaci degradaich
mikroorganisni - kap. 8.4, stanoveni celkového ATP - kap. 8.6npnKrétre

byly vyuzity pady lvan, Brattice a Popice.
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Druhy substrat — vyzraly zahradnicky kompost odnfr AGRO CS,

a.s., byl vyuzivan jen v kompostovacich biodegradah testech, kdy byla

zjistovana produkce COmetodou plynové chromatografie. Byly vyuzity dva

druhy mizné vyzralych kompost (Tab. 17). U obou kompostbyla stanovena

suSina, spalitelny podil a proveden mikrobiologickgzbor. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 16 a Tab. 17. Ostatni charakteristikly uvedeny vyrobcem
komposti (kap. 8.3.2, Tab. 6). Kompost 1 se liSil od drub&ompostu vyssi

dobou zrani a vySSimi goy termofilnich bakterii a aktinomycét.

Tab. 16: Mikrobiologicky rozbor kompostu 1 a 2

Celkovy poéet bunék
=, Kompost 1 Kompost 2
(CFU/g susiny)
Termofilni bakterie 1,01. 10 2,01.10
Chemoorganotrofni aerobni bakterfe 1,037 10 2,07.1d
Aktinomycéty 1,17. 16 7,45.10
VlIaknité plisre 0 0

Tab. 17: Charakteristika kompostu - stanovené fahkik

a chemické

vlastnosti
Charakteristika Kompost 1 Kompost 2
Doba zrani (ns.) 2 1,5
SuSina (%) 47,68 55,17
Spalitelny podil (%) 41 57
Celkovy uhlik (%) 19,14
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10 POKUS O IZOLACI DEGRADA CNIiCH MIKROORGANISM U NA
MINERALNIM AGARU

Cilem tohoto pokusu bylo izolovat tipadné degradéry kopolyesteru
Ecoflex z vybranych fdnich vzorki. Byla zkouSena klasickd metoda, kdy
zkoumany material je jedinym zdrojem uhliku a energProtoze Ecoflex je
ve vod& nerozpustny byl problém stipravou ztuZzenych médii s jeho
obsahem. P&ateini pokusy o vytvéeni suspenze Ecoflexu pomoci jeho
chloroformového roztoku selhaly, proto byl vyzkomSepostup, kdy na
povrchu mineralniho agaru byl vytven tenky (gkolik um) film, ktery by
mohl umoZnit gijimat mikroorganisnim mineralni latky z agaru a zarove

poslouzil jako uhlikaty substrat. Provedeni pokusypopsano v kap. 8.4.

Bylo vyuZzito ti druht pad z lokalit Bratice, Ivai, Popice, jednalo se o
vzorky s nejbohatSi mikroflérou (goy mikroorganisni jsou uvedeny v Tab.
8: Mikrobiologicky rozbor @d). Byl sledovan id#st mikroorganism na
povrchu filmu Ecoflex u jednotlivych Petriho misekokulovanych suspenzi

padnich mikroorganism vybranych pd.

Po 14 dnech inkubace byl patrny vyr&$i namst mikroorganism
pouze u f{dy =z lokality Popice (Obr.6). Byly zpozorovany dvaypy
mikrobialnich kolonii — bila praskovita kolonie anddé zbarvené plaky
vrostlé dovnit agaru. Oba typy kolonii bylyfgotkovany sterilni kltkou na
novou Petriho misku s mineralnim agarem pokrytymkyen filmem Ecoflex.

Inkubace probihalafp 25°C ve tng.
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Obr. 6: Nanist mikroorganisni na filmu
Ecoflex (inokulovany suspenzi ugnich

mikroorganisni z lokality Popice)

Po 14 dnech inkubace doSlo k i&tu obou tyg kolonii - bilych
praskovitych kolonii a hédych kolonii (ogt vrostlych do agaru) (Obr.7).

Obr. 7: Namst dvou tyg kolonii

preockovanych na novy mineralni agar

s filmem Ecoflex
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Po obarveni kolonii barvivem karbolfuchsin (postpppsany v kap.
8.4) byla provedena mikroskopie obou fiygolonii. Bila prasSkovita kolonie
byla pozorovana pomoci imerzniho objektivu, kdiy pvétSeni 1000krat byla
zpozorovéna tlustSi vlakna gati pravdpodobre plisnim. Ri pozorovani
preparatu bez pouziti imerze bylaipmvétSeni 1000krat viditelna pliova

vldkna a spory.

Stejnym zmsobem se postupovalo i ¥ipadk druhého typu kolonie.

Byla shledana tefi viakna pravdpodobré skupiny aktinomycét.

Mikroskopicky byl pozorovan také povrch zkoumanélHomu na
Petriho miskadch porostlého dma typy kolonii. Nebyly zde shledany zZadné

viditelIné znamky degradace filmu.

Oba typy kolonii byly opt preotkovany na novou Petriho misku
s mineralnim agarem, ale tentokrat jen z polovimpkgptou tenkym filmem
Ecoflexu. To bylo vyzkouSeno zigodu prokazani, zda @&bkolonie rostou
na povrchu filmu Ecoflexu, nebo zda rostou pouze mmeralnim agaru.
Kolonie byly tedy naodkovany jak na tenky film Ecoflex tak i na samotny
mineralni agar. Po gidenni inkubaci pi 25°C doSlo k éistu obou tyj

kolonii na povrchu filmu Ecoflex i na samotném agdObr. 8).

Poté byly ol kolonie nagdkovany jen na samotny mineralni agar bez
tenkého filmu Ecoflex. Po inkubaci po dobu sedmii ¢qiti 25°C doSlo ke
stejnému nakstu obou ty@ kolonii jako v gedchozich pipadech (Obr. 9).
Z toho lze usuzovat, Ze mikroorganismy narostkhdm pokusu rostou na
mineralnim agaru bez ohledu zda je namnvrstva materialu Ecoflexi
nikoli. lzolované kmeny tedy nejsou degradatory kbpesteru Ecoflex a

dalSi prace s nimi byly zastaveny.
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Obr. 8: Narostlé kolonie mikroorganisin
(vlevo hrdd kolonie, vpravo bila
praskovita kolonie) po natkovani na agar
s filmem Ecoflex - spodndast a agar bez

Ecoflexu - vrchnicast)

Obr. 9: Kolonie dvou typ kolonii

mikroorganismé rostouci na mineralnim

agaru bez tenkého filmu Ecoflex
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11 POSOUZENI BIODEGRADABILITY VZORKU ECOFLEX
Z HLEDISKA PRODUKCE OXIDU UHLI CITEHO

Mira biodegradace vzorku byla sledovanaétenim produkce oxidu
uhlicitého. Dale byl sledovan obsah kysliku v biorealetor jako kontrola
aerobnich podminek biodegradace. Pro stanoveni odgkovaného C® a
mnoZstvi Q v lahvich byla pouzita plynovd chromatografie.fiprava
biodegradaniho pokusu vetné¢ postupu mdfeni jsou popsany v kapitole 8.5.1
— 8.5.6. VSechny parametry uvedené na obrazcichr(Q® - 13) byly

vypocéteny podle rovnic viz. kap. 8.5.7.

11.1Biodegradace vzorku v idnim prostiedi

Pro testovani biodegradace Ecoflexu mdpim prostedi byl pouzit
vzorek ve form¢ folii o tloustce 100um. Jako @mdni substrat bylo vyuZzito
vSech sedmi drubh zemedélskych pid. Inkubace probihalaip25°C ve tng. U
pud z lokality Ivan a Bratice (pokus 1) bylo testovani ukdéeno po 103
dnech. U ostatnich @ (pokus 2) nebyl test jeStukonten a nadale je
sledovan pithéh biodegradace. Pro zéw této diplomové préace byly pouzity
vysledky z 69 dne inkubace vzorku. Testovany vzoieklepé pokusy byly
nasazeny 3krat vedle sebe tdpz lokality Ivalr a Bratice a pro ostatni jody

bylo testovani provedeno 2krat vedle sebe.

Vyhodnoceni biodegradace Ecoflexu udnim prostedi je znazoréno
na Obr. 10 a Obr. 11.

Na Obr. 10 je zn4zowm pribéh odbouravani Ecoflexu pro jednotlivé
pudni substraty. Hodnota Dzn&ai procento mineralizace uhliku z hlediska
produkce CQ. Nejdiive byl proveden pokus 1 jen sed&wi vybranymi druhy
pud s nejbohatSi mikroflorou zidodu vyzkouSeni spravného provedeni
pokusu a po 76 dnech probihajiciho pokusu 1 bylamas pokus 2 se

zbyvajicimi druhy [id.

V prvnim pokusu byla biodegradace Ecoflexu do 34 delmi pozvoln4,

kdy bylo dosazeno 0,43 % mineralizace vzorkuiippd pudy Ivan a 0,83 %
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mineralizace v prosedi pidy Brattice (Obr. 10 - kivky Ecoflex-lvan a
Ecoflex-Bratice). Poté doSlo k mirnému zvySeni rychlosti biocedpce u
obou drutli pad aZz na koné&nou hodnotu, kdy bylo za 103 dni dosazeno 1,64
% mineralizace vzorku u gy Ivan a 3,05 % u fpdy Bratice. Z divodu

velmi nizké rychlosti biodegradace vzorku Ecofley pokus 1 ukogen.

V pokusu 2, kdy byly nasazeny vzorky Ecoflexu seywdjicimi druhy
pud, je pribéh odbouravani vzorku znazoym na Obr. 10. Z prbéhu kiivek
je opst patrna pomald biodegradace vzorku. WdpN. Mésto na Moray,
Vatin a Hodonin dochazelo ke konstantnimu pomaléramistu mineralizace
Ecoflexu, kdy za 69 dni bylo dosazeno 1,48 % mitieeece vzorku u pdy N.
M¢sto na Mora¥, 1,38 % u dy Vatin a 1,07% u fpdy z lokality Hodonin. U
zbyvajicich md Popice a Veverské Kninice dochazelo od 34 dnaib@ce k o
néco vysSSimu narstu rychlosti biodegradace ve srovnani s ostatnprindy
pokusu 2 az na hodnotu 2,39 % mineralizace vzorkpidy Popice a 1,79 %
u pady Veverské Kninice. Pokus 2 neni v €agsné dob ukoncen a bude
nadale sledovan. Pokud nedojde k vyzn&m@imu ndahistu hodnot
mineralizace vzorku pohybujici se v desitkach pra¢cdéude pokus 2 ukamen

po 100 dnech trvani experimentu.

NejvySsSi hodnotu mineralizace vzorku vykazoval welorv prostedi
pudy Brattice a to 3,05 % za 103 dni.

Na Obr. 11 jsou znazoemy kyslikové pomdry v bioreaktorech
v pribéhu biodegradaniho pokusu. Z dvodia zachovani aerobnich podminek
po celou dobu pokusu bylo nutné reaktory provzouw&at (kap. 8.5.6). Na
Obr. 11 je znazordma hodnota level 6 %, kterd ztiahranici pod kterou
nesntla klesnout % kysliku, aby pokus probihal za aeri@bnpodminek a
nedoSlo tak ke zpomaleni aktivity mikroorganism Reaktory byly
provzdudiovany po 4 tydennich intervalech, kdy nedoSlofkkroceni hranice
6 %, a proto nemusel byt zvolen kratSi interval ymou&ovani lahvi. Po
celou dobu pokusu neklesla hodnota kysliku pro Wgcdruhy mid pod 17

%, coz souvisi i s nizkou produkci G®&hem pokusu.
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Dc (%)

0 20 40 60 80 100
t (dny)
Ecoflex - lva —e— Ecoflex - Popice
—=— Ecoflex - Hodonin Ecoflex - N.MEsto na Morag
—— Ecoflex - Vatin —e— Ecoflex - V.Kninice

—=— Ecoflex - Bratice

Obr. 10: Procenta mineralizace uhliku ve fodnCO, vzorku Ecoflex ve
formé 100 ym foOlii - pidni prost¥edi (vynesené body jsou ijpnérem ze 2

nebo 3 ndreni, chybové Us&y odpovidaji s@rodatné odchylce)
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0 20 40 t(dny) 60 80 100

Ecoflex - Ivai —e— Ecoflex - Popice
Ecoflex - N.Mesto na Mora¥ —a— Ecoflex - Vatin

—e— Ecoflex - V.Knince - level 6
Slepy pokus - va Slepy pokus - Bréice

—+— Slepy pokus - Popice Slepy pokus - N.Msto na Morag
Slepﬂy pokus - Vatin —— Slepy pokus - V.Kninice

—=a— Ecoflex - Hodonin —-a— Slepy pokus - Hodonin

—a— Ecoflex - Bratice

Obr. 11: Aktudalni koncentrace Ov bioreaktorech (vzorek Ecoflex ve farm
100 um foélii - padni prost¥edi). Pilovity tvar Kivek je zpsoben
pravidelnym provzdufovanim lahvi, pi kterém se koncentrace kysliku

vzdy vrati na pvodni hodnotu.

11.2Biodegradace vzorku v prostedi vyzralého kompostu

Pro testovani biodegradace Ecoflexu v presdi vyzralého kompostu
bylo pouzito 2 drufh kompostu (charakteristika viz kap. 9.2). Kompostd
liSil od druhého kompostu vy$Si dobou zréani (Tabr) la vySSimi poty
termofilnich bakterii a aktinomycét (Tab. 16). Ve&rbyl testovan ve form
100 um félii, praSku a tenkého povlaku na perlitu. Jagozitivni kontrola
byla testovana mikrokrystalicka celuléza. Inkubapeobihala pi 58°C ve
tmé. VSechny kompostovani testy jéStnejsou ukomeny a stale probiha

sledovani biodegradace vzorku.

V prvnim pokusu byl vzorek nasazen ve farfodlii o tloud'ce 100um a
jako substrat byl pouzit kompost 1. Pro zay této diplomové prace byly
pouzity vysledky ze 83 dne inkubace vzorku. Protopevni vysledky

ukazovaly, Ze biodegradace probihala velmi omeézpoadobré jako v gipad
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pudy, zamysleli jsme se, zda nenfignou forma vzorku, tedy félie s velmi
malym povrchem. Kd&mto uUvahadm nas rowi pifivedla skuténost, Ze
v literatuie je biodegradace Ecoflexu v kompostu popsana,ozdit od pidy,
Ze probiha udajn velmi snadno (kap. 4.2.1). Pokusili jsme se tedaonek
pievést do formy, ktera by vykazoval&téi specificky povrch (viz kap. 9.1).
ProtoZze kompost pouZzity v pokusu 1 jiZz nebyl k digpi, byl pouzit

kompost novy (kompost 2).

Ve druhém pokusu byl tedy pouZzit vzorek v novychrmidaich a to ve
form¢ tenkého povlaku na perlitu a prasku, gasre byla testovana
referertni latka celuléza. Jako substrat slouzil kompost\¥sledky jsou

zhodnoceny ze 54 dne experimentu.

Ve tretim pokusu byl vzorek davkovéan #&pve forme¢ 100 um foélii, ale
v prostedi kompostu 2. Belem pokusu 3 bylo zopakovat experiment s félii
v prostedi nového kompostu, abychom vykali mozZnost, Ze jeji Spatna
biodegradabilita v pokusu 1 byla &pobena kompostem, v tomto pokusu
pouzitym. Vysledky jsou popsany ze 49 dne inkubaaorku. Testované
formy vzorku, slepé pokusy i referemi latka byly testovany 3krat vedle

sebe.

Vyhodnoceni biodegradace Ecoflexu v priesti vyzralych kompost je
znazorreno na Obr. 12 a Obr. 13.

Na Obr. 12 je znazogm pribéh odbouravani rznych forem Ecoflexu
v prostedi kompostu 1 a 2. Z obrdzku jegeimé, Ze mineralizace vzorku
dosahovala vys$Sich hodnot viipad® vzorku ve form¢ prasku a tenkého
povlaku na perlitu nez u vzorku ve fo¥ml00 um f6lii. Biodegradace vzorku
ve formé¢ 100 um folii byla velmi pozvolna jak v progeédi kompostu 1 tak i
v kompostu 2. Kivka Ecoflex félie-kompost 2 téust kopiruje Kivku Ecoflex
folie-kompost 1. To znamena, Ze odbouravani Ecaflese forne folii je
téméf shodné v obou typech kompdastMineralizace vzorku ve form folii
dosahovala v fipad® kompostu 1 za 48 dni 2,38 % (za 83 dni 5,56 %) a
v piipad® kompostu 2 dosahovala za 49 dni hodnoty 2,42 %liSD§ pribé¢h
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biodegradanich kiivek vykazoval vzorek ve fortnprasku a tenkého povlaku

na perlitu.

Odbouravani vzorku ve foréntenkého povlaku na perlitu probihalo
temét stejnou rychlosti jako odbouravani refetemn latky, jen pa@atesni
narist procenta mineralizace byl viipadk refere®ni latky oproti vzorkm
vySSi. Degradace vzorku ve foemprasSku byla zp®atku pomalejSi nez u
tenkého povlaku, ale od 26. dne inkubace doSlo Kisu degradani
rychlosti a v 54. dnu inkubace dosahla hodnoty ®0% a tim dosédhla o 2 %
vySSi hodnoty mineralizace nez celuléza (58,87 ¥)neralizace vzorku ve

form¢ tenkého povlaku byla 54.den experimentu 53,92 %.

Rychlost odbouravani celulézy a vzorku ve farmenkého povlaku na
perlitu byla od 12 dne inkubace cca 7-8 % za tydewzorku ve formd prasku

cca 10 % za tyden.

Nedokonalosti pokusu 2 je skuteost, Ze pozorovana produkce £€@e
dvou lahvich ze sledovaného souboru zaostavalavdanis dvéma paralelg
sledovanymi opakovéanimi. Nemame pro toto chovanibréo vyswtleni,
zajimavé je, Ze podobna nesrovnalost sgedi u druhé diplomové prace,
feSené v letoSnim roce, kde je hodnoceni pomoci ®QZfpwano, zatimco
v minulych letech nic podobného pozorovano nebylaledna se
praviépodobré o n¢jaky technicky nedostatek. Konkrétrse jednalo o lahev
referertni latky (celul6za) a lahev s tenkym povlakem nalge. V piipad
celulézy, bylo dosazeno za 54 dni 58,87 % minemde @Fi zahrnuti
vysledki ze vSech lahvi a 71,04 %, kdyby byla vytewma |lahev vykazujici
odliSnou biodegradaci vzorku. U tenkého povlakuayhineralizace 53,92 %
za 54 dni pi pouziti vysledk ze vSech lahvi a 69,49 %ipzahrnuti vysledk
jen ze 2 lahvi. Vylogenim odliSnych vysledk naméfenych vzdy u jedné
lahve sledovaného souboru, bychom ziskali vice ae¥0 % vysSSich hodnot

mineralizace zmi#énych forem vzorku.
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—=— Ecoflex folie - kompost 2 —x— Ecoflex tenky poviak na perlitu - kompost 2
—e— Ecoflex prasek - kompost 2 Celulosa - kompost 2
—e— Ecoflex folie - kompost 1

Obr. 12: Procenta mineralizace uhliku ve fo#énCO, vzorku Ecoflex ve
formé 100 um folii, tenkého povlaku na perlitu a prasku - preedi
vyzralého kompostu 1 a 2 (vynesené body jsoumgrem ze 3 meni,

chybové Uséky odpovidaji serodatné odchylce)

Na Obr. 13 jsou znazoémy kyslikové pomry v bioreaktorech
v pribéhu biodegradaniho pokusu. Reaktory byly provzdiwdvany po
tydennich intervalech, kdy nedoSlo kekro¢eni hranice 6 %, a proto nemusel

byt zvolen kratSi interval provzdaévani lahvi.
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Obr. 13: Aktualni koncentrace LOv bioreaktorech (vzorek Ecoflex ve fafm
100 um folii, tenkého povlaku na perlitu a prasku — ptiesi vyzralého
kompostu 1 a 2). Pilovity tvar rkvek je zmsoben pravidelnym
provzdu&ovanim lahvi, pi kterém se koncentrace kysliku vzdy vrati na

puvodni hodnotu.

Zavérem lzeftici, Ze mira biodegradace vzorku ve farm00 um félii je
témét stejna v progtedi pidy jako v prostedi vyzralého kompostu.
V kompostu bylo dosazeno jen o 1 % vysSSi hodnotyenalizace vzorku nez
v padé. NejlepSi prostedi pro odbouravani Ecoflexuiedstavovala pda

z lokality Bratice a Popice.

Biodegradace vzorku ve forinfdlii v prostredi pidy i kompostu byla
velmi pomald cca 2 % za 69 dni, a proto siesupilo k jiné alternativ
testovani vzorku, a to fppravou jeho jinych forem - prasku a tenkeého
povlaku na perlitu, které se vyzéavaly vySSim specifickym povrchem nez
folie. V tomto pipad jiz byly zjisttny znané rozdily v procentech

mineralizace vzorku oproti testovani folii. Ngdé se jevi vysledky dosazené
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u vzorku ve form¢ prasku, jehoz degradace byla 60,90 % za 54 dndosadla
tak jen o 2 % niz8iho vysledku nez bylo ziskdno abi® rozlozitelné
referertni latky. | vzorek ve formy tenkého povlaku na perlitu nejevil
pomalou biodegradaci a za 54 dni bylo dosaZzeno 53%® mineralizace
vzorku, coZ je o asi 7 % mémeZz u Ecoflexu ve for prasSku. Zda se tedy,
Ze pravépodobrg vétSi specificky povrch méa rozhodujici vliv na
biodegradabilitu vzorku. To fite mit velmi zajimavy prakticky dopad pro
ptipravu pipadnych biodegradovatelnych vyrobkz Ecoflexu. Napiklad
piidavkem vhodného biodegradovatelného plniva je néodwocilit toho, Ze

aktivni povrch bude &S3i nez u folie gistého Ecoflexu.

Nov¢ vytvoiené formy Ecoflexu tedy vykazovaly vySSi miru
biodegradace neZ vzorek ve fo&niolii, testovany jak v prosedi pidy tak i
v kompostu. ProtoZze n@vvytvoiené formy vzorku nebyly testovany v obou
substratech — jpdé¢ a kompostu, ale jen v kompostu nemohou byt vysiedk
mezi sebou srovnany. Proto budou navazovat praomterialem Ecoflex ve
formé¢ praSku a tenkého poviaku na perlitu a bude sledavaeho
biodegradace pravv padnim prostedi. Testovani bude probihat s pouzitim
vSech 7 drub zemedélskych pid a budou sledovany rozdily v mineralizaci

vzorka u jednotlivych drult puad.
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12 STANOVENI MIKROBIALNI BIOMASY POMOCI M  ERENI
OBSAHU ATP

Cilem pokusu bylo o&eni metody sledovani biodegradace Ecoflexu
pomoci stanoveni bakteridlniho ATP. MnoZstvi ATPIdbyméieno pomoci
piistroje luminometru. Belem pokusu bylo jednak @¥it moZnosti této
metodiky pro sledovani biodegradace materialu vedné&m prostedi a
jednak, v gipadk Ecoflexu, zjistit zda vzorek obsahujeijaky podil latek,
které mohou byt snadno degradovany a zda degrattaede pokr&uje, nebo
je po paatenim nafistu zbrzéna. Ecoflex byl pouZzit ve forgh folii o
tloustce 100 um a jako zdroj mikroorganistn k jeho rozkladu slouzila
suspenze fpdnich mikroorganism, ziskana ze 3 druh zemedélskych pd
(lvan, Brattice a Popice). Vzorky i slepé pokusy byly testova3ikrat vedle
sebe pro 8 sad #eni. Méteni probihalo zp®atku po @ti dnech, poté byl
interval prodlouzen na 10 dna pak na 15 din Vysledky nangiené
piistrojem byly gepaiteny pomoci rovnice (7) z jednotek RLU na mnozstvi

ATP v jednotkach pmol (Obr. 14).
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t (dny)
—=— |van —=— |van - slepy pokus —a— Bratice

Brattice-slepy pokus —e— Popice —e— Popice - slepy pokus

Obr. 14: Namg7ené hodnoty celkoveho ATP pra tdruhy pid v jednotlivych
dnech inkubace (vynesené body jsourmpérem ze 3 mreni, chybové usky

odpovidaji srdrodatné odchyilce)
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Z Obr. 14 je ejmy jasny rozdil mezi slepym pokusem a pokusem
v piitomnosti vzorku. V pipadk slepého pokusu doSlo k néstu
mikroorganisnii, vyjadienym mnozstvim ATP, népsahujici hodnotu 2 pmol
ATP v pribéhu celého testovaciho obdobi. U vzérkyl pozorovan ihned po
5 dnech inkubace nast mikroorganism, dosahujici hodnot ATP 3,98 pmol u
pudy lvan a 4,88 pmol u pdy Popice. NejvySSi nast byl pozorovan u jody
Brat¢ice a to dosazenim hodnoty ATP 7,02 pmol. Celkdyl namist ATP asi
10krat vySSi nez u slepych pokusTento naast byl pravé&podobré zpisoben
vyextrahovanim nizkomolekularniho podilu vzorku dwrostedi a jeho
naslednym vyuzitim mikroorganismy jako zdroje uhlilkci energie. Po
pocatecnim nafistu dosSlo k ustaleni hladiny ATP. DoSlo prapddobre ke
zuzitkovani Ecoflexu mikroorganismy, kdy mikroorgamy nadale pezivaly
v prostedi, a proto také nedochazelo k vyznamnému pokikeER. Z obrazku
tedy vyplyva, Ze biodegradace Ecoflexu ve vodnémsredi probiha, ale jen
zvolna a tento fakt fize mit souvislost s pomalou biodegradaci vzorku ve
formé& 100 um félii pti biodegradé&nich testech v prosédi pidy a vyzréalého

kompostu (viz kap. 11).i#¢inou maize byt ogt maly specificky povrch folii.
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ZAVER

Cilem diplomové

prace bylo zavést

metodiku

pracenosym

materialem Ecoflex, jdevsSim byly pipraveny jeho @izné formy. Dale bylo

cilem navrhnout a vyzkouSet metodiku sledovani ligmhdability vzorku v

prostedi pidy a vyzralého kompostu. Mira biodegradace vzorkpiadé a

kompostu

byla sledovana analyzou vyprodukovanéhoidwx uhlicitého

metodou plynové chromatografie. Dale byla vyzkousemetoda sledovani

biodegradace Ecoflexu pomoci stanoveni bakteriadrAA P.

Vzorek byl v biodegradaich testech testovan wiznych formach a to

ve formé¢ 100 pum foélii, tenkého povlaku na perlitu a prasku. Vydky

dosazené

mineralizace vzorku

nasledujicich tabulek (Tab. 18 a 19).

ug¢ a kompostu

jsou shrnuty do

Tab. 18: Souhrn vysledkbiodegradace Ecoflexu vipnim prostedi

. 5 Inkubace Mineralizace
Lokalita pady Forma vzorku (dny) (%)
lvan 103 1,6
Bratcice 103 3,1
Popice . 69 2,4
folie
N.Mésto na Mora¥ 69 1,5
(100 um)
Hodonin 69 1,1
Vatin 69 1,4
Veverské Kninice 69 1,8

Tab. 19: Souhrn vysledk biodegradace Ecoflexu v pro®tidi vyzralého

kompostu
Druh kompostu Forma vzorku In?;r?;a)ce Mine(r(;)l)izace
Kompost 1 folie (10Qum) 48 2,4
Kompost 2 folie (10Qum) 49 2,4
Kompost 2 tenky povlak na perlitu 54 54
Kompost 2 prasek 54 61
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Biodegradace Ecoflexu ve fofmLl00 um folii probihala u vSech druh
zemedélskych pid na hranici prokazatelnosti. | v kompostu probghal
degradace folii velmi pozvolna. Bylo zvazovano, tjedorma vzorku neni
piicinou pomalé degradace vzorku, proto byl vzorekeyeden do formy
vykazujici wtSi specificky povrch nez vippad félii. V tomto ptipack jiz
byly zjiSteny znané rozdily v procentech mineralizace vzorku ve férm
prasSku a tenkého povlaku na perlitu oproti testavédlii. Zda se tedy, Ze
pravikpodobrée  vétSi  specificky povrch  ma rozhodujici vliv na
biodegradabilitu vzorku. ProtoZze u vzorku ve farmrasku a tenkého povlaku
na perlitu byla biodegradace zkoumana jen v pir@di kompostu, ale nebyla
testovana v pdé, nemohou byt vysledky dosazené mineralizace jedwyth
forem vzorku mezi sebou srovnany. Proto bude po&vano v testovani
Ecoflexu pra¥ v prostedi pidy ve forméach vykazujicich vysSi specificky

povrch.

U vybranych mdnich vzorki byl proveden pokus o izolacitfpadnych
degradéi kopolyesteru Ecoflex. Byl sledovan né&t mikroorganism na
tenké vrst¢ Ecoflexu pokryvajici mineralni agar. DoSlo vSak ke
stejnému narstu mikroorganism na materialu Ecoflex jako na samotném
agaru. Z toho lze usuzovat, Ze izolované kmeny meliyegradatory Ecoflexu

a v dalSim zkoumani tedy nebylo pokowano.

Biodegradace Ecoflexu ve fommfdlii byla sledovana také ve vodném
prostredi pomoci stanoveni bakterialniho ATP luminomektoe metodou. Po
5 dnech inkubace byl jiZz zaznamenan instr mnozstvi ATP oproti slepym
pokusim, kdy obsah ATP u vzorkbyl asi desetkrat vysSi (3,98 pmol uddy
Ivain) nez u slepych pokus (0,41 pmol). Po p&itecnim nafistu vSak uz
nedochazelo k vyznampimu nanfnstu mnozstvi ATP, coz mohlo byt
pravképodobré zpisobeno tim, Ze doSlo ke sgebovani nizkomolekularniho
podilu vzorku. Déale se hladina ATP ustélila.akkme zde vidt souvislost
s pomalou degradaci vzorku ve fogrfolii u biodegradanich pokus v pudeé i
kompostu. Vys¥tlenim pomalé biodegradace folii Ecoflexuuie byt ot

jejich maly specificky povrch.
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