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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studii biologického rozkladu polyvinylalkoholu (PVA) v pidnim
prostiedi za aerobnich podminek. Nejprve byla pfipravena smésna piida obsahujici zemé-
délskou zeminu a komeréni kompost, a nasledné byl zvolen nejoptimalnéjsi pomér téchto
slozek v ni (1:1). Dale byly provedeny tfi rizné pokusy na degradaci PVA. Prvni pokus
zkoumal vlastni biodegradaci PVA v pfipravené pudé€. Za 60 dni bylo rozloZeno 24 %
PVA. Druhy pokus byl zaméten na degradaci PVA za ptitomnosti fosfore¢nanti. Z tohoto
pokusu nebylo mozno urcit ucinek fosfore¢nanti na degradaci PVA. V tfetim pokusu byla
zkoumana degradace PV A za ptitomnosti pyrolochinolinchinonu (PQQ). Bylo zjisténo, ze
pritomnost PQQ neovlivnila rozklad PVA.

Klicova slova: polyvinylalkohol, biodegradace, PQQ, fosfore¢nany

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study aimed at biodegradation of polyvinyl alcohol
(PVA) in soil environment under aerobic conditions. Firstly, a mixed soil was prepared by
mixing agricultural soil with commercial compost. After the soil was prepared, the most
optimal ratio of these components was determined (1:1). Three different assays for degra-
dation of PVA were performed after. The first one examined biodegradation of PVA in the
prepared soil. After 60 days, 24 % of PVA was broken down. The second assay was fo-
cused on degradation of PVA in presence of phosphates. An effect of phosphates on deg-
radation of PVA could not be determined by this assay. Degradation of PVA in presence of
PQQ was examined in third assay. It was found that the presence of PQQ did not affect the
level of decomposition of PVA.

Keywords: polyvinylalcohol, biodegradation, PQQ, phosphates
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UvVOD

V soucasné dob¢ hraje dilezitou roli v Zivotnim prostfedi fada syntetickych latek, které se
uplatnuji zejména v primyslovych odvétvich. Produkce téchto latek je vysoka, avSak bio-
degradace je Spatna a tak dochazi k persistenci a akumulaci téchto latek v Zzivotnim pro-
stiedi. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii polyvinylalkohol (PVA) pouzivany mimo jiné
v zeméd¢lstvi a agrochemii. Polyvinylalkohol se v piidnim prostfedi degraduje velmi po-
malu, protoze ma schopnost sorbovat se na pudni castice. Hledaji se proto vhodnéjsi a

ucinnéjs$i metody k jeho odstranéni z prostiedi.

Bakalafska prace navazuje na vyzkum sledovani biologického rozkladu PVA v prostiedi za
aerobnich podminek a sledovani vlivu pfitomnych latek. V literarni ¢asti jsou shrnuty do-

savadni vysledky praci realizovanych na uUstavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

(UIOZP).
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1 POLYVINYLALKOHOL

PVA je synteticky polymer dobie rozpustny ve vod¢ i kyselinach. Rozpustnost polyvi-
nylalkoholu zavisi na jeho stupni polymerace a stupni hydrolyzy. Tyto vlastnosti, které
jsou navic ovlivnitelné piidavkem zmékcovadel (napft. glycerol, stearin), zavisi predevsim
na obsahu hydroxylovych skupin —OH a zbytkovych acetatovych skupin. Pfi obsahu 70-80
% zbytkovych acetatovych skupin je ve vodé nerozpustny, ale rozpustny v aromatickych
uhlovodicich a cyklickych esterech. Je-li v polymeru obsazeno 35 % zbytkovych acetato-
vych skupin, pfestava polymer byt rozpustny v organickych rozpoustédlech, ale rozpusti se
ve studené vodé. Pisobenim tepla se srazi. Jestlize zastoupeni zbytkovych acetatovych

skupin klesne pod hranici 35 %, bude se PVA rozpoustét v teplé i studené vodeé [1].

Optimalni rozpustnost v teplé 1 studené vod¢ je pii obsahu 12 % zbytkovych acetatovych
skupin. Pfi teplotach 140- 160 °C polymer méni barvu, rychle tmavne a nad touto teplotou
se rozklada. Pii obsahu okolo 5 % acetatovych skupin polymer jen bobtna ve studené vodé,

ale zahfivanim se rozpousti [1].

Ptevazné se vyskytuje v podobé¢ praskovité bilé hmoty krystalického charakteru. Nejcaste-
ji se vyskytuje ve struktuie 1,3- glykolu s cca 12 % acetatovych skupin. Je bez zapachovy a

netoxicky [2-4]. Na Obr. 1 je znazornén strukturni vzorec.

18]

Obr. 1. Strukturni vzo-
rec PVA [2]

1.1 Vyroba

Ptipravuje se hydrolyzou polyvinylacetatu (PVAc) v kyselém nebo zdsaditém prostredi
(viz. Obr. 2. Mechanismus vyroby PVA z PVACc). Nepfipravuje se pfimou syntézou, pro-
toZe jeho monomer (vinylalkohol) je nestabilni a pfechazi na stabilné;si acetaldehyd. Po-
kud méme kyselé prostfedi, samotna reakce probihd pomaleji nez v prostfedi zasaditém.

Tehdy vznikaji nezadouci etherové vazby, pti nichz reaguji dvé —OH skupiny [2,3].
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CH;OH
~CH; -CH~ . ~CH,-CH~ + CH;COOCH;
| NaOH |
OCOCH; OH

Obr. 2. Mechanismus vyroby PVA z PVAc [3]

1.2 Pouziti

V soucasnosti ma PVA vyuziti v fad¢ pramyslovych odvétvi. Z hlediska potravinatského
pramyslu se pouziva na ptipravu ovocného zelé, dale do riznych hmot, kdy samotny mate-
ridl odolava olejim, rozpoustédlim, tukim apod. tedy jako impregnace. PVA se dale
uplatnil i v textilnim pramyslu na vyrobu vlaken, v kosmetickém priamyslu se ptidava do
krémi a do piipravkil na vlasy. Dalsi jeho uplatnéni nalezneme ve zdravotnictvi a farma-
ceutickém primyslu pro vyrobu chirurgickych niti a jako potahovy material na tablety.
Tento polymer ma své vyuziti i pii vyrob¢ hadic, tésnéni nebo jako obalovy material apod.

[5].

Pokud se na n¢j podivame z environmentalniho hlediska je dilezity v zeméd¢lstvi a agro-
primyslu na vyrobu repelentl proti Skidcum (§vabi, roztoci), také jako soucast pesticid-
nich pfipravkd (hnojiva) s postupnym uvoliiovanim, i jako seci pasky (pfiprava vodoroz-
pustnych folii) a rizna mofidla na semena. Po aplikaci v zeméd¢€lstvi dochazi k akumulaci
PVA v pudé (vysoka schopnost sorbovat se na pudni ¢astice, Spatné biologicky rozlozitel-
ny). Tyto procesy mohou vést ke zménam fyzikalnich a chemickych vlastnosti dané pidy

[6].
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2 DEGRADACE PVA

Na eliminaci polymernich latek v prirodnich podminkach se podili pfedevsim atmosféricky
kyslik, svételné a ionizujici zafeni a mikroorganismy. Nejvyssi mirou se z uvedenych vlivl
podili ultrafialové zateni, které ptispiva ke snizeni molekulové hmotnosti a s tim souvisi 1
zména fyzikalnich a mechanickych vlastnosti. Biologicka rozlozitelnost Gt¢inkem mikroor-
ganismu se uplatnuje jako zavérecna faze po predchozich rozkladnych procesech fyzikalni

a chemické podstaty [7].

2.1 Chemodegradace

Je proces, ktery vyuziva prostiedi jako zdroj chemicky u¢innych latek indukujicich degra-
daci plastu, vétSinou v kombinaci s néjakym dal§im vlivem (fyzikalnim, biologickym).
Chemodegradace je uc¢inna predevsim u plastickych hmot, které maji ve svém fetézci za-
vedeny funkéni skupiny. Zatimco polyetylén je diky svoji jednoduché stavbé z etylénovych
jednotek relativné odolny vii¢i chemickym vliviim, je v pfipad¢€ pfitomnosti hydroxylovych
skupin odolnost plastické hmoty s témito skupinami sniZzena. Polyvinylalkohol, ktery obsa-
huje tyto funkéni skupiny reaguje dokonce s vodou a rozpousti se v ni. Podobné jsou méné
chemicky odolné plasty, u kterych jsou vodiky etylénové jednotky nahrazeny acetatovymi
funkénimi skupinami jako napiiklad polyvinylacetat nebo polyakrylové kyseliny. Obecné
Ize tici, Ze ¢im vic je na molekule polymeru funkénich skupin tim snadnéji u nich mize

probihat degradace [8].

Tu Kim Dung se ve své diplomové praci zabyvala [9] hleddnim optimalnich podminek
Fentonovy degradace PVA, obsaZzeného v odpadni vodé¢, za laboratornich podminek pti
teploté 25 °C, pH 4 a pfi dennim svétle. Testovan byl optimalni pomér ptidavku Zeleznaté
soli a peroxidu vodiku. Byla pfipravena modelova substance o koncentraci 200 mg PVA na
litr roztoku simulujici odpadni vodu. V pribéhu experimentu byly odebirany vzorky,
k nimz byl ptidavan 1M NaOH pro zastaveni reakce. Pro zhodnoceni u€innosti reakci bylo
provadéno meéteni celkového organického uhliku (TOC). Testovan byl také anaerobni roz-
klad produktii vznikajicich po Fentonové degradaci PVA. Pti anaerobni degradaci byl po-
zorovan vznik methanu v mensi mife neZ oxidu uhli¢itého, z ¢ehoZ plyne, Ze anaerobni

rozklad nebyl efektivni.

Na praci Tu Kim Dung navazovala prace Gerykové [10] jejichz cilem bylo pfipravit sa-

motny polyvinylalkohol Fentonovou reakci a tim urychlit biologickou degradaci aktivova-
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nym kalem za aerobnich podminek. Degradace polyvinylalkoholu byla nejdiive provadéna
Fentonovou reakci za laboratornich podminek a denniho svétla se vzorky PVA pfi riznych
koncentracich jejich vodnych roztokid. Produkty po Fentonové reakci byly podrobeny ae-
robni degradaci aktivovanym kalem z Cistirny komundalnich odpadnich vod. Bylo prokaza-
no, ze produkty Fentonovy reakce nebyly pro kal toxické, a ze se rozkladaji téméf okamzi-
té. Je zfejmé, ze kombinovand metoda rozkladu PVA, ktera nasleduje po jeho samotné
piipravé Fentonovou reakci je vhodnou moznosti k nakladani s odpadnimi vodami obsahu-

jici polyvinylalkohol.

2.2 Fotodegradace

Fotodegradace je skupinou fyzikalnich procesi uplatiiujici se pti degradaci plastii se zkra-
cenou zivotnosti. Zdrojem svételného zatfeni majiciho vliv na degradaéni procesy je slu-
necni svit. Svételné zareni dopadajici na ozafovany plast miize byt jeho povrchem odraze-
no, rozptyleno, propusténo, absorbovano. Fotochemické zmény probihaji tehdy, je-li své-
telné zateni o urcité vinové délce. Naptiklad karbonylova skupina C=O absorbuje zafeni o
vinové délce 195 nm a v rozmezi délek od 280 nm do 320 nm. Vazba C-C pak absorbuje
zéateni o vinové délce 195 nm a 230 nm az 250 nm. V polymerech, které obsahuji vyse
uvedené skupiny, budou pfi ozafovani témito vinovymi délkami indukovany fotochemickeé
reakce. Absorpci svételného zafeni se zvétsi obsah energie makromolekuly, ktera se dosta-
va do vyssiho energetického stavu. Nejvétsi ¢ast absorbované energie se spotfebuje na pre-
vod elektronového systému do vyssiho kvantového stavu. Zbytek této energie je vyuZit na

tvorbu radikalil v makromolekulach indukovanych rozklad nékterych plastt [8].

2.3 Termicka degradace

Teplota mé na polymery vliv chemicky a fyzikalni. Tyto vlivy se podileji na rozruSovani
chemickych vazeb a na zméné konformace molekul. Obecné plati, Ze k roztrzeni molekuly
dojde v misté nejslabsi vazby. Se zvySujicim stupném teploty se zvySuje stupen desinte-
grace molekuly plastu se zkracenou zivotnosti. Slouceniny obsahujici aktivni skupiny od-
Stépuji pti zahiivani nizkomolekularni produkty [8]. K termické hydrolyze PVA dochazi
pfi teplotach nad 150 °C.
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2.4 Biodegradace

Je specidlnim ptipadem degradace, pfi niz dochazi k rozkladu polymerti ptisobenim biolo-
gickych Ciniteld. Znama je biodegradace mikroorganismy, plisnémi, hmyzem a hlodavci.
ruji ji i dal$i procesy, napft. abioticka hydrolyza, fotodegradace apod. Mikrobialni aktivita
méni zaroven strukturu latek kultivacniho média. V anaerobnich podminkach dochazi vét-
Sinou ke snizeni pH vlivem organickych kyselin produkovanych mikroorganismy. Naproti
tomu v aerobnim prostfedi mize pH i vzrist (pfi kompostovani dochéazi obvykle ke zvyse-
ni pH na 8-9) Vlivem ohromnych rozdilti v ptirodnich podminkach biodegradabilita poly-
merd siln€ kolisa jak v globalnim méfitku, tak i v rdmci malého ekosystému. To je mimo

jiné zapfic¢inéno 1 druhy mikroorganismu vyskytujicich se v dané lokalité.

Podminkou jejich ristu je vysoka vzdusna vlhkost. Kromé vyse uvedenych podminek hraji
dilezitou roli i dalsi faktory, jako jsou kombinace materiald, stupen staii polymeru, mikro-
klima a podobné. Rychlost biologického odbouravani je také ovlivnéna koncentraci a che-
mickou strukturou testované latky (délka fetézce, ptfitomnost vicendsobnych vazeb, druh,
pocet a postaveni substituenti) [8, 11]. Biologicka rozlozitelnost latek zavisi na fyzikalnich

a chemickych podminkach procesu degradace, ale i na vlastnostech polymeru.

2.4.1 Vlastnosti polymeru

e Molekulova hmotnost — Hraje dulezitou roli zda-li je dany polymer biodegradabil-

ni. Pokud mé polymer velkou molekulovou hmotnost je rychlost degradace mensi.
Diky své molekulové hmotnosti polymer ziistdva odolny vii¢i pisobeni mikroorga-
nismt[12]. S rostouci molekulovou hmotnosti PVA klesa rychlost jeho rozkladu ve

vodném aerobnim prostiedi.

e Morfologie polymera a krystalinita — Biodegradace amorfnich polymerii probiha

1épe nez u krystalickych [12].

e Stupen hydrolyzy- V piipadé¢ PVA bylo zjisténo, ze polymer s niz§im stupném hyd-

rolyzy degraduje 1épe. U vyssiho stupné byla patrna redukce aktivity enzymu PVA-
dehydrogenas. Ruzné stupné hydrolyzy maji vliv na degradacni rychlost [13].
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e Stereoregularita — vyrazn¢ lepsi rozklad polyvinylalkoholu enzymem PVA-

oxigenazou produkovanym druhem Pseudomonas byl zaznamenan v kulturach do-
plnénych o isotakticky polymer. Nizs§i rozklad je tedy u ataktickych polymert. Vliv
takticity polymeru na PVA biodegradaci byl pfipsan citlivosti enzymu PVA-

oxidazy na stereochemické omezeni [13].

e Aditiva- biocidni ptipravky zeslabuji G¢inky mikroorganismu. Ptipravky, které na-

opak jejich Gcinek zesiluji, jsou zmékcovadla nebo rizné typy biopolymert[12].

Naptiklad v diplomové praci Moravcové [14] byly testovany vodorozpustné smeési na bazi
Skrobu a polyvinylalkoholu. Bylo zjisténo, Ze nezélezi na typu pouZzitého Skrobu, ale na
jeho procentudlnim zastoupeni ve smési. S rostoucim mnozstvim Skrobu ve vzorku se zvy-
Suje stupen rozkladu. Dale bylo také zjisténo, ze s rostoucim obsahem dobte rozlozitelnych
komponent roste i relativni podil biodegradace PVA. Vodorozpustné smési byly na bazi
Skrobu, PVA a glycerolu. Testy byly ukon¢eny po 73 dnech. Nejlépe se rozlozil vzorek bez
obsahu PVA. Vzorky obsahujici 13 a 23 % PVA se rozlozily ze 74,5 % a 83,5 %. Testova-

né smesi se daji povazovat za dobfe rozlozitelné.

V diplomové praci Bernkopfové [15] bylo zjiSténo, Ze modifikace polysacharidy (Skrob,
gellan, xanthan) a pfitomnost zmékcovadla glycerolu pfiznivé ovlivituje biorozloZitelnost

PVA v pidnim prostiedi, ale sniZzuji se mechanické vlastnosti kone¢nych produktu.

2.4.2 Faktory ovliviiujici ¢innost mikroorganismi

Ptitomnost mikroorganismil v daném prostfedi ovliviiuje fada faktorii, ty ovliviiuji jejich

zivotni funkce a aktivitu. Mezi dilezité faktory, které tyto procesy ovliviluji, patii:

e Teplota

Pritomnost mikroorganismi zavisi na teploté okoli. Daleko 1épe probihéd rozklad pti vys-
Sich teplotach, kdy pro samotné mikroorganismy je degradovatelny material Iépe dostupny.
Pokud je teplota vyssi nez 60 °C snizuje se rychlost rozkladu a to je dusledkem sniZeni
rozmanitosti ptfitomnych mikroorganismi. Na degradacnich postupech se ptevazné podili

V prevazujici mife mezofilni organismy [11].

V diplomové praci Chrom¢akové [16] byl zkouman vliv teploty na rychlost a prib¢h de-
gradace PVA folii. Teplota 5°C byla zvolena s ohledem na biodegradaci pii zimnich pod-
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minkach, kdy jsou €istici pochody na Cistirné odpadnich vod zpomaleny. Pribéh degradace
PVA a metabolismus bakterii schopnych tento polymer rozkladat byl pfi zvolené teploté
vyznamné zpomalen. V pribéhu pokusu byl proveden mikrobiologicky rozbor na mnozstvi
a pritomnost bakterii, které metabolizuji PVA. Kultivace probihala po dobu 30 dni pfi zvo-
lené teploté¢ 5°C a za laboratorni teploty. Za snizené teploty byl metabolismus bakterii

schopnych rozkladat PVA vyznamné zpomalen. Pfi kultivaci za laboratorni teploty doslo

ey e

e pH
Vétsina biodegradaci probiha v prostiedi neutralnim nebo slabé zasaditém a jeho hodnota
ovliviiuje rozpustnost latek. Reakce mohou probihat v Sirokém rozmezi, a to tehdy, pokud
je pii degradaci pfitomno vice druhti mikroorganismi. Mikroorganismy mohou samy hod-

notu pH ménit [11].

e Dostupnost kysliku

Biodegradace za ptitomnosti kysliku (aerobni) probiha daleko Iépe a rychleji, nez bez kys-
liku (anaerobni). Kyslik je vyuZzivan organismy jednak jako konecny akceptor protoni a
elektront pfi respiraci, ale také jako substrat v katabolickych oxidaénich reakcich. Pro plné
aerobni podminky by neméla koncentrace kysliku klesnout pod 2 mg/l. V ptidéach je Casto

kyslik limitujicim faktorem zejména proto, Ze dosahuje pouze do hloubky 20 — 30 cm [17].

Anaerobni biodegradace

Pfi anaerobni biodegradaci za neptitomnosti kysliku je organicka hmota metabolizovana
organismy za vzniku methanu, vody, biomasy a energie. Jednotlivé stupné anaerobni bio-

degradace jsou: hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze a metangeneze.

V diplomové praci Honsové [18] byla sledovana anaerobni biodegradace PVA ve vodném
prostiedi u vzorku Sloviol 88-08 se stupném hydrolyzy 88 % a samotnych polysacharida
(gellan, xanthan). Polysacharidy byly rozlozZitelné snadnéji nez PVA, které se zadanych

experimentalnich podminek rozlozilo béhem 21 tydnli z 67 %.
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Aerobni biodegradace

V aerobnich podminkdch za pfitomnosti kysliku a mikroorganisma je organicka hmota
(uhlikové fetézce v polymeru) premeénéna na oxid uhli¢ity, amoniak, sirany, fosfore¢nany,
biomasu, vodu a energii. Za hlavni degrada¢nimi pochody u aerobni biodegradace se daji
oznacit oxidace a hydrolyza. Hydrolyza mtize byt dvojiho typu: chemickad a biologicka. Ta
se li§i predevSim v katalyzatorech, pficemz chemickou hydrolyzu katalyzuji kyseliny ¢i

zasady, biologicka je katalyzovana enzymy a byva oznacovana jako enzymaticka [19,20].

Aerobni organismy jako zdroj vyuzivaji organické latky (disimilace) a pro syntézu latek a
novych bunék (asimilace). Substrat se z ¢asti oxiduje na CO; a vodu a zbytek se prevadi na

zasobni latky a tvorbu nové biomasy.

Pribéh biologického rozkladu za téchto podminek 1ze vyjadfit rovnici /2/ :

bakterie

Substrat + O, » CO, + H,O + nova biomasa 12/
N, P....

Z této rovnice vyplyvaji nasledujici moznosti, které sleduji biologickou rozlozitelnost.

1) Stanoveni ubytku rozkladané latky
2) Stanoveni spotieby kysliku
3) Stanoveni vyvoje kone¢ného produktu

4) Sledovani ptirdstku po¢tu mikroorganismii nebo jejich hmotnosti

Tato vymezeni jsou do zna¢né miry formalni, ponévadz jednotlivé testy a sledovand krité-

ria mohou piedstavovat kombinace uvedenych variant [19].

Biodegradabilita prvnich biodegradovatelnych plastli byla testovana metodami vyvinutymi
pro studium schopnosti plastl odolavat napadeni mikroorganismu. Tyto testy se pozdéji
nahradily metodami, které stanovuji koncové produkty mikrobidlniho metabolismu. Aby
bylo vyhovéno vSem poZadavkiim na testovani biorozloZitelnosti plastl, byla vyvinuta fada

metodik pro celé spektrum prostiedi, ve kterych po upotiebeni plasty konéi [11].

V diplomové praci Kozakové byly provadény testy v plidnim prosttedi (,,substrat na hro-
by” AGROS, z roku 2001) [21]. K posouzeni aerobni biodegradace v pidnim prostiedi

bylo pouzito respirometrického stanoveni na zaklad¢ sledovani mnozstvi vyprodukovaného
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oxidu uhli¢itétho mikrobidlnimi pochody. Nejprve byla sledovdna endogenni respirace
pudni mikrofléry pfitomné v zeminé po dobu 8 dni. Po uplynuti této doby byly pfidany
biogenni prvky ve formé roztoku. Zdrojem dusiku byl (NH4),SO, a zdrojem fosforu
K;HPO,4. Potfebna mnozstvi byla vypocitana podle poméru C: N: P =
100:10:1. Testovany vzorek PVA byl SLOVIOL P88-08 stupent hydrolyzy 88 %.
Z dosazenych vysledki je patrné, ze ke zndmkam biodegradace smésné folie ani PVA po
dobu 65 dni nedoslo. Na pocatku provedeny mikrobiologicky rozbor byl zaméten na sta-
noveni bakterii, které jsou schopné PVA rozkladat. Po 10 denni kultivaci bylo zjisténo, Ze

mnozstvi bylo mensi nez 100 kolonii bakterii v 1g pudy (negativni zavér).

V diplomové praci Sedlare [22] byly pro testy zvoleny dva typu pidy v poméru: substrat
na hroby: substrat na pelargonie = 1:2 (Agro CS. a.s, z roku 2003). U pfipraveného extrak-
tu byl stanoven TOC (celkovy organicky uhlik) a proveden mikrobiologicky rozbor. Bio-
degradace se posuzovala na zdkladé mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého. PVA
bylo davkovano ve form¢ prasku a testovany vzorek byl PVA 88-08 se stupném hydrolyzy
88%, dale byly do reaktort pfidany biogenni prvky. Potfebnd mnozstvi byla vypoctena
podle poméru C: N: P =100:10:1. Po dokonalém promichani nutri¢nich prvkl byla smés
umisténa zpét do reaktoru. Po 52 dnech testu doslo cca k 20 % degradaci PVA podle sle-

dovaného kritéria.

V navazujici diplomové praci Dvorakové byl pouzit ptidni extrakt piipraveny ze smési
pid v poméru substrat na hroby: zahradni substrat = 1:2 (Agro CS. a.s, z roku 2004) [13].
V plidnim prostiedi byla sledovana produkce oxidu uhli¢itého, a to pouze titraéni metodou.
Testovany vzorek PVA SLOVIOL P88-08 stupeii hydrolyzy 88 %. Byly testovany smésné
folie na bazi PVA a jejich komponenty: lignin, ptirodni Skrob, plastifikovany Skrob. Déle
do reak¢nich lahvi byly pfidany biogenni prvky. Po dokonalém promichani nutri¢nich
komponent s ptidnim substratem a vzorkem byla smés umisténa do biotermostatu, ktery
udrzoval stalé podminky: 25 °C a temno. Po 40 dnech se nejlépe rozlozila folie, ktera ob-
sahovala 70 % PVA, 15% plastifikovaného Skrobu, 10 % glycerinu, a 5 % ligninu a pro-

cento rozkladu ¢inilo 30,7%.

Autofi se domnivaji, ze podle pfedpokladl je biodegradace v ptidnim prostiedi malo efek-
tivni a pomal4. Divodem mohla byt Spatna homogenizace latky, nizs$i dostupnost testova-
ného vzorku mikroorganismiim (ve formé prasku), dale mozné sorpce sledovanych vzorkt
na Castice pudy, prip. nedostateénym mikrobidlnim ozivenim pouzité pudy, které jsou od-

povédné za biodegradaci PVA.
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¢ Koncentrace substratu

Na koncentraci substratu zavisi rychlost biodegradace. Ta roste, jen dokud nedosahne
mezni hodnoty. Pokud se koncentrace zvysi nad jeji hranici, poté uz nedochéazi ke zméné
rychlosti. Tyto prahové koncentrace maji za nasledek zastaveni biodegradace [7].
V pudéch je pro mikroorganismy i pii vysokych koncentracich substratu dostupna pouze
jeho mala ¢ast, zejména v disledku jeho nizké rozpustnosti a sorpce. Pfi velmi malych
koncentracich substratu k biologickému rozkladu nedochézi. Vztah mezi strukturou a bio-
logickou rozlozitelnosti organické latky je jednim z dulezitych faktort pti hodnoceni ucin-
ku kontaminantu na Zivotni prostfedi. Chemicka struktura urcuje, jakym zptisobem se bude
ubirat biochemicka oxidace organické latky [17]. V ptipadé PVA nebyla koncentrace sub-

stratu dosud studovana.

e Vliv mikrobionalniho inokula

Hlavnim pfedpokladem uspésného biologického odstranéni latky je pfitomnost takovych
mikroorganismu, které maji prislusné enzymy umoznujici jeji rozklad. Zastoupeni mikro-
organismil v piidach je rozmanité a mohou odstraiiovat rtizné organické latky, ale tento

faktor neni limitujicim [17].
e Vihkost

Je nezbytna pro samotny proces rozkladu a to pfedevsim v pudnim prostiedi. Rozklad ve
vetsing piipadh probihd na povrchu ve formé kapalného filmu. Vlhkost ovliviiuje kyslikové
poméry v pude€, dostupnost Zivin a transport mikroorganismil. Se stoupajici vlhkosti se
zhorSuje diftize kysliku v pd¢, protoze z jejich port voda vytlaci vzduch, ve kterém kyslik
difunduje mnohem rychleji neZ ve vodé. Na druhé strané pfitomnost vody stimuluje biode-

gradaci rozpousténim a pienosem zivin k mikroorganismtm [17].

e Nutriéni prvky jako zdroj

Rychlost biodegradace mize byt ovlivnéna nutricni nevyvazenosti, zejména nedostatkem
dusiku a fosforu. Vyhovujici pomér mineralnich Zivin pro rlst biomasy je C: N: P =

100:10:1. Zdrojem uhliku je organické znecisténi. [17].

V diplomové praci Nedbalka [23] pokusy mély vysvétlit pfi¢iny zpomaleni degradace
PVA aktivovanym kalem, za podminek lehce odbouratelnych substratu (tryptonu a sacha-
rozy). Vysledky ukézaly, Ze tento jev neni vyvolan substratovou kompetenci (upfednosté-

nim vyuZzivani tryptonu ¢i sachardézy pied vyuzitim PVA), ani nedostatkem mineralnich
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latek, ani u¢inkem rozpusténych metabolit rostoucich heterotrofnich bakterii. Ur¢ité indi-
cie ukazaly citlivost degradacnich bakterii vic¢i zvySenym koncentracim fosfore¢nand.
Z vysledkt vyplyvalo, ze skute¢né riist vSech tii testovanych degradacnich kultur je ovliv-

novan zvysenymi koncentracemi fosforec¢nani v prostiedi.

V navazujici diplomové praci Osd’adalové [24] byla sledovana degradace PVA v prostiedi
ruznych koncentraci minerdlnich soli (fosforecnant). Vysledky ukazaly, ze vyssi koncent-
race fosforecnanti zpomaluji rist kultur 1 degradaci PVA. Pokusy dale ukazaly, ze kromé
fosfore¢nanii potlacuji rast kultur i zvySené koncentrace chloridi. Mikroorganismim ne-
vadi v rlstu niz$i koncentrace fosfore¢nani nebo chloridd, ale jisté zvysené koncentrace
téchto soli zpomaluji rist kultur i rozklad PVA. D4 se fici, Ze koncentrace téchto soli vy-

znamnym zpusobem ovliviiuji degradaci PVA.

2.5 Symbioticka degradace PVA a pritomnost PQQ

Pyrolochinolinchinon (PQQ)

Pifi degradaci PVA ma u nékterych bakterii vyznamnou roli pfitomnost PQQ. Pyrrolochi-
nolinchinon je nekovalentné vazana prosteticka skupina mnoha chinoproteinii. Jednou z
jeho hlavnich uloh je jeho pfitomnost pfi oxidaci PVA ¢i jinych organickych substrati.
Jedna se totiz o nezbytny faktor pro ¢innost dehydrogenas, které oxiduji PVA. Vyskyt chi-
noproteinlt byl dosud zaznamendn v periplasmatickém prostoru nékterych Gram-
negativnich bakterii, kde slouZi jako katalyzatory pfi oxidaci alkoholli nebo sacharidi. Di-
lezita je také pfitomnost aminokyselin ¢i bilkovinnych sloucenin jako je napi. pepton,
kvasni¢ny autolyzat, apod. v kultivatnim médiu. Pfitomnost aminokyselin nebo bilkovin-
nych sloucenin je totiZ pfi¢inou sniZeni obsahu PQQ v systému vlivem transformace PQQ

na biologicky neaktivni slozku [25]. (na obr. 3 je znazornén strukturni vzorec PQQ).

Obr. 3. Strukturni vzorec

PQQ [24]
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V diplomové praci Coufalikové [26] byl studovan symbioticky vztah dvou mikrobidlnich
kultur (kultura OT3 a Rhodococcus erythropolis) pii biodegradaci PVA. Z vysledka vy-
plyva, ze kultura OT3 je schopna PVA degradovat jenom tehdy, je-li kultura Rhodococcus
erythropolis pfitomna ve formé bunék. Cilem prace dale bylo ovéfeni vlastnosti OT3 po-
moci degradacnich zkouSek a provedenim rastovych testl. Degradacni testy se provadély
Vv tekutém médiu a ve vétSing piipadi byl ptidan pyrolochinolinochinon (PQQ). Prace dale
ovétovala, zda i mrtva biomasa Acetobacter aceti je schopna dodat kultufe OT3 piirodni
zdroj PQQ a také dodat druhy faktor pro symbiotickou degradaci PVA, a to hemovou sku-
pinu. Degradace PVA kulturou OT3 s biomasou prob¢hla z 64,5 % a byla srovnatelna
s degradaci PVA kulturou OT3 a Rhodococcus erythropolis, ktera degradovala PVA cca
z 63 %.

V préci Zemana [27] byl studovan vliv PQQ a dal$ich latek na biodegradaci PVA neadap-
tovanym aktivovanym kalem. V neadaptovaném aktivovaném kalu probihd degradace
rychleji za podminek, kdy jedinym substratem bylo PVA- zde probéhl uplny rozklad PVA
za 15 dni. Jakykoliv ptidavek dalSich latek do smési biodegradaci zpomaloval. Pokud byly
v degrada¢ni smési piitomny sekundarni alkoholy a PQQ, trvala degradace PVA 17 dni, v
pfipad¢ pfitomnosti tryptonu a sachardzy ve smési probcéhla degradace PVA nehled€ na

soucastnou pfitomnost nebo neptitomnost PQQ a sekundarnich alkohold za cca 28 dni.
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3 NAVAZNOST A CiLE BAKALARSKE PRACE

Diplomova prace S. Pekatové [28] se zabyvala rozkladem PVA v padnim prostfedi. V ex-
perimentu byla pouzita puda inokulovana adaptovanym aktivovanym kalem z Cistirny od-
padnich vod. Byla zkouSena jak ziva kultura, tak mrtva (sterilizace byla provedena pii
125°C a negativni vyskyt mikroorganismi byl potvrzen mikrobiologickymi testy), bez pfi-
davku nutri¢nich prvka (C, N, P). Ziva kultura kalu rozlozila PVA z60 % za 33 dni.
V pokusech s mrtvou biomasou aktivovaného kalu by k rozkladu vlivem mikroorganismu
nemélo dochazet. Byl ptesto pozorovan rozklad PVA (viz. Obr. 4), ktery se postupem ¢asu
zvySoval. Takto doslo k degradaci PVA z 40 % po 54 dnech. Tento rozklad je vysvétlovan

moznou pritomnosti PQQ a neptitomnosti POV plidnim prostiedi.
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Obr. 4. Srovnavani pribéhu biologického rozkladu PVA v pudé s zivou a mrt-

vou bio masou adaptovaného aktivovaného kalu [28].

V diplomové praci Ostadalové [24] byl sledovan vliv mineralnich soli (fosfore¢nanti) na
biodegradaci PVA. Vysledky ukézaly, Ze vyssi koncentrace fosfore¢nant zpomaluji rist

kultur i degradaci PVA.

Cilem této bakalaiské prace je navazat na praci Pekatfové a sledovat vliv PQQ a fosforec-

nant na degradaci PVA.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Testovany vzorek, chemikalie, pristrojové vybaveni

Testovany vzorek

PVA (MOWIOL 5-88) stupen hydrolyzy 88 mol %, CHSKc, je 1403,7 mg/g, praskova

forma, vyrobce Kuraray, Japonsko

Chemikalie

Pii laboratornich pokusech byly pouzity nasledujici chemikalie Cistoty p.a. od firmy Sig-
ma- Aldrich s.r.o. nebo Penta s.r.o.

chlorid draselny, hydrodenfosfore¢nan sodny dekahydrat, dihydrogenfosfore¢nan draselny,

Soda lime (NaOH/CaO) s indikatorem.

PQQ- pyrolochinolinchinon(Sigma- Aldrich) ¢istoty p.a.

Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy Sartorius GmbH, SRN
¢ Elektrochemicky respirometr BI-2000, Bioscience, corp., USA
e pH- metr Inolab pH/ON 735 s pH elektrodou SenTic 81, WTW Némécko
e SuSarna Memmert model 100, SRN

e B¢&Zné laboratorni sklo a vybaveni
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4.2 Biologicky material
e Smésna puda

Smésna biologicky aktivni pida byla slozena ze zeméd¢€lské zeminy a komercniho

kompostu v ruznych pomérech (viz. diskuzni ¢ast).
o Zemédélska zemina

Jilovita hnédozem (odbér Le$na, okr. Vsetin, podzim 2013), kterd byla zbavena

hrubych necistot a ptipadné tvrdé horniny prosetim pies sito (velikost okolo 5 mm).
e Komercni kompost

Zahradnicky kompost znadky Agro (Agro CS a.s., Ceska Skalice) s obsahem zkom-
postovatelnych surovin rostlinného ptivodu, humusu a ptidavkem dolomitického va-
pence. Vyrobcem je uvadén obsah rizikovych prvki v mg/kg suSiny: Cd 2, Pb 100, Hg
1, As 10, Cr 100, Cu 100, Mo 5, Ni 50, Zn 300 a mnozstvi nerozlozitelnych piimési

max 2%.
4.3 Hodnoceni rozlozitelnosti

4.3.1 Respirometr BI 2000 (uzavi‘eny respirometr)

Pro stanoveni rozkladu PVA v pidnim prostiedi byl pouzit respirometr Bioscience-
corp.USA (BI-2000). Piistroj sleduje biologické pochody a to za aerobnich podminek a
méfenou veli¢inou je spotieba kysliku. Samotny respirometr [28] se sklada ze dvou modu-
It kde na kazdém z nich je 8 reak¢nich nadob, které maji objem 1 litr s elektrolytickymi
celami, vodni lazné (temperovan€) a regulator teploty. Kazdéd z reakénich nadob byla na-
sledné vlozena do vodni lazn¢€. Teplota se pohybovala 25+1°C. Po sestaveni reak¢ni apara-

tury se provedl test t€snosti a poté byl spustén pokus. Probihajici testy byly ve tmé.

K reakénimu modulu patii elektronicky hardware, ktery slouZzi k vyvijeni kysliku, a dalsi
ulohy jako regulace teploty a snima tlak a teplotu. Samotné reakéni nadoby, elektrolytické
cely a zkumavky na NaOH tvofi reaktory, a to zabezpecuje vhodné¢ podminky samotnych
pokusti. VSechny casti reaktorti jsou vyrobeny ze skla (borosilikatového) se zabrusy.
V priibéhu pokust je kazd4d naddoba ponotfena do vodni l4zn€ a vSe je propojené pomoci

spojovacich kabeld k pfednimu panelu modulti [28].
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Obr. 5. Reakéni nadoba respirometru BI-2000 [28]

Hlavni ¢asti u elektrolytickych cel je tzv. télo cely, které je d€leno na ¢ast vnitini a vnéjsi.
Za pomoci zabrusu je cela napojena na absorpéni zkumavku, kde horni ¢ast téla cely je
zavedena stejnym zptisobem na vrchni ¢ast cely a obsahuje tfi druhy riznych elektrod kys-

likovou, vodikovou, a spinaci. Kyslikova je vlozena ve vnitini ¢asti cely [28].
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Obr. 6. Elektrolyticka cela respirometru BI-2000
[28]

4.3.2 Princip méreni

Mikroorganismy pritomné v reakéni nadobé potiebuji k pfeméné chemickych latek neusta-
ly pfisun kysliku. Oxid uhli¢ity, ktery je vyprodukovan pii spotieb& kysliku mikroorga-
nismy se absorbuje v absorp¢nich zkumavkach hydroxidem sodnym (NaOH). Tim dojde
k mirnému podtlaku, ktery zptsobi pokles hladiny elektrolytu ve vn&jsi ¢asti elektrolytické
cely. Jako elektrolyt se v respirometru pouziva 0,5M kyselina sirova [28].

Jak poklesne hladina elektrolytu, dojde k pteruseni kontaktu mezi spinaci elektrodou a
elektrolytem. Reakce zpusobi aktivaci cely, takze za¢ne prochazet proud mezi dvéma elek-

trodami ponofenymi do elektrolytu [28].

Disociaci molekul kyseliny sirové v roztoku vzniknou kladné ionty vodiku a zaporné ionty
SO,%. Priichodem elektrického proudu se kationty vodiku pohybuji k zaporné elektrodé,
zde ptijmou elektron a na zaporné elektrodé se vylouci vodik. Vodik je poté vypoustén do
atmosféry pomoci otvord, které jsou na stén& cely. Vzniklé zaporné ionty SO4* se naopak
pohybuji ke kladné elektrod€. Dojde k odevzdani prebytecnych elektront a radikaly SO4,
které kdyz vzniknou, zanou reagovat s vodou za vzniku kyseliny sirové. Pii reakci se
uvolni molekula kysliku. Mnozstvi vyprodukovaného kysliku je tumérné elektrickému

proudu podle Faradayova zédkona. Jakmile dojde k ustaleni tlaku uvnitf cely, hladina elekt-
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rolytu ve vngjsi Casti cely zacne stoupat a tim dojde k pferuSeni elektrolytické reakce.

Mnozstvi kysliku, ktery je vyprodukovany je v mg a data jsou ulozené v pocitaci [28].

4.4 Vypocet biologické rozlozitelnosti

Z naméfenych dat byla vypocitana substratova biologicka spotieba kysliku podle rovnice

12/
BSK — BSK
BSK,= L sL 12/
m
Kde:
BSK; substratové biologicka spotfeba testovaného vzorku [Mg.g™]
BSK. nametena biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku v ¢ase t [mg]
BSKs, namgeiena biologicka spotieba kysliku slepého pokusu v ¢ase t [mg]
m navazka testovaného vzorku do reaktoru [g]

Procento biologického rozkladu %vsk resp. %chske uréuje pomér biologické spotieby kys-

liku ku teoretické spotiebé kysliku (resp. chemické spotiebé kysliku) podle rovnice /3/

resp. /4/

Kde:

BSK;
TSK
CHSKc,

BSKj

%TSK = TSK - 100 13/
%TSK = Cs;gscr -100 14/

substratova biologicka spotieba testovaného vzorku [mg.g™]
teoreticka spotieba kysliku testované latky [mg.g™*]

chemicka spotieba kysliku testované latky [mg.g™]
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Teoreticka spotieba byla vypocitana podle nasledujici rovnice /5/

16-(2a+3-b-c)

TSK = — /5/
Kde:
TSK teoreticka spoteba kysliku v TSK [g.g7"]
a pocet atoma uhliku
b pocet atomi vodiku
c pocet atomil kysliku
Mr relativni molekulova hmotnost latky [g.mol™]

4.5 Analyzy a postupy

45.1 Stanoveni susiny pudy

Petriho miska v¢etné vicka se vysusila pti 105°C nejméné po dobu 30 min a poté se necha-
la vychladnout v exsikatoru nejméné 45 min. Do vysuSené a zvazené Petriho misky véetné
vicka se navazilo cca 5 g pudy a to s presnosti na 10 mg. Oteviené Petriho misky uz se
vzorkem se umistily do vyhtaté suSarny na 105°C a susSily se véetné vicka do konstantni
hmotnosti. Po ukonceni suseni se vickem uzaviena Petriho miska vlozila do exsikatoru a
po vychladnuti (nejdiive po 45 min) se zvazila s pfesnosti na 10 mg. Kazdé stanoveni bylo
provedeno a to tfikrat vedle sebe a poté suSina pudy byla vyjadiena rozdilem hmotnosti

v procentech [29].

4.5.2 Stanoveni pH pidy ( pHkci)- ptidni vyménna kapacita

Do Erlenmayerovy batky se navaZzilo pfiblizn€ 20 g ptidniho vzorku, pfidalo se 50 ml roz-
toku 0,2 M KCIl a rozmicha sklenénou ty¢inkou. Za 24+4 hodin se suspenze piefiltrovala

ptes fidky filtrani papir a zméfila se hodnota pH [30].
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45.3 Meéreni pH

Po kalibraci pH-metru, pomoci dvou tlumivych roztokt s hodnotou pH nizsi a vyssi nez je

pH vzorku bylo za stalého michani stanoveno pH vzorku.
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5 VYSLEDKOVA A DISKUZNI CAST

V této Casti bakalaiské prace jsou soustiedény vysledky jednotlivych test. Jednotliva mé-

feni jsou rozdélena do ¢asti z divodu prehlednosti.

5.1 Priprava smésné pidy

Dilezitou podminkou byl dobry piestup kysliku z plynné do pevné faze. Samotna vrstva
pudy by pii téchto testech méla byt co nejvice prodys$na, aby piestup kysliku nebyl omezo-
van. Pro samotné testy byla zvolena zemédélska pida a komercni substrat. Samostatna
zemé&delska zemina by nebyla vhodna ke stanoveni, protoze byla téZkou a hutnou. Naopak
samotny komeréni kompost je slab& mikrobidlné oziven a rozklad by proto nebyl idedlni.
Proto byl vhodné zvolen pomér mezi zemédélskou zeminou a komerénim kompostem pro
zachovani pozadované vlhkosti. Pro zvoleni vhodného poméru mezi substratem a zemédél-
skou ptidou byly provedeny riizné testy s pomérem jednotlivych pid. Smés pidy v poméru
zeméd¢€lska pida: komeréni substrat (1:5), kterd byla ptipravena smichanim 200 ml zemé-
délské pudy a 1000 ml komeréniho substratu. Dalsi testovany pomér byl 1 :1 smichdnim

500 ml zemédélské pidy a 500 ml komercniho substratu.

Postup ptipravy byl zvolen na zékladé vysledkl v diplomové préaci [31]. Davkovani bylo
provadéno objemové (viz. 4.3.1) a jako substrat byla pouzita dobfe biologicky rozlozitelna
latka- glukéza. Do reakénich nadob se davkovala pfimou navazkou 2 g na litr pidy (na-
vazka v reaktoru byla 1 g). Pro zachovani vlhkosti se do reaktoru pifidalo navic 10 ml desti-
lované vody. Vlhkost smésnych ptid se pohybovala cca 55 %. V takto ptipravenych ptidach
riznych poméra byl testovan rozklad glukosy Obr. 7 a Obr. 8. Tyto testy probihaly po do-
bu 14-18 dni. U obou téchto testovanych pad doslo k cca 60 % rozkladu glukosy.

Na obr. 9. je uvedeno srovnani biologického rozkladu v obou testovanych pomérech smés-

nych pad.

Pied zacatkem a na konci kazdého pokusu byla stanovena susina pudy a zméieno pHgc @

to u slepych pokusti i s obsahem testované latky.
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Obr. 7. Pribéh celkového biologického rozkladu glukosy ve smésné pudé

Zem¢&dé@lska zemina: Komeréni kompost = 1:1
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Obr. 8. Prub¢h celkového biologického rozkladu glukosy ve smésné pudé

Zemédelska zemina: Komeréni kompost = 1:5
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Obr. 9. Srovnani biologického rozkladu glukosy v obou typech pidy vyjadieny
jako BSK/TSK (+ smérodatna odchylka)

Tab. 1. Limitni hodnoty rozkladu glukozy

_ BSK/TSK
zemina: substrat tLac [h] 10 [h] oo [h] troz [h]
[%6]
1:1 18 +0,109 | 48 £ 0,990 | 156 + 0,919 | 306+ 1,122 58
1:5 6+0,030 | 72+0,555 | 240+ 0,869 | 396+ 2,750 60

Kde:
tLac
tio
too

troz

BSK/TSK

Cas lagové faze [h]

¢as rozkladu [h]

procento rozkladu [h]

¢as v 10 % maximalniho stupné rozkladu [h]

¢as v 90% maximalniho stupné rozkladu [h]
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Z hodnot uvedenych v Tab. 1 je vidét rychlejsi rozklad glukdzy v poméru smésné pudy 1:1
oproti 1:5. Proto vyS$§i pomér této zeminy oproti komerénimu substratu zrychloval rozklad

gluko6zy. Pro experimentalni podminky testu byl proto zvolen pomér 1:1.

5.2 Biodegradace PVA ve smésné pidé
Cilem testii bylo sledovani biodegradace PVA v pidnim prostiedi bez nutri¢nich prvkii.

Na zéklad¢ zkuSebnich testl s glukdzou byl pro ptipravu smésné ptidy vhodnéjsi pomér
1:1 ze zeméde€lské zeminy a komercniho substratu podle kap. 5.1. Dale byl piipraven za-
sobni roztok PVA v destilované vod¢ o koncentraci 100 g/l. Roztok PVA se pfipravoval 24
hod piedem intenzivnim michanim za studena. Pfipravend piida byla poté davkovana po-
moci odmérného vélce v objemu smésné pidy 500 ml do reakénich nadob. Po nadédvkovani
smésné pudy bylo dodano vzdy 10 ml zasobniho roztoku PVA. Poté aktualni koncentrace
Vv reaktorech byla 2 g/l pudy. Byla sledovana i endogenni respirace pidniho substratu, kde
byl davkovan stejny objem destilované vody. Slepé pokusy i testované vzorky byly pfipra-
veny 4x vedle sebe. Pifed zaCatkem a po ukonceni testll byla stanovena hodnota pHkc a
suSina smésné pudy. Vlhkost pidy se pohybovala u PVA piiblizné 71 %, u slepého pokusu
63 % a pHkci 5,228. Test byl zalozen na sledovani spotfeby kysliku (BSK). Nebyly pfi-

tomny nutri¢ni prvky.

Na obr. 10 Ize vidét kumulativni spotiebu kysliku piipadajici na endogenni respiraci a bio-
logicky rozklad PVA. Ziejmé je, Ze v samotné smésné pidé byl polyvinylalkohol schopen
rozkladu. Rozklad zacal témét okamzité. Lagova faze je mensi nez 24 hodin avSak po 62
dnech doslo k degradaci PVA pouze z 24 + 4,008 %. Mikrobiologické testy nebyly prova-
dény.

Na Obr. 11 je znazornén pribéh degradace PVA vyjadieny jako BSK/ CHSK¢, (= sméro-
datna odchylka).
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Obr. 10. Celkova kumulativni spotfeba kysliku ptipadajici na endogenni re-

spiraci a biologicky rozklad PVA
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Obr. 11. Prubéh degradace PVA ve smésné pudé vyjadieny jako
BSK/CHSKc¢, (+ smérodatna odchylka)

Degradace PVA probihala velmi pomalu, jednim z divodu muze byt, jak uvedl Sedlat ve
své praci kysela povaha puady [22]. Pomaly aZz zadny rozklad si Kozakova a Dvotakova
zdivodnily moznou sorpci sledovaného vzorku na ¢éstice pidy nebo Spatnou homogeniza-
ci latky do pidy a nizsi dostupnost samotnym mikroorganismtm [21,13]. Autofi uvedli, ze
divod miize byt nedostatecnym mikrobidlnim ozivenim pouzité pudy (substrat na hroby,

substrat na pelargonie), které jsou zodpovédné za degradaci polyvinylalkoholu.
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5.3 Biodegradace PVA za pritomnosti fosfore¢nani

Vysledky diplomové prace Nedbalka [23] ukazuji, Ze rtst bakterii je negativné ovliviiovan
zvysenou koncentraci fosforecnanti v prostedi. Dale navrhl detailné prostudovat vlastnosti
PV A-degradac¢nich bakterii v obecné citlivosti na mineralni latky a ovéteni urychleni pro-

cesu degradace PVA v prostiedi se snizenou koncentraci mineralnich soli.

Rozhodujicim kritériem pro testy realizované v mé praci byla diplomova prace Ost’adalo-
vé, ktera se zabyvala vlivem mineralnich soli na biodegradaci polyvinylalkoholu [24]. Ve
své praci uvedla, ze pfitomnost nékterych minerélnich soli (fosfore¢nant), mohou zpoma-

lovat ¢innost mikroorganismti degradujicich PVA.

Smésny roztok PVA a fosforecnani nebylo moZné pfipravit z dlivodu vysraZeni roztoku.
Z tohoto ditvodu bylo pfistoupeno k druhému postupu. Do zeméd¢lské ptidy byly fosforec-
nany davkovany pfimou navazkou, kde se dikladné¢ homogenizovaly a poté se ptidal ko-
meréni substrat. Smésnd puda se pripravovala 24 hodin pted experimentem, kdy koncent-
race fosfore¢nanti v pid€ byla 13,34 mmol na litr ptidy. Dale byl pfipraven zésobni roztok

PVA v destilované vod¢ o koncentraci 100 g/1.

Ptipravena pida byla poté davkovana do bioreaktoru po 500 ml. Po nadavkovani smésné
pudy se ptidalo 10 ml zasobniho roztoku PVA o koncentraci 2 g/l ptidy. Byla sledovana
endogenni respirace pudniho substratu (slepy pokus), kde byl davkovan stejny objem desti-
lované vody. Testované vzorky i slepé pokusy byly pfipraveny 4x vedle sebe. Pred zacat-
kem a po ukonceni testl byla zmétena hodnota pHkcja susina smésné ptidy. Vlhkost pudy

byla piblizné 71 % a pHyc 5,348.

Na Obr. 12 Ize vidét kumulativni spotiebu kysliku ptipadajici na endogenni respiraci a
biologicky rozklad PVA za pfitomnosti fosfore¢nanti. Z vysledkii vyplyva, Ze nelze fict
jaky vliv maji fosfore¢nany na degradaci PVA. Je mozné se domnivat, ze fosfor mohl

slouzit jako nutri¢ni prvek mikroorganismim piitomnym v smésné pude.

Smérodatné odchylky méfeni v ramci chyby a tésnosti dat, jsou zahrnuty na Obr. 13.
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Obr. 12. Celkova kumulativni spotfeba kysliku pfipadajici na endogenni respiraci a

biologicky rozklad PVA za ptitomnosti fosfore¢nanti
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Obr. 13. Kumulativni spotieba kysliku ptipadajici na endogenni
respiraci a biologicky rozklad PVA za ptitomnosti fosfore¢nanti

(£ smérodatna odchylka)
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5.4 Biodegradace PVA za pritomnosti PQQ

Ptitomnost PQQ maé pii biodegradaci PVA u nékterych bakterii dilezitou a vyznamnou

roli. Probihajici testy mély ovéfit vliv PQQ na biodegradaci PVA v pude.

Byla pfipravena ptida slozend ze zeméd¢€lské zeminy a komer¢niho substratu v poméru 1:1.
Dale byl ptipraven zasobni roztok PVA v destilované vodé o koncentraci 100 g/l. Roztok
PVA se ptipravoval 24 hod pfedem intenzivnim michdnim za studena. A zasobni roztok
PQQ byl o koncentraci 100 mg/l. Pfipravena piida byla poté davkovana do reak¢nich na-
dob po 500 ml. Po nadavkovani smé&sné pudy bylo dodano vzdy 10 ml zasobniho roztoku
PVA s ptidavkem 0,5 ml PQQ. Poté aktualni koncentrace polyvinylalkoholu v reaktorech
byla 2 g/l pudy s ptidavkem 0,02 mg/l piady PQQ. Byla sledovédna i endogenni respirace
pudniho substratu, kde byl davkovan stejny objem destilované vody s pfidavkem PQQ o
koncentraci 0,02 mg/l ptudy. Slepé pokusy i testované vzorky byly pfipraveny 4x vedle
sebe. Pred zacatkem a po ukonceni testli byla stanovena hodnota pHyc a vlhkost smésné
pudy. Vlhkost zeminy se pohybovala u PVA za pfitomnosti PQQ kolem 63% u slepych
pokust s PQQ 70% a pHkci 5,228.

Na Obr. 14. je znazornén pribéh kumulativni spotieby kysliku pfipadajiciho na endogenni
respiraci a biologicky rozklad PVA za piitomnosti PQQ. Pokus degradace PVA byl prova-
dén po dobu 52 dni, kdy byl pozorovan mirny inhibi¢ni t€¢inek PQQ a proto nedochézelo

k degradaci PVA.

Smérodatné odchylky méfeni v ramci chyby a tésnosti dat, jsou zahrnuty na Obr. 14.
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Obr. 14. Celkova kumulativni spotfeba kysliku pfipadajici na endogenni respiraci
a biologicky rozklad PVA za ptitomnosti PQQ
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Obr. 15. Kumulativni spotieba kysliku ptipadajici na
endogenni respiraci a biologicky rozklad PVA za pfi-
tomnosti PQQ (£ smérodatné odchylka)

K degradaci PVA za ptitomnosti PQQ nemuselo viibec dochazet. Pfitomnosti mikroorga-
nismu mohlo dojit ke spotfebovani PQQ, protoze bylo ddvkovano v mensim mnozstvi a

tento diisledek mohl ovlivnit celkovou degradaci PVA.
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ZAVER
Tato bakalarska prace se zabyvala sledovanim biologické rozlozitelnosti PVA v pidnim
prostiedi za aerobnich podminek. V experimentech byla sledovana degradace samotného

PVA, déle s ptitomnosti PQQ a fosforecnant. Tyto testy byly provadény pomoci elektro-
chemického respirometru BI-2000, kde hodnoticim kritériem bylo BSK/TSK.

V laboratofi byla nejprve piipravena smésna piida slozend z komercniho substratu a zemé-
d€lské zeminy v poméru 1:1. V prvni ¢asti téchto biodegradacnich testti byla vénovana
pozornost samotnému rozkladu PVA, kde rozklad zacal téméf okamzité. Lagova faze byla
mensi jak 24 hodin. Po 60 dnech trvani tohoto testu bez pfitomnosti nutri¢nich prvka byl
zaznamenan rozklad PVA z 24 + 4,008 %. Vyssiho rozkladu nebylo za danou dobu prav-
dépodobné dosazeno z mozného ditvodu slabého mikrobidlniho oziveni a kyselé¢ povahy
pudy. Mikrobiologicky rozbor pidy na PVA degradujici bakterie nebyl v rdmci této prace
proveden.

V dalsi ¢asti provedenych experimentd byla sledovana zavislost pfitomnosti fosfore¢nani
na degradaci PVA. Bylo zjisténo, ze nelze s jistotou Fici, jestlize dana koncentrace fosfo-
re¢nanti ma vliv na degradaci PVA. Hodnoty BSK byly srovnatelné v ptipad¢ srovnani se

slepym pokusem.

Posledni ¢ast provadénych testii sledovala degradaci PVA za pfitomnosti PQQ. Z vysledki
Ize tici, ze dochazelo s dobou testu spise k mirnému inhibi¢nimu u¢inku. K degradaci PVA

tedy nedochazelo.

Zaveérem lze tici, ze k degradaci PVA za ptitomnosti PQQ a fosfore¢nanti nedochazelo.
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