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ABSTRAKT

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je polymer hofrvyuZivany hlavi ve farmaceutickém a
potravindském ptimyslu. Jeho osud wjpodk vzhledem k biologické rezistenci neni
znam, zatim jedinou cestou k jeho odstrdne greduprava polymeru a teprve nasledna
degradace. Experimentakidst se ¥nuje testovani komeéniho vzorku PVP K15. Uvedeny
vzorek PVP byl podroben bazické hydrolyze a hydrai\byl testovan na biologickou roz-
loZitelnost v aerobnich podminkach (aktivovany ked)vodném progedi. Po hydrolyze je
ziejmé, Ze tato cesta je redlna. Byla také vyzkougsmenost vyuZiti specifickych enzym
(y-laktamasa, amidasy), fipadré heterogennich kultur z farmaceutické vyroby

s potencialni itomnosti zmidnych enzyni.

Kli¢ova slova: polyvinylpyrrolidon, degradacdeguprava, alkalicka hydrolyza, biodegra-

dace, enzymy

ABSTRACT

Polyvinylpyrrolidone (PVP) is polymer plentifullyse as in the pharmacy and in the
grocery. Its destiny ishknow with regard to biological resistance in thegture; for the
prezent only way to its elimination is pre-treatinehthe polymer and until after degra-
dation. Experimental part describes of testing cenoml sample of PVP K15. The menti-
oned sample PVP passed be to basic hydrolysistenbydrolysate was testing up to bio-
degradation in the aerobic conditions (activatedgt) in the water space. After hydrolysis
is obviously, that this way is real. The possipiliuse of specific enzymes.lactamasa,
amidases), eventually of heterogeneous cultures fplharmaceutical production with

possible occurrence mentioned enzymes was proeed to

Keywords: polyvinylpyrrolidone, degradation, predtment, alkalic hydrolysis, biodegra-

dation,enzymes
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UvoD

V poslednich desetiletich se setkavame s termikégny je uvadn jako ,noveé*
environmentalni polutanty. Jedna se o antropogkamiaminanty, které jsou uvavany
do zivotniho prosedi a o jejich osudu a vlivu n&impdu je toho znamo&sSinou velmi
malo. O tento fenomén se lidécah zajimat teprve nedavno. Jedna gedpvsSim o tzv.
perzistentni organické polutanty. Do této skupiagtip nechval@ proslulé DDT a dalSi
velmi dolie znamé polutanty jako jsou polychlorované bifer(fBB), polycyklické aro-
matické uhlovodiky (PAH), celfada organickych pestidid ale také l&va. Podskupina
léciv znamych Siroké wejnosti diky jejich negativnim viidm, jsou latky jeZz napodobuji
acinky nejrizréjSich hormoid. Mezi nejvyznam§si latky této skupiny pét estrogeny
nebo slodeniny s estrogenni aktivitou. Problém v Zivotninogiledi nejsou jen samotné
acinné latky v lécich, ale také substance které niepmjahu léiv; jsou to doprovodné
latky nagr. ty kterymi jsou léiva fedéna, matrice a jiné. &které jsou obvykle odolnévi
vSemcistirenskym procdsn. DalSim problémem je stanovit latky, které pronidko oblas-
ti Zivotniho progiedi (. odpadni voda) a vzhledem ke slozitosti matrice jenoha pi-
padech jejich detekce obtizna. Zdaleka ne u videk podobného typu je zndmispbeni
na Zivotni prosedi. Resto je vice nez jasne, ziedstavuji vazny potencialni problém pro
dloveka i pro ekosystémyZajimavou latkou je nappolyvinylpyrrolidon, ktery v uvedené
problematice zaujima vyznamné misto. Z tohotwodiu byl vybran jako objekt naSeho

zkoumani.
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1 POLYVINYLPYRROLIDON (PVP)

PVP je polymer s Sirokym zékem pouZziti v pimyslu, zejména ve farmacii a potravi-
néastvi. Divod rozsahlého pouzivani tkvi v jeho vynikajictelchnologickych vlastnos-
tech a nulové toxiaitvici Zivym organisnim. Festo je tento polymer v hletku pozor-
nostifady odbornych praci. Zajem o PVP prameni z jehdnodti vici biologické degra-
daci (prochazi nap systémemCOV i zaZivacim traktem beze #Zny) a jeho moZnému

hromadni v prirodé. Nicmérg dopad na Zivotni pragdi byl studovan zatim jen okrajov

PVP (GHoNO), (obr.1) (znamy také pod nazvy: 1—ethenyl-2 pyradignonomer, 1—
vinyl-2pyrrolidon—polymer, Povidone, Kollidon ajg dol¥e rozpustny ve vada mole-

kulova hmotnost se pohybuje mezi 2,5 az 1200 Da.

|
N._o

Obr. 1: Struktura PVP
Z chemického hlediska jde o linearni uhlikd&izec, na kterém jeips terciarni
amin navazan laktamovgipclenny kruh. Nachazi sefadt vyrobki nag. PVP byl hlavni
slozkou v prvnim Gsgném vlasovém spreji (lak na vlasy) n&téu roku 1950.PVP je
polymer vinylu; poprvé byl fipraven v Nmecku v roce 1939 v I.G. Farben W. Reppem et

al.* polymeraci volnym radikalem monomeru N -vinylpyidonu?

:::sz-:;:H — = —[—CHg—tliH—]H
N_ .o N_ .o

r 7

vinylpyrrolidone polyvinylpyrrolidone

Obr. 2: Vznik PVP
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1.1 Vlastnosti

Vyhodna chemicka vlastnost PVP je interakce s nizkysokomolekularnimi slou-
¢eninami ve vodnych roztocich jako jsou anorganiick#y, organické sloteniny (nap.
fenoly), aminokyseliny, povrch@vaktivni latky, polymery, proteiny a farmakologick&-
tivni latky. Tato okolnost je zvl&Stvyznamna ve farmakologickém ¢pnyslu? Spolu
s nizkou toxicitou, adhezi, filmformaci, neobvykiyomplexotvornymi schopnostmi,
odolnosti W¢i solim a kyselinAm a rezistendidv tepelné degradaci je vyuzivano jeho roz-
pustnostP v organickych rozpou&tlech i ve vod. Vodny roztok ma pH v rozmezi 4 — 5.
Pro praktické tely mize byt limitujici pouze viskozita kotleého roztoku. Viskozita je

zavisla na jeho molekularni hmotnosti. V pevnémsia bily aZ naZloutly prasék.

1.2 Vyroba

Polyvinylpyrrolidon je pipravovan polymeraci N — vinylpyrrolidonu ve vodebo

v isopropanolu volnym radikélem. Jako iniciatorkemslouZi peroxid vodikd.

|
i, TAMpRIIe s Ol HO.+C=C — » HO-C-C-
[ | |
H H H H
H[T:LO H[;:Lo H[r Lo H[r Lo
| | | Fe )
HO-G-C: 41l G<6 % HO1-C-C— 1 C-C:
H H H H HH | HH
H[;:LO H\;LG H[;LO H\;LD / H[;:LD " )
| | | | | ' [ | |
HO1-C-C C-C-+-OH—» HO-LC-C rlz-c:-oH_ll_- Ho1-C-C G620+
| H |
H H H H H H H H \ H H H H /
n n n

Obr. 3: Polymerace P\
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1.3 Pouziti

PVP s fiznymi molekulovymi hmotnostmi je ozéavan pismenem K a doprovodnym

¢islem (. K12, K17, K25, K30), které udavagmeérnou molekulovou hmotnost.

PVP byl poprvé akceptovargtiem druhé sitové valky jako nahrazka krevni plazmy.
V té dol& se jeho pouziti za timtactélem zdalo vyhodné zejména @vaddu jeho syntetic-
kého givodu, coZz zamezovalo infikovaniaznymi nemocemi fes krevni plazmu. Od toho-
to uzivani bylo upusho pro jeho vysokou molekularni hmotnost, protoaertravenoz-
nim podavani se ukladal v lidskémet a nepodléhal metabolickyntgminam. Diky této
skute&nosti je dnes pouziti PVP omezeno na oralni podavénv tabletach jako pojivo,
potahovy material, je soasti nap. antibiotik, analgetik, énich kapek aj. Vyltovani PVP
Z €la zavisi na molekulové hmotnosti; produkty s malekou hmotnosti nizsi nez 70
kDa jsou zd&la vylouseny ledvinamf: PVP je nap sowéasti dezinfekniho prostedku
PVP s joderh (Povidone - iodine). V potraviiském piimyslu se PVP pouZivéa jako stabi-
lizator v unglych sladidlech a vitaminech, dale jako barevnpitizw@tor nekterych néapaj,
jako latka zabnaujici krystalizaci pipravki kapalnych urdlych sladidel, kedni potravi-
n&skych barev, fidava se do obalového materialu, ktery je v kontakkterymi druhy
potravin aj. Povolena denni davka PVP jakial@vku do potravin je podle WHO v rozmezi
do 50 mg. kg. den' (pro ¢lovéka). PVP a jeho kopolymery jsou pouZivany i
v kosmetickém pmyslu. Zvlas¢ vhodny je jako pomocna latka v pbyych krémech,
pletovych gisticich gipravcich, Sampdénech a dalSich vlasovytipravki. Dokonce je i
souasti detergeiif uplatréni naSel jako ochranny koloid ve fotografickénimyslu; @i
vyrob¢ papiru je pidavan jako barvici dispergovadlojigobi jako stabilizator vodnych

suspenzi a emulafe stavebnictvi nasel uplatmi v lepidlech a pegeticich smisich.*
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2 N-METHYL-2-PYRROLIDON (NMP)

N-methyl-2-pyrrolidon (GHgNO) je také zndm jako NMP, 1-methyl-2-pyrrolidon ne
bo 1-methyl-2-pyrrolidon a N-methylpyrroliddh.

{ o

|
CHs

Obr. 4: Chemickéa struktura NMP

Tato latka byla pouzivana jako ,nahradni“ monomgednotka PVP, protoZze vinyl-
pyrrolidon, z kterého je PVP konmie® vyraken, je nestabilni,ékavi a z hlediska naSich

pokusi nevhodna slatenina.

2.1 Vlastnosti

NMP je polarni slotenina, vzdusné oxidaci podléha jen velmi pozvolniaeaji
snadnaistit frakéni destilaci. NMP je s vodou misitelné organick&pausédlo. Je vysoce
rozpustny v nizSich alkoholech, nizSich ketonetdreéh, octanu ethylnatém, chloroformu,
benzenu a migrozpustny v alifatickych uhlovodicich. Je to hygkopicka, bezbarva ka-

palina s mirnou aminovotimi.’

2.2 Pouziti

NMP je pouzivan fevazrié v petrochemickém pmyslu jako rozpoustllo, jako re-
aktivni ¢initel v polymeracich a jinych chemickych reakciehmikroelektronickém i
myslu, @i vyrobé¢ nejrizrejSich slodenin etrg pigment, kosmetiky, I€iv, herbicidi,
fungicidia a gipravki proti hmyzu. Pouziti NMP roste, protoZe je pounivaisto chloro-

vanych uhlovodii.’

2.3 Detekce NMP

Odker vzorki z ovzduSi mzZe byt realizovan adsorpci na pevny tasinaslednou
desorpci pomoci organickych rozpawfdl. Analyza NMP v kapalné fazi je tagtji de-

tekovana plynovou chromatografii s plamenovym iafrizm detektorem (FID) nebo du-
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sik—fosfor detektorem (NPD). Limity detekce odp@jidkoncentracim NMP v ovzdusi 0,1
mg . m® (FID) a 0,01 mg . M (NPD). NMP v biologickych vzorcich itie byt stanoven
vykonnymi kapalnymi chromatografickymi metodikamilternativie maze byt nap. ze
vzorka krve a m@i extrahovan organickymi rozpowgty a analyzovan plynovou chroma-
tografii. Pravdpodobr neni popsana Zzadna analyticka metoda pro NMP deyah vzor-

cich/

2.4 NMP v Zivotnim prostredi

Nejsou znamé zadné&ipzdni zdroje NMP. NMP se i#e dostat do environmentu
béhem své vyrobyi pouzivani. NMP se fize dostat do environmentu v podobmisi.
V atmosfée je NMP pravdpodobré odstragn vihkou depozici nebo fotochemickymi re-
akcemi s s hydroxylovym radikalem. NMPage kontaminovat vody. Podle fyzikalnich a
chemickych vlastnosti sléaniny, |ze pedpokladat, Ze 99 % NMP uveimého do Zivotni-
ho prostedi je rozpu&hno ve vod (usuzuje se tak i podle toho, Ze dosud byl NMmtidie
kovan v girod¢ pouze ve vodném prdstdi nikoli v ovzduSti v pade). Slowenina je mo-
bilni v padé, je vyluhovatelna ze skladek odpiad mize tak dojit snadno ke ztigteni
podzemni vody. Vzhledem k Uplné misitelnosti NM¥®dou neni dekavano adsorbovani

NMP na usazeniny nebo organickou hmotu.

2.5 Degradace a toxicita NMP

NMP lze degradovat chemickou hydrolyzou. Data mitésodegradability ukazaly, ze
NMP je rychle biologicky rozlozitelny. Studie s gtim aktivovaného kalu prokazaly Ze
NMP je biologicky odbouratelny v aerobnim ptesti kthem rékolika dni po nagkovani.
Po tydnu byl zji&n Gbytek 95 % fivodniho mnoZstvi NMP. Jako produkt rozkladu byla
identifikovana stabilni karbonylova skeenina. Z vySe uvedenych zéw je NMP klasifi-
kovan jako snadno biologicky rozloZitelna latkaerabnich podminkachCistirna odpad-
nich vod mé zakladni kapacitu k tomu, aby odstaasdimovols az 10 mg -t bez adaptace
(adaptace pro vySSi koncentrace je velmi rychidud neniistirna gretizena. NMP je pro
vodni organismy netoxicky.Z tsla krys je asi 80 % davky vyléeno hem 24 hodin.
NMP je c¢ast&éné metabolizovan, vyznandjsi metabolit je 5-hydroxy-N-methyl-2-
pyrrolidon. NMP i metabolity jsou vylaeny gevazr maodi. Studie provedené na lidském

organismu ukazaly srovnatelné vysledky. Podle stwadiutni toxicity v hlodavcich byla
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zjiSténa nizka toxicita. Nebyly prokazany karcinogentinkly a jen velmi malé mutagenni
Gcinky. Bylo ale zjiS¢no, Ze drazdi®, dychaci organy atZi. Maze poskodit reproduki
schopnosti jedince nebo plodak matky. NMP by ale neéhptedstavovat vyznamné en-

vironmentalni riziko’
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3 MOZNOSTI DEGRADACE

Degradaci polymérrozumime zrény vlastnosti v tisledku chemickych, fyzikalnich
nebo biologickych reakci,ffpadré jejich kombinaci, které maji za nasledek r&aéni
vazby a nasledujici transformace. &m ve vlastnostech polymemohou byt vyvolany
vnitinimi a vrEjSimi vlivy nag. termodynamicka nerovnovaha, teplo, stime&eni, mik-
roorganismy atd. Podkéniteli zpasobujicich zahajeni degradace rozliSujeme nastddu;ji
typy :

- fotodegradace

* termicka

* mechanicka a ultrazvukova
» chemicka (katalytick&)

* biodegradace

Jaky typ degradace budeéininy na konkrétni typ polymeru zavisi nejen na;jsith
podminkach, aleipdevsim na vlastnostech konkrétniho polymeru (nubdetd@ hmotnost,

typ vazeb aj.f°

3.1 Fotodegradace

Fotodegradace je skupina fyzikalnich prdcdderé se s ugphem uplatuji pti de-
gradaci plast se zkracenou Zivotnosfl. Byly provadny pokusy fotodegradace PVP
v disperzi TiQ/H,0. V prvnim kroku se PVP adsorbuje (neboitw&razeninu) na Ti©
gasticich. Druhy krok zahrnuje atak OHhebo OOH radikdi na PVP. Dochazi
k roz&tpeni hlavnihoietszce polymeru a otéeni laktamového kruhtt. Byla popséana i
metodika isobeni peroxidu vodiku v kombinaci s UMi&dim s vysledkem jakési preoxi-
dace PVP, P které je polymernfettzec PVP naruSen a vzniklé degradaprodukty Ize
podrobit biologickému rozkladtf. Fotodegradace je podndfra pisobenim sitelného
z&eni, zejménaisobenim ultrafialového ¥éni na material. Fotodegradacenmfyzikalni
a optické vlastnosti plastu; aby mohla probihatsimmaterial absorbovat &elné zéeni.
Nekteré materialy jsou oSeiny proti tomuto jevu vrstvou, ktera zatuge absorpci sitel-

ného z#eni nap. jeho odrazenirm’
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3.2 Termicka degradace

Termickou degradaci rozumime rozkladigpbeny tepelnou energii.éigina poly-
merii podléha tepelné degradaci pysSich teplotach. Tato degradace polyimaa charak-
ter ndhodného &benitettzce polymeru neboettzové roztpeni koncovych vazeb mezi
uhliky (S€peni zipovym mechanismem — z kérmolymeru se od&puji monomerni jed-
notky). Jako ndhodnou degradaci acanneme Spenitetézce ve statisticky ndhodném mis-
té fetézce polymeru, kdy dochazi ke snizovani molekulon®imosti. Tepelna degradace
fettzce miZze byt odstartovana na fultk skupirg, ktera se Vetézci objevuje ojedidle —
nebo jista ,nedokonalostetzcedi nesistota (ether, peroxid aj'f. Termicka degradace je
celkem nenarny typ rozkladu. Nap PVP byl podroben gsobeni tepelné energie a vy-
znammjSi hmotnostni ztrata byla zaznamenana v obla€ti-3850°C, zpisobené ztratou

malého mnoZstvi (4 — 5 %) Bkavé hmoty PVP?

3.3 Mechanicka a ultrazvukova degradace

Mechanicka degradace polynige zpisobena mechanickym namahanim {nape-
ti, mechanické michani) nebo silnym ultrazvuketin.p@sobeni silnych mechanickych sil
dochéazi k peruSeni molekulyettzce polymeru a s@asré ke vzniku volnych radikal
Ultrazvuk pisobi na molekuly polymeru vysokymi vibracemi, kteetlou k petrZzeniie-

tezcel®

3.4 Chemickéa (katalytickd) degradace

Chemickou degradaci rozumime vyuziti chemickyhdel, které reaguji s furk
nimi skupinami obsaZzenymi v polymeru. Jejmé, Ze¢im vice funknich skupin bude
obsahovat polymer, tim snaginbude degradace probildtJako piklad chemické degra-
dace Ize uvést bazickou hydrolyzu PVP. PVP je mnobdolrgjsSi hydrolyze nez nizko-
molekularni laktamy? Sama laktamova vazba v polymeru je pom odolna i hydro-
lyze® Tento efekt je zpsoben polyamfolytnim charakterem polymerni aminekgy vy-
tvorené Ehem hydrolyzy. Sasem roste Ubytek hmotnosti. A stejnagtanplati i u vlivu
pH; &im zasaditjsi hydrolyza tim je Ubytek PVPst5i1* Stejrs jako hodnota pH, i¥e i
teplota i které je hydrolyza prova&da, ovlivnit mnozstvi PVP, které podlehne degrada-

ci.l®
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Katalyticka degradace je formou chemické degradgiilavkem katalyzatoru. Diky
katalyze nize dochézet k degradaci map kratSim¢asovém Useku, za niZSi teplotsi-p
padré ovlivnit produkty degradace. Jako katalyzatorypseiZzivaji nap zeolity (kysely
katalyzator — penos vodiku), oxid #emiity ¢i hlinity, z kowvi nag. chrom, nikl, molyb-
den, kobalt a ZeleZ8.

3.5 Biodegradace

Biodegradace je specificky druh rozkladu, kdy jdbi@achemické femény organic-
kych slogenin, které jsou metabolizovany mikroorganismy.d#mé v aerobnich podmin-
kach tedy zaifpstupu kysliku na kors@é produkty mineralizace oxid uéilly a vodu. Mi-

Ze probihat i v anaerobnich podminkach (zaisegpu kysliku) na kord@é produkty mi-
neralizace methan a oxid uity. V obou @Fipadech tento proces doprovazi produkce vody
a nist biomasy. Hrodni polymery podléhaji biorozkladu &znych prostedich (voda, §-

da, kompost), dokonce gkteré syntetické polymery (polyvinylalkohol) pod&hbioroz-
kladu. Zalezi na typu polymeru, priesdi i druhové skladbmikroorganisni a dalSich fak-

torech®

Nap. biodegradaci ize umoznit vznik a nasledny biorozklad slemin, které by
bez ,pedupravy” nepodléhaly biologickému rozkladufize se jednat n@po naruseni
polymernihoretézce. Nasledh je nutné zajistit optimalni podminky pro mikroonggmy,
respektive enzymy, které biorozklad poduji. PVP je wici biodegradaci odolny, ale po
predUpravach jeho biorozklad neni pak problémem. Byd@adna nap. preduprava Fen-
tonovou reakci (bD,/Fe™) nebo kombinovanou fotooxidai degradaci (UWH,0,). Takto
piedupravené vzorky PVP byly testovany na biologickamloZitelnost v aerobnim a anae-
robnim vodném prodi. Byla zaznamenana vysSi produkce methanu vaorden pro-
stredi (do cca 45%); v aerobnim piesti byla zaznamenéna vysSi biologicka sy kys-
liku (dle bilance TOC byly upravené vzorky rozklagéasi z poloviny}® N-methyl-2-
pyrrolidon byl rozkladan aklimatizovanym aktivovanykalem ve srovnatelné délako
shadno rozlozitelné sléaniny (nap. ethylen glykol, anilin nebo kyselina salicylov&yv-
ni krok kthem biorozkladu takovych sléenin je dehydrogenace C-N vazby. Jako degra-
datni meziprodukt vznika sl@enina s nenasycenou vazbou (-N=CH-), ktera je dasle

od$tpena hydrolyzou i produkty rozkladu jsou amino-gkniny a aldehydy’
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V literatuie® je popséna schopnost PVP stabilizovakteré enzymy a aktivni latky;
tvori s nimi komplexy nebo se sorbuji. Nedochazi tedpzymatickému ataku PVP; jedna
se nap. o asparaginasu, dehydrogenasu, peroxidasu, mamesu, ureasu a dafOdol-
nost PVP w¢i ptisobeni enzyiin potvrzuje i dalSi publikace. Hydrogel PVP byl te&in in
vitro v piitomnosti hydrolas trypsinu a kolagenasy. Po détlgtitydna byl hydrogel PVP
vystaven dinkam hydrolas. Nasledné testy neprokazaly biodegradthairogel PVP byl
také vstiknut do skelného humoru kralika poctyiech tydnech bylo zji8ho, Ze 50% po-
lymeru bylo odstragno. Histopatologicka zkouSka odhalila velkyépbepitelovych bugk
a makrofag, které maji schopnost fagocytozy. V tomtiippcE asi nejde o biorozklad;

rozptyleni hydrogelu PVP bylo dosaZeno mechanisiiegocytozy'®

PVP obsahuje ve své struktuaktamovy kruh, jedna seydaktam.y laktam maii
atomy uhliku v heterocyklu pomineme-li karbonylovskupinu, proto ozri@ni takového
laktamového kruhu jake ziecké abecedyigti v pdadi).y laktamy podléhaji ataku en-
zymu vy laktamasyy laktamasa, byla objevena p&meé nedavno; stdci o tom pondrné

malo odbornych publikaci.

Z teoretického i praktického hlediska by bylo zaim pouzit jako zakladniho ka-
meére biorozkladu PVP zmimou y-laktamasu. NaruSeni laktamového kruhu by mohla byt

prvnim krokem primarniho biorozkladu tohoto polyméviz. nize).

Vzorky z environmentu byly zkoumany pro jejich hgijtickou aktivitu na (+)y
laktamu (2-azabicyclo[2.2.1]hept-5-en-3-one; jdeioyklicky laktam). Druh identifikova-
ny jako Pseudomonas fluorescensrodukoval laktamasu. Nasledbyly identifikovany
dva vnitrobugcné enantiomery (+) laktamasa a (-) laktamasa. dkfamasa byla velmi
selektivni pro (+) laktam (mé tzkou substratovoecsiku).'® Jina prace se zabyva purifi-
kaci a charakterizaci enzymu ()laktamasy, ktery byl izolovan z bakterialniho druh
Microbacterium hydrocarbonoxydan$ento enzym ®l specifickou aktivitu (61,3 +/- 2,5
U md™) pro 2-azabicyclo [2.2.1] hept-5-en-3-one [flactam]. Tato (-)y laktamasa
Z uRité casti atakovala i (+Y laktam (enantioselectivity factor 9,5 +/- 028)Ymobilizova-
ny enzymy laktamasa byl studovan v mikroreaktoru, byla si@aa jeho stabilita, aktivita,
kinetika a substratova specificita. Vysledky ukgizde tento enzym je paimé teplotré
staly (@ 80°C po Sesti hodinach vykazoval 100% zdte:ni aktivity). Byly srovnavany
vysledky imobilizovaného a volného enzymu. Imolailiany enzym ukazal vysokou stabi-

litu, ale imobiliz&ni proces ovlivnil kinetiku a aktivitu enzymu (kéebyla snizena az o
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70%). V tomto experimentu byl jako substrat poaitylamid®* Nejen bakterie, ale it
kterd archaea (mikroorganismy prokaryotického tgpaahujici skteré znaky eukaryotic-
kého typu, jsou podobné bakteriim, ziji ve spekiftch az extrémnich podminkach) mohou
produkovaty laktamasu. Fkladem jeSulfolobus solfataricusMT4, ktery produkuje ter-
mostabilniy laktamasu. Tento enzym selekiivéiepi (+) enantiomer v racemicke &sny
laktami. Zd4 se, Ze schopnost produkoydaktamasu mé& vice mikroorganigmmekteré
produkuji y laktamasu, ktera dokazeigit (-) y laktamy Rhodococcus sgENZAL), Au-
reobacterium sp(ENZAZ25)), zatimco jiné druhy mikroorganifnvori y laktamasu Stipa-
jici (+) vy laktamy Pseudomonas solanacearyBNZA20), P. cepaeciaa P. fluorescens
(ENZA22), Comomonas acidovoran¥

+} +lactam (-) y-lactam

Obr. 5: Struktura (+) a (-) laktami§?
Neékteré mdni bakterie jsou schopny vyuzit N-acyl jako jedmdyoj uhliku a ener-
gie a schopnost tvib y laktamasu. (-y lactamasa 8pi amidovou vazbu v heterocyklickém

kruhu (-)y laktamu za vzniku odpovidajici kyseliffy.

X | — .
| 7? l.‘ J lactamase + H AO “NH = “=CO.H
/. SR
[~ '--N "“ h “\{ L Ty
z
H L)
\

o _ ;

{(+/-) v-lactam {+) wlactam () amino acid

Obr. 6: Mechanismus ataku ¢+Jaktamasy

Vzhledem k vlastnostem laktamasy pfedpokladame nasledujici cestu biorozkla-
du?* (obr. 6).
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1. krok (oteweni laktamoveho kruhwinkemy laktamasy na rigidnim terciarni dusiku a

vznik sekundarniho aminu)

2. krok (rozklad sekundarniho aminu &&ni jeho vazbydkterou aminoxidasou)
n
N
7

3. krok (vznik gedpokladanych koreych produkli schopnych biorozkladu)

% n
——
H,N
+ — =
HO
(@]

OH :
H3C
‘>:O
HO

Obr. 7: Predpokladana cesta rozkladu PVP, vznik mezipradffildgment) a

kone’nych substrat potencial# schopnych biorozkladu
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. PRAKTICKA CAST
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4 PRISTROJOVE VYBAVENI, CEMIKALIE, BIOLOGICKY
MATERIAL A VZORKY

4.1 Pristrojové vybaveni

Analyzator celkového organického uhliku TOC-50006Ajmadzu Corp., Rakousko
Centrifuga Rotanta 460 R (Hettich Zentrifugen, SRN)

Dusinanova elektroda 07-35, Crytur

InfoLab pH / ION 735 (WTW Series)

Infracerveny spektrometr FTIR ATR Nicolet 5PC, Hermo stifec, Nicolet CZ s.r.o.
Kyslikova elektroda EO-12 (WTW)

Laboratorni vahy Sartorius,éfhecko

Laboratorni chlazena centrifuga JOUAN MR23i

Mikrorespirometr MicroOxymax, Columbus Ins., Oh4GA

Respirometr BIAL BOD10 (BSK metr), SluSovice, CZ

Sugarna lab. UM20@R

TOC/TN Analyzer, Skalar Analytical B. V., Nizozemi

UV-VIS Spektrometr Unicam UV 500, Helios Epsilor28- 1100 nm), UK

Bézné laboratorni vybaveni a paoky

4.2 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie bylyistoty p.a., pochéazejici od firmy Lachema &, Penta a Fluka.

KH,PO, dihydrogenfosfor@an draselny

KoHPO, hydrogenfosfor@an draselny

NaoHPO, 12 H,0 dodekahydrat hydrogenfosfénanu sodného
(NH4).SO, siran amonny

HsBO3 kyselina borita
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CaCb chlorid vapenaty

FeCk. 6 HO hexahydrat chloridu Zelezitého
MgSQO, . 7 HO heptahydrat siranu regnatého

Kl jodid draselny

I jod

FeSQ .7 HO heptahydréat siranu Zeleznatého
ZnSQ, . 7 O heptahydrat siranu zifreatého
MnSO, . 4 HO tetrahydrat siranu manganatého
CuSQ .5H0 pentahydrat siranuddinatého
CoSQ . 7HO heptahydrat siranu kobaltnatého

(NH4)6M07024. 4 HO

tetrahydrat molybdenanu amonného

HCI kyselina chlorovodikova

CsHsO7 . H,O monohydrat kyseliny citronové
NaOH hydroxid sodny

KOH hydroxid draselny

C/HsO:Na benzoan sodny

C4HgNLS N-Allythiomatovina

HgCl, chlorid rtu'naty

PVP K15 polyvinylpyrrolidon (Mr 10 000)
PVP K30 polyvinylpyrrolidon (Mr 40 000)
CsHgNO 1-methyl-2-pyrrolidon

4.3 Biologicky material

Pro testovani biologické degradace za aerobnicimpuk byl pouzit aerobni kal
z ¢istirny komunalnich odpadnich vod Zlin — Malenovigerobni kal Zistirny odpadnich

vod ze spolénosti Zentiva a. s. (vyrobadi&), Hlohovec. Aerobni kal ze spd@igosti COV
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a.s., Slovenska L ¢p, kter&isti odpadni vody i pro spalrost Biotika a.s. (vyrobadéy,
prevazié antibiotik). Po dovezeni AK €OV byl zbaven hrubych iistot pres sito. Po
odebrani pagebného objemu kalu byl kal centrifugovafi 000 ot/min a po odsdni
supernatantu byla odetEna biomasa suspendovana v biomédiedP/lastnim pouzitim
byla suspenze aktivovaného kalu 24 hodin provizoé&na. Pro testovani biologické de-
gradace za aerobnich podminek bylo pouzito i odpadmelium z vyroby antibiotik ze
spole&nosti Biotika a.s., kde jefpdpoklad vyskytu penicilinas. Déle byl pouzit fattatilvre

anaerobni kal z téZe spotmsti.

Biomédium — piprava 1 litru:

1 mlMgSQ . 7 HO 225¢g.1
1 ml CaC} 275g.T
1 ml FeC}. 6 H,O 0,25¢g.1
5 ml (NH,),SO, 10g .1

20 ml fosfatového pufru: 8,2 gt KH,PO,

44,79 . T NaHPQ, 12 H,0
21,89 .TKHPO,

1 ml stopové prvky: 0,75 g H3BO;3
3g.M"FeSQ.7HO
0,1g.1"ZnSQ,. 7 KO
0,59g.1"MnSQ;, . 4 H,O
0,05¢g.1"CusSQ.5H0
0,1813g.1CoSQ . 7 1,0

0,05 g . T (NH4)sM07024 . 4 H,O

4.4 Testované vzorky

Pro testovani byl pouzit polymer PVP K15, jehoz &mei hmotnost je 10 000 g.
mol?, obsah celkového uhliku v procentech je 60,43 K 818,02 mg @ g'. Obsah
uhliku u vzorku byl zji&n pomoci analyzatoru uhliku Shimadzu, model 5006 A.
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Pr¥iprava vzorku PVP byla vzdy provedenadgnim navazeného mnozstvi prasku
PVP do rozpoustla (destilovana voda). Roztok byl michan, aby S&m& vytv&eni hru-
dek.

Jako testované vzorky pro aerobni pokusy byly pgu2VP K15, hydrolyzaty PVP
K15 nebo 1-methyl-2-pyrrolidon, ktery &kterych testech slouzil jako modelova latka.
Jako srovnavaci latka pro &eni spravné€innosti @istroje a inokula byl pouZzit také ben-
zoan sodny, ktery je snadno rozlozitelny. Roztokgrii byly davkovany do biomédia.
Obsah organického uhliku byteul z&atkem a po skafeni pokusu stanovovan analyzéato-
rem uhliku. Dale bylo gfeno pH a stanovena suSinag z&atkem pokusu a na jeho kon-

Ci.

4.5 Bazicka hydrolyza

Jako moznaieduprava vzork PVP byla pouZita bazick& hydrolyZaprotoZe jiné postupy
(fentonova reakce, fotooxidiai degradace, oxidai degradace) pouzila ve své diplomové
praci Marusincova® Experiment sp&val v pifpravé 2 % roztoku PVP K15 a Gprayeho
pH z kyselé do zasadité oblastigavkem 1M, 5M nebo 20M NaOH na hodnotibfizné

10, 11, 12 nebo 13 pH. Nasledovalo vystaveni vaorku po dobu 24, 48 nebo 72 hodin.
Po ochlazeni vzorku byla ziena hodnota pH atjplavkem 1M nebo 4M HCI bylo pH
upraveno do neutrdlni oblasti. Naslédryla pomoci jodometrické metody Zfena kon-
centrace PVP, 140 ml bylo vysu$eno a pouZito nabrytablety dod spektroskopii. 5 ml

hydrolyzatu bylo podrobeno biorozkladu na mikrorespetru Micro-Oxymax.
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5 METODY STANOVENI

Stanoveni biologického rozkladu bylo provedeno weném prosedi za aerobnich

podminek.

5.1 Stanoveni biologické spdteby kysliku na pFistroji BIAL

Stanoveni biologického rozkladu ve vodném extit za aerobnich podminek bylo
provedeno naifstroji BIAL BOD 10, resp. BSK metr SL-01. Princgpanoveni biologic-
kého rozkladu nagthto @istrojich je zaloZzen na sledovani & tlaku plynné faze, ke
které dochazi vigsledku gestupu a spégby kysliku do respirujici kapalné fazeéigioj je
slozen z deseti dvélennych ngticich lahvEek (mérné v gedni ¢asti a kompenzai
v zadni¢ésti upinaciho rostu), které pracuji za konstaotoitjemu kapalné i plynné faze.
Lahvicky upevréné v rostu, kteryiepanim umoiuje promichavani obsahu vitb@ch.
Trepanim je zabezpen lepSi pechod kysliku z plynné faze do kapalné. Lahyijsou
pomoci gumovych ha&kk napojeny k U — trubici, ktera je nagh@ manometrickou kapa-
linou. Tato kapalina sefipzmeéné tlaku v uzaveném systému posouvaii pom dochazi
k vyrovnavani tlaku v@rné a kompenzai lahvice. Zakladni objem kapaliny
v lahvigkach je 50 mi® 5 ml piipraveného testovaného vzorku o koncentraci 100/ ™.
mérné baice) je rozpusho v biomédiu a vpraveno do labky. Lahvicka byla doplgna
biomédiem na objem 50 ml. Nakonec bylo dipavenych mirnych bagk davkovano 5
ml piipraveného inokula aerobniho kalu o s&&000 mg. T (v m&rné baice 100 mg. ).
To bylo centrifugovano a nasletiniskana biomasa bytadina biomédiem. fdavky sub-
stratu probihaly nasledujicim igobem: po spéébovani substratu bykigan ot stejny
substrat (NMP) 0,5 mililitrovym iddavkem, tak aby bylo dosazenogbgoncentrace 100
mg . I* (v mérné baice). Po spdebovani pidavku substratu byl 0,5 mililitrovymifalav-
kem dodan PVP o takové koncentraci aby ¢ealbaika obsahovala 100 mg PVP. |
Kompenzani lahvicky byly naplrény 49 ml provzdu$ované destilované vody a 1 ml
HgCl (2,5 g. 1Y), ktery zaji$uje abiotické prosedi. Do &snsni plastovych uzasra byly
zasunuty absotnmi zkumavky (epruvetky) semi pectkami NaOH a tato uz&wy byly
nasroubovany na vSechny latky a pevi dotaZzeny. Takto ffpravené lahwiky byly
upevrény na rost, ktery byl porten ve vodni lazni a lahtky byly pomoci gumovych ha-
di¢ek napojeny k U — trubici ponechany 15 minut teropat na teplotu 25C. Po uplynuti

této doby se ifistroj zastavi aifpadré se nastavi a upravi manometrickd kapalina na vy-
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chozi hodnotu. Ventilky lah¥ek se uzatou a pokud se stav néni ukazuje to na poza-
dovanou &snost systému. Posun manometrické kapaliny v Wibidirje v¢asovych inter-
valech odeéitan. Pokud se manometricka kapalina posune azxkmua(130 dilek), je nut-
né systém zavzdusnit. Nag@ku a na konci experimentu byly stanoveny hodmbiya
TOC vSech vzork

5.2 Stanoveni produkce oxidu uhléitého analyzatorem Micro-Oxymax

Na analyzatoru Micro-Oxymax bylo provéw kontinualni niteni koncentrace £a
CGO, v plynné fazi uzakenych testovacich b&k Na tomto analyzatoru jsme sledovali bio-
logicky rozklad vzork PVP gedupravenych bazickou hydrolyzou za aerobnich poekni
ve vodném progedi. BBhem degradace vzarkdochézelo ke zsmé obsahu @ a CQ v
plynné fazi, které byly periodicky &eny a koncentiai zmeény prepaitavany jako spo-
tieba Q a produkce C®v mg. Hodnoty jsoufifistrojem ihned fepasitavany na standardni
podminky. Vysledky mohou byt ro¥h vyjadcovany v mmol nebo ml za zvolendéasovou
jednotku. Detektor C@pracuje na principu infegrvené spektroskopie (jednopaprskove),
detektor @ na principu paramagnetické rezonaftce.

Aerobni kal (zCOV Slovenska L uga) byl nejprve odsedsn pri 4500 ot. mift po
dobu 10 minut a teplét20 °C. Po odsedni byl kal resuspendovan v biomédiu a pro-
vzdusiovan. Takto upraveny kal byfigan na zasr do nernych bantek, tak aby suSina
kalu v banikach byla 500 mg ™ Do banéek bylo davkovano 5 ml vzorku PVRegupra-
venych bazickou hydrolyzou, tak aby koncentrace Ma€stovanych bagkach odpovida-
la cca 150 mg. U slepého pokusu byla misto vzoiidApa destilovana voda a u kontrol-
niho pokusu byl fidan vzorek 1-methyl-2-pyrrolidon. Do objemu 50 bylly testované

banicky doplnény biomédiem.

5.3 Stanoveni suSiny kalu

Stanoveni susiny kalu bylo provedeno vakuovouefiltgies redem vysuSené a zva-
Zené filtry ¢ervena paska). Dany objem kalu byefitrovan a vysuSen do konstantni

hmotnosti (suseni 2-3 hodiny ve 1T). Koncentrace susiny kalu byla vyjéda v g ..
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5.4 Stanoveni pH

Pred z&atkem i po uko&eni experimentu bylo z&eno pH u kazdého vzorkurdd

meéienim byl @istroj nakalibrovan pomoci dvou roztok hodnotou pH 4 a 7.

5.5 Stanoveni rozpus&neho uhliku

Celkovy organicky uhlik (TOC) testovanych vzoryl stanoven pomoci analyzato-
ru celkového organického uhliku Shimadzu, model0580 Princip stanoveni celkového
uhliku TC je zaloZen na oxidaci veSkerého uhlikwzerku, ktery vnika spalovanim vzor-
ku ve spalovaci trubici s platinovym katalyzatoretnteplo€ 680 °C v proudu kysliku.
Nosny plyn obsahujici produkt spalovani {fochazi pes IC reaktor, je ochlazen a vysu-
Sen. Vznikly oxid uhliity je dale veden do detektoru, ktery pracuje vatdrvené oblasti
spektra. Signal vznikly absorpciieai gislusné vinové délky , se registruje jako pik; jeho
vyska peaku jeffimo Gn¥rna koncentraci TC ve vzorku (mg?)] P stanoveni anorganic-
kého uhliku IC je vzorek na#tnut v proudu kysliku do reaktorové nadobky s kysel
fosfore&nou, kde dochazi k vgneni oxidu uhlgitého. Stanoveni koncentrace IC je stejné
jako u stanoveni TC. Koncentrace organického uhli®C je utena rozdilem koncentrace
TCalC™®

5.6 Stanoveni koncentrace vzorl PVP jodometrickou metodou

Dle literatury ke stanoveni koncentrace rozgugtho PVP byla pouZita jodometric-
ka metoda. K fipravenym vzorkm o ugitém objemu (5 ml) obsahujicich PVP bylii-p
dany 2 ml 0,0006 N roztoku Kl (0,81 g } s 1,44 Kl bylo rozéeno v teci misce
s malym mnozstvim destilované vody, kvantitatiysievedeno do 1 litrové kky a po
rysku doplgno destilovanou vodou) a 5 ml 0,2M kyseliny citreéoDle mnoZzstvi PVP
v roztoku vznika zabarveni od Zluté po traranzové (toto zbarveni je po 10 minutach
stalé, po uplynuti této doby zabarveni slabnet@emegativaa ovlivnit vysledky). PVP
tvofi s jodem komplex. Absorbance zbarveni byla giiema spektrometremiipvinové
délce 470 nm. Jako slepy pokus (blank) byla poudatstiiovana voda, ke které byliiga-
ny 2 ml 0,0006 N roztoku Kl s B 5 ml 0,2M kyseliny citrénov&.
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Tab. 1: Kalibrace roztoku PVP K15

Cove (Mg. I) A

0 0
5 0,094
10 0,188
15 0,260
20 0,340
25 0,442
30 0,516
35 0,600
40 0,688
45 0,764
50 0,840

0,9

0.8 -

07 A = 0,0168 ¢ + 0,0104

R? = 0,9993

absorbance

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

koncentrace (mg . | %)

Obr. 8: Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci PVP K15

5.7 Analyza vzorki PVP infra¢ervenou spektroskopii

Infratervené spektrum vzoik bylo méteno pomoci infréerveného spektrometru
FTIR Nicolet 5PC. Principem metody je absorpceafdrveného z&ni @i prachodu
vzorkem, i niZz dochazi ke zsmam rot&n¢ vibratnich energetickych stdvmolekuly v
zavislosti na zrnach dip6lového momentu molekuly. Analytickym vystm je infr&er-
vené spektrum, které je grafickym zobrazenim &mhkzavislosti energie,&Sinou vyjad-
fené v procentech transmitance (T) nebo jednotkhsbrbance (A) na vinové délce dopa-
dajiciho z&eni. Vzorky (140 ml) PVPiedupraveného bazickou hydrolyzou byly vysuSeny
a pouZity na vyrobu tablet (s KBr). Jako pozadi meeni IC spekter byl pouZit slepy po-
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kus, ktery byl pipraven stejnym zjsobem jako vzorky PVP jen misto roztoku PVP byla

pouzita destilovana voda.

5.8 Stanoveni celkového uhliku a celkového dusiku

Celkovy uhlik a celkovy dusik je stanoven ri&spoji Formac8' Total Organic Car-
bon/ Total Nitrogen Analyzer. Princip stanovenikogho dusiku je zaloZzen na oxtda
pyrolyze chemicky vazaného dusiku, ktery jemené na oxid dusnaty, ktery je drén
chemiluminiscetinim detektorem. Oxidai pyrolyza probiha i teplo& 850 °C. Princip

stanoveni celkového uhliku je obdobny jakaiipads stanoveni celkového dusiku.

5.9 Zahn — Wellens test

Zahn — Wellens tesCSN EN 29888, OECD 302B) je klasicky test keni rozlozi-
telnosti ve vod rozpustnych nékavych organickych latek. Latka je rozpir v biomeé-
diu, kde je pitomen aktivovany ka€i inokulum. Vzorky jsou odebirany v pravidelnych
intervalech a je gfen Ubytek TOC ¥ase. Zarove s testovanym vzorkem je sledovan sle-
py pokus (bez substratu) a refefenlatka (snadno rozlozitelna), coz slouzi jako tkola

spravné funkce inokula. Test probiha obvykle 28%8ni

5.10 Stanoveni dusénana pirimou potenciometrii

Stanoveni dushani piimou potenciometrii s iontévselektivni elektrodou (ISE).
Presnost a citlivost stanoveni je zavisla na celkowmieni analyzovaného vzorku. Do
kadinky (50 ml) se vloZi magnetické michadlo a nifese 15 ml vzorku (kalibéaiho
standardu). K fenym vzorkm byl pridan roztok oxidu stbrného, ktery srazenim od-
straiuje chloridy, které rusi stanoveni. Kadinka se tinma elektromagnetickou miatiau
a roztok je michan (konstantni &&). Do roztoku se umisti désianova a referentni elek-
troda. Po fiech minutach se ode hodnota EMS — potencidlanku (mV). Po od&eni
EMS se elektrody z roztoku vyjmou, oplachnou, osusiejnym zfisobem se &fti dalSi
vzorek. Z hodnot koncentraci déasani a hodnot EMS kalibaich standarilje sestrojena
kalibrasni kiivka (obr.9). Koncentrace vzaike odétena z této kalibiai kiivky.?
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Tab. 2: Koncentrace, logaritmus koncentrace

NGOs; a EMS kalibranich standard

C noz- (mg. 1Y) log Gvos. | EMS (mV)
1000 3,000 78,533
500 2,699 100,633
200 2,301 123,333
100 2,000 141,066

50 1,699 154,1
20 1,301 176,133
10 1,000 193,966
5 0,699 203,833
2 0,301 211,133
1 0,000 215,066

E= —9,053Iogc2 -19,672logc + 218,02
R?=0,9964

O T T T T T T 1
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500

log € nos-

Obr. 9: Kalibrachi kfivka zavislosti potencialu na logaritmu koncentr&i@;’
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6 ZPRACOVANI NAM ERENYCH HODNOT

Celkovy organicky uhlik TOC (mg)i

TOC=TC-IC

kde:

TC — celkovy uhlik stanoveny na analyzatoru uhBkimadzu (mg.?)

IC — anorganicky uhlik stanoveny na analyzatorikuhShimadzu (mg:?)

Celkové biochemicka speba kysliku BSKmg. I):
BSKc.=N. k

kde:

N — paet dilki v case t ()

No — paet dilkh na z&atku experimentu ()

k — prepastovy koeficient (tab. 3) ()

Tab. 3:7/eceni vzorki pro neeni BSK na fistroji BIAL

Objem vzorku | Rozsah stanoven| Piepattovy
Redéni| (ml) do 50 ml BSK (mg. I koeficient k
1 50 130 1,024
0,5 25 260 2,048
0,2 10 640 5,12
0,1 5 1300 10,24
0,05 2,5 2600 20,48
0,04 2 3200 25,6
0,02 1 6400 51,2

11/

12/
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Stanoveni susiny X (gHl
m,-m
X = m—noo V oip
13/

kde:
mo— hmotnost filtréniho papiru (g)
m,— hmotnost po vysuSeni kalu (g)

Vyip— pipetovany objem (1)
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Rozklad PVP riznymi typy aktivovanych kala

Cilem tétocasti prace bylo testovani biologické rozlozitelnosztoku PVP #iznymi
typy aktivovanych kdl v aerobnim vodném prdstli na pistroji BIAL. Biologick& spoite-
ba kysliku (dale jen BSK) byla sledovanatyr druhi aktivovanych kal (kap. 5.1).

Nejprve byl pouZit aerobni aktivovany kalCOV Zlin-Malenovice, kter&isti
meéstské odpadni vody. BSK vzorku PVP se pohybovathlmminotami endogenni respira-
ce (obr. 10).

80

—0O— sl.pokus AK Malenovice

60 | A PVP

40 |

celkovaBSK (mg /1)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Obr. 10: Celkova BSK vzorku PVP o koncentraci 163ng. I' AK Zlin-Malenovice o
susi 100 mg. T

Dale byl pouZit aerobni aktivovany kal©OV ze spolénosti Zentiva a. s., Hloho-
vec, kde probiha vyrobadé& na bazi morfid. BSK vzorku PVP je také pod hodnotami

endogenni respirace (obr. 11).
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100 ¢
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0¥
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Obr. 11: Celkova BSK vzorku PVP o koncentraci 10;8. I* AK Hlohovec o susin
100 mg. T
Jako dal3i byl pouzit aerobni aktivovany kal zelapwsti COV a.s., Slovenskéa
L'upca, kter&cisti odpadni vody i pro spaleost Biotika a.s., ktera vyrahizné druhy lé-
¢iv. Hodnoty BSK vzorku PVP se pohybuji také pod tatdmi endogenni respirace (obr.
12).

140 r

120 -

100 -

80 -

60 r

40

celkovd BSK (mg /1)

20 +

0 100 200 300 400
t(h)

Obr. 12: Celkova BSK vzorku PVP o koncentraci 109. I' AK | Slovenska L ufa o
susi 100 mg. T
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K poslednimu testovani byl pouzit aerobni kal sn&tCOV, kde ale v dob odbs-
ru byla vyralgna antibiotika. V tomto experimentu se BSK vzork¢PPpohybuje nad hod-

notami endogenni respirace (obr. 13).

100 - — o PVP

—0O— sl.pokus
80

60 -

40 |

celkova BSK (mg /1)

0 100 200

t (h)

300 400

Obr. 13: Celkova BSK vzorku PVP o koncentraci 100IAK Il Slovenska L ufa o
susi 100 mg. T
Tento test v satasné dob pokrauje, proto tab. 4 neuvadi hodnoty pH a TOC na \pIstu

Tab. 4: Hodnoty pH a TOC vzarka vstupu a vystupu

Vzorek TOC ystup PHyswup | TOCwstup | PHwystup
(mg. I (mg. I
slepy pokus-AK Malenovice 5,749 7,401 4,807 7,625
PVP-AK Malenovice 63,91 7,402 60,02 7,711
slepy pokus-AK Hlohovec 8,612 7,372 3,783 6,739
PVP-AKK Hlohovec 57,32 7,456 55,04 6,726
slepy pokus-AK Slovenska L dp 3,284 7,635 6,400 6,81
PVP-AK Slovenska L ufa 65,7 7,573 67,2 7,025
slepy pokus-AK Slovenska L aa 3,142 7,857 .
PVP-AK Slovenské L uga Il 56,13 7,777 -

PVP nepodléha biorozkladu a sniZuje respiraci Katato v €chto pokusech nebyla

piidana allylthiom@ovina, kterd by sniZzovala BSKid¢% naSe tvrzeni o rigiditPVP i

biorozkladu pokus s poslednim typem kalu — AK Stsk& L uga Il (obr. 13) jako jediny
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vykazuje malou, ale prokazatelnou respiragtidam prvnich cca 300 h testu. Je mozné, Ze
pii vyrob¢ penicilinu (Bhem a po této operaci) doSlo alespaojisté indukci penicilinas,

které by mohly byt odpadné za tento kladny trend.

7.2 Rozklad PVP raiznymi typy kali adaptovanych na 1-methyl-2-
pyrrolidon (NMP)

Podle vysledk uvedenych v fedchozi kapitole, PVP nepodléh& biorozkladu. Byl
uskut&nén pokus na & adaptovat aerobni aktivovany kal, ale podle mgtdahn-
Wellense bez Usphu (kap. 5.9). Poifdavku PVP byla hodnota TOC nizSi prapddob-
ne v disledku jisté sorpce PVP na aktivovany®RaProto jsme fistoupili k adaptaci ae-
robnich aktivovanych kalna latku, ktera ve své struktuobsahuje také laktamovy kruh —

NMP a je blizka monomeru PVP — nestaléntiiavému vinylpyrrolidonu.

Tento typ experimentu byl prové&d opst na gistroji BIAL v aerobnim vodném pro-

stredi. Byly pouzity izné typy aktivovanych ka) obdobg jako v gredchozi kapitole.

Na obr. 14 Ize vig&k praibéh adaptace aktivovanych kaha 1-methyl-2-pyrrolidon,
tedy hodnoty substratové BSK a na obr. 16 hodeobstratovée BSK poifdavku PVP.
Obr. 15 a 17 ukazuji hodnoty BSK vs. TSK (teorddisboteba kysliku). Timto zjsobem
jsme provedli korekci spieby kysliku na nitrifikaci dle norm¢SN ISO 10707. V tab. 5
nejsou zahrnuty vysledky pH a TOC na vystupu zgursho experimentu, ktery
v souwtasneé dob stale probiha. Jak Ize widz obr. 14 a 15 substratova BSK a BSK/TSK

nejvysSich hodnot dosahujgegvapiv s AK Hlohovec za fitomnosti substratu NMP.

Tab. 5: Hodnoty pH a TOC vzarka vstupu a vystupu

Vzorek TOC ystup PHysup | TOCyystup | PHwystup
(mg. ) (mg. ')
slepy pokus-AK Malenovice 4,857 7,479 4,634 6,923
NMP-AK Malenovice 68,64 7,502 63,995 6,361
slepy pokus-AK Hlohovec 3,787 7,481 4,670 7,425
NMP-AK Hlohovec 49,54 7,478 63,09 6,563
slepy pokus-AK Slovenska L da 3,284 7,635 6,400 6,810
NMP-AK Slovenska L uga 71,95 7,589 64,06 6,396
slepy pokus-AK Slovenska L'agall| 6,177 7,800 ; ;
NMP-AK Slovenska L upa Il 73,07 7,642 - -
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Obr. 14: Pribeh adaptace aktivovanych Kaha 1-methyl-2-pyrrolidon — substratove
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Obr. 15: Hodnoty BSK/TSK pro 1-methyl-2-pyrrolidon

Déle Ize pozorovat, Ze AK Slovenska Lcapll je podle éekavani adaptabiéjsi
nez AK Slovenska L'ufa | (odebrana v d@bodstavky vyroby penicilinu). Podle vysladk
zobrazenych na obr. 16 a 17 substratové BSK a BSK/iejvysSich hodnot sicégkva-
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pivé dosahuje AK Malenovice, ale do vyslédkejsou zahrnuty gasovych dvodi hodno-

ty z experimentu kdy byl pouZzit AK Slovenské L&agl.
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Obr. 16: Substratova BSK pro PVP
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Obr. 17: Hodnoty BSK/TSK pro PVP
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7.3 Charakteristiky vzork @4 PVP upravenych bazickou hydrolyzou

Byly provedeny analyzy, kterédhy charakterizovat sloZeniipodniho vzorku PVP i
hydrolyzati (analyza TOC, TN, dusmani a jodometrie) (kap. 4.5)fipadre zménénou
strukturu vzork (IC) viz tab. 6 - 9 a obr. 18 — 20. Pro variabilifisledki stanoveni nelze
sledovat jakykoli trend. Vysledky analyz TOC a T9¢y nesourodé cozide zmsobovat
sorpce na aktivovany K8] velikost a distribucéastic kalu, druhova heterogenita mikro-

organisni atd.

Tab. 6: Hodnoty TOC a TN u vzorku PVP a hydrolyzat

Vzorek TOC (mg. )| TN (mg. I

2% roztok PVP 1129,5 228,75
hydrolyzat pH10,24h 1126 226,75
hydrolyzat pH10,48h 1495,5 277,5
hydrolyzat pH10,72h 1190 2415
hydrolyzat pH12,24h 1124,25 232,25
hydrolyzat pH12,48h 1128,75 234,25
hydrolyzat pH12,72h 1105,5 228,5
hydrolyzat pH13,24h 1244,25 241,75

Na z&klad rozdilnych vysledi téchto analyz nelze posoudit 2ny vzorki PVP
upravenych bazickou hydrolyzou. Tuto okolnost |#&ipt na vrub prawgpodobné velké

chybs spaivajici v samotném principu jodometrické metody.

Tab. 7: Koncentrace PVP u hydrolyi&tanovené

pomoci jodometrické metody

Vzorek Covp (Mg. M)

2% roztok PVP 408,4
hydrolyzat pH10, 24 h var 407,2

hydrolyzat pH10, 48 h var 409
hydrolyzat pH10, 72 h var 405,3
hydrolyzat pH12, 24 h var 405,6
hydrolyzat pH12, 48 h var 403,8
hydrolyzat pH12, 72 h var 398,1
hydrolyzat pH13, 24 h var 394,3 *
hydrolyzat pH11, 24 h var 399,3

* nepoddilo se upravit pH do neutralni oblasti
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U hydrolyzati bylo provedeno stanoveni déisan (tab.8). Stanoveni dusiani bylo
provedeno i u vzork hydrolyzati po provedené biodegradaci (tab. 9); ze stanovenych
hodnot nelze jednoztias vysledovat jakykoli trendCéasténg Ize tuto skuténost ficist
chybs mereni. Ale je ¥ejmé, Ze po biodegradaci hydrolyz&e hodnoty dushan zvysily,
coz ukazuje na nitrifikaci. U hydrolyzatdigpH 13, pravdpodobré stanoveni ruSila velka

koncentrace chloridovych iaintkteré byly do vzorku vnesenyigipraw pH.

Tab. 8: Koncentrace, logaritmus koncentracesNCEMS hydrolyzait

Vzorek EMS (mV) | 10Geq Ceg | Cnos-(Mg. M)
hydrolyzat pH10, 24 hvar 137,75 2,10 125,89 126,33
hydrolyzat pH10, 48 hvar 144,6 2,01 102,33 102,69
hydrolyzat pH10, 72 hvar 193,65 1,13 13,49 13,54
hydrolyzat pH12, 24 hvar 137,1 2,11 128,82 129,27
hydrolyzat pH12, 48 hvar 147,3 1,97 93,33 93,66
hydrolyzat pH12, 72 h var 130,55 2,20 158,49 159,04
hydrolyzat pH11, 24 hvar 1745 1,52 33,11 33,23

sl. pokus pH11, 24 h var 135,9 2,13 134(9 135,37
hydrolyzat pH13, 24 hvar 42,2 3,21 1621,81 1627,49

Tab. 9: Koncentrace, logaritmus koncentracesNCEMS hydrolyzéit podro-

benych biorozkladu

Vzorek EMS (mV) | 10Greq Ceq | Cnoa-(mMg. M)
slepy pokus 106,4 2,59 389,05 390,41
NMP 93,15 2,78 602,56 604,67
hydrolyzat pH10, 24 hvar 80,9 2,95 891,25 894,37
hydrolyzat pH10, 48 hvar 78 2,99 977,24 980,66
hydrolyzat pH10, 72 hvar 55,5 3,29 | 1949,85 1956,67
hydrolyzat pH12, 24 hvar 56,55 3,27 | 1862,09 1868,61
hydrolyzat pH12, 48 hvar 47,05 3,39 | 245471 2463,30

Proto bylo ke stanoveni zm struktury vzork PVP upravenych bazickou hydroly-
zou pouzito € spektroskopie. ZQ spekter Ize vigk zmeny u vzorki PVP upravenych ba-
zickou hydrolyzou v zavislosti na pH vitehu hydrolyzy, v mensi e na tizné doks po
kterou byl vzorek vystaven hydrolyze. Z jednotlifiyicangtenych C spekter je patrné (obr.
18 - 20), Ze hydrolyzou za definovanych podminelp(k4.5) se natiena C spektra jed-

notlivych vzorki od sebe liSi. Obe¢ne zZejme, Ze se zvySovanim hodnoty pH dochazi
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k poklesu intenzity pasu valém vibrace —OH skupiny. Se zvySujici se hodnotou(p®i

11 a 13) dochazi k poklesu intenzitghto pag z ¢ehoz plyne, Ze se snizuje mnozstvi —
CH, a —CH skupin. Shodny trend, pokles intenzity sgSajici se hodnotou pH (10, 11 a
13), je pozorovan i u pasuipinoctu 1662 crit, ktery odpovida valemi vibraci skupin
C=0. To by odpovidalo otéeni laktamového kruhu uékterych polymernich jednotek.
Pozorovany trend poklesu intenzit (doba hydroly2yhd odpovidd nésledujicimu ijaali
meienych vzork: cisty PVP >hydrolyzat pH 10 > hydrolyzat pH 11 > hglgzat pH 13.

Z téchto znen vyplyva, Ze studovanou reakci dochazi ke€rdm vychozi latky. Spektrum
hydrolyzatu pH 12 se vymyka ostatnim; nabizi sekatazda fi hydrolyze jiZ mohlo dojit

u tohoto k vyraz&sim strukturalnim zgnam. Pro potvrzeni této dorknky by bylo vhod-
né pouzit dalSich instumentalnich technik (pn&MR, MS). U hydrolyzatu pH 13 doSlo ke
splynuti rékolika drobnych pé&s pii vino&tu cca 1400-1500 civ jeden intenzivni silny
pas s maximemipvinodtu 1452 crit; dale se ve spektru objevily nové intenzivni ppisy
vinogtech 991 a 880 ciha 468 a 436 ctha zmizely pasyipvinostech 845, 650 a 573 ¢ém
! Z tchto znén vyplyva, Ze hydrolyzou dochazi ke Zngm zménam vychozi latky.Tak
jako u hydrolyzatu pH 12 i zde by bylo vhodné vywlSich instumentalnich techrifk.

Chydrolyzat pH 10,24 h
2.0¢hydrolyzat pH 11, 24

Viditelné zmeny
v naméfenych IC spektrech

hydrolyzat pH 13, 24 h
1-3'_PVF'

Absarbance

a . - . - . - . - = . - - e - .
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 §00
YWavenumbers (cm-1)

Obr. 18: IC spektra hydrolyzét— vliv pH
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Obr. 20: IC spektra hydrolyzét— pirazeni znamych pas oblasti ,finger print
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7.4 Biologicky rozklad vzorka PVP upravenych bazickou hydrolyzou

Biologicka rozloZitelnost uvedenych vzdrkyla testovana v aerobnim vodném pro-

stredi na pistroji Micro-Oxymax.

Hodnoty pH a TOC na vystupu testu viivizného pH fi bazické hydrolyze na bio-

rozklad nejsou zpracovany, protoze v&msné dob experiment pokraje dale (tab. 11).

Tab. 10: Hodnoty pH a TOC vzarka vstupu a vystupu (sledovani vlivu doby)

Vzorek TOC ystup PHvsup | TOCwstup | PHwystup
(mg. ) (mg. )

slepy pokus 7,312 7,058 14,19 4,634
NMP 123,8 7,057 29,52 4,62
hydrolyzat pH 10, 24h 121,6 7,094 138,7 4,63
hydrolyzat pH 10, 48h 132,3 7,091 1119 4,65
hydrolyzat pH 10, 72h 125,8 7,111 145,0 4,734
hydrolyzat pH 12, 24h 118,6 7,135 138,2 4,63
hydrolyzat pH 12, 48h 220,9 7,099 135,0 4,676

Tab. 11: Hodnoty pH a TOC vzarka vstupu (vliv pH)

Vzorek TOC ystup PH ystup

(mg. ")
slepy pokus 9.987 7,541
NMP 59,45 7,590
hydrolyzat pH 10, 24h 112,8 7,590
hydrolyzat pH 11, 24h 129,5 7,588
hydrolyzat pH 12, 24h 126 7,571

Prvni experiment sgival ve sledovani doby hydrolyzy na naslednou lgiakou
rozlozitelnost (AK Slovenska L'é@p 1). Na obr. 21 jsou znazamma procenta degradace
podle produkce CO Z vysledKi testu lzefici, Ze ¢as po ktery je vzorek hydrolyzovan
v naSem fipad® nehraje vyznamnou rolifpjeho nasledném biorozkladu. Podle procent
produkce CQ podléhal biodegradaci pozorovatelrorek hydrolyzovany 24 hodirfigH
12. Hodnoty BSK/TSK (obr. 22) testovanych vzZoiRVP tedy potvrzuji, Zéas po ktery
jsou vzorky vystaveny bazické hydrolyze nehrajekipcly Zadnou roli pi biorozkladu

v naSem experimentu.
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Obr. 21: Procenta degradace podle produkce,®@@drolyzaf a vzorku 1-methyl-2-
pyrrolidonu (sledovani vlivu doby) — AK Slovenskap:a |

150 - = hydrolyzatpH 1024 h =  hydrolyzat pH 10 48 h
hydrolyzat pH 10 72 h  —e— 1-methyl-2-pyrrolidon
125 o hydrolyzat pH 1224 h e hydrolyzat pH 12 48 h

100 * sili
1% mih 1L

1

BSK/TSK [%]
(on) ~
o (6}

N
ol

Obr. 22: Hodnoty BSK/TSK pro testované vzorky Pptawené bazickou hydrolyzou a 1-
methyl-2-pyrrolidon (sledovani vlivu doby) — AK\&loska L uga |
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DalSi experiment testoval vliv hodnoty pkhem bazické hydrolyzy na biologickou
rozlozitelnost. Na obr. 23 jsou znazémg procenta degradace podle produkce.dd-
le vysledki tohoto testu s AK Slovenska L't Il Ize fici, Ze ani pH kterému je vzorek
vystaven pi hydrolyze v naSemifpact nehraje vyznamnou roli. Hodnoty BSK/TSK (obr.
24) tyto zavry potvrzuji. Podle procent produkce €®BSK/TSK podléhal nejvice biode-
gradaci vzorek PVP hydrolyzovany 24 hodif pH 11. Podle @ spekter (kap. 7.3) Ize
fici, Ze ke strukturalnim z&nam kEhem hydrolyzy doslo. Kreni biorozkladu (po odéeni
slepého pokusu) viz obr.21 a 23 i korekce vlivuiifikace (obr.22 a 24) tuto skuteost
potvrdilo. Zmeny nejsou sice vyrazné (cca 7-10 % dle hodnot BSKATale ve srovnani
S neupravenym polymerem naprostdiazné. Roli zde samgme¢ hraje i kratkd doba

pokusu, ktery ale poktaje.
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Obr. 23: Procenta degradace podle produkce,@Mydrolyzat a vzorku 1-methyl-2-
pyrrolidonu (vliv pH) - AK Slovenska L ¢gll
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Obr. 24: Hodnoty BSK/TSK pro testované vzorky Pptawené bazickou hydrolyzou a 1-
methyl-2-pyrrolidon (vliv pH) — AK Slovenska Lcagl

Dale byly testovany typy aktivovanych kah mycelia v iiznych kombinacich (obr.
25). Podle procent produkce g@ejvyssSich hodnot v tomto experimentu dosahujeupok
kde byl AK Slovenska L ufa Il zagkovan myceliem. Byl proveden test dle Zahn-Wellens
metody, kdy bylo pouZzito samotné mycelium; jako tkoimi latka byl pouzit NMP. Podle
stanoveni TOC byl NMP té#h ze sta procent rozlozen; ale hodnoty pro PVP paucgo-
bu msteni kolisaly kolem piteini hodnoty (110 mg:™). Na zaklad téchto vysledk Ize

konstatovat, Ze samotné mycelium PVP nerozklada.
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Obr. 25: Hodnoty BSK/TSK PVP s AK Slovenska daup myceliem a fakultativhanae-
robnim AK
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ZAVER

Polyvinylpyrrolidon (PVP) je diky svym vlastnostemjrné pouzivan ve farmaceu-
tickém a potravingkém ptimyslu. Jeho ,osud” v Zivotnim prdsti nebyl zatim ilis
zkoumén, ale z dostupnych informacistirnami odpadnich vod prochazi bezeémpn
s minimalni sorpci); je tedy mozné, Ze dochazihk jekladani do environmentu, coZibe
byt v budoucnosti problémem. Vzhledem k jeho bialkg rezistenci je nutno hledat jiné
mozné cesty jeho odstrami pomoci nakladnérpdupravy polymeru,ifpadré vyuzit (teo-
reticky) vhodnych enzytn (ndkladné)xi adaptovanych heterogennich technickych kultur

tyto enzymy obsahuijicich.

Pti provedenych experimentech byl pouzivan kamivzorek PVP K15, naémz
byly testovanytyti typy aktivovanych kal pro potencialni biodegradaci ve vodném ae-
robnim progiedi. Aerobni heterokulturacistirny méstskych odpadnich vod Zlin — Male-
novice icistiren spolénosti Zentiva a. s. (vyrobad&) Hlohovec a Slovenska L da.
Posled® jmenovana zpracovava odpadni vody pro sjmalst Biotika a.s. (vyroba farmak
v¢. antibiotik) V tomto pipact bylo zjiS€no, Ze vyraznou ulohu hraje doba sdbaktivo-
vaného kalu; p ,narazové" vyrols penicilinu (AK Slovenska L ua Il) vykazoval nazna-
ky biologického rozkladu PVP.

Vedle klasickych aktivovanych Kalbylo pouZito i odpadni mycelium z vyroby
penicilinu a ,fakultativie” aerobni kal. Vyrazé kladnych vysledi (proti ostatnim testova-
nym) dosahl vzorek, kde bylo inokulem mycelium wikwnaci s aktivovanym kalem rea-
gujicim na probihajici vyrobu penicilinu. N&fena data potvrdila, Ze PVP je sice odolny
vaci biologické degradaci, ale jisty posun je v tonmdbledu podle vysledk zietelny.

S jistou rezervou lze vSeobeéckonstatovat, Ze zdanliva rezistence organickyttklgici

biorozkladu nemusi byt strikérplatna.

Vzhledem k pedchozim vysledkm bylo gistoupeno k adaptaci aerobnich aktivo-
vanych kah na 1-methyl-N-pyrrolidon ktery méa laktamovy kruheatedy podobny mono-
meru PVP — nestalému &kavému vinylpyrrolidonu. Aktivovany kal &stirny Slovenska
L'upéa (odebrany v dabvyroby penicilinu) byl podle &ekavani adaptabiéjsi nez kal
odebrany v dobodstavky vyroby.

Vedle experimerit s adaptaci aktivovanych kabyla provedenaipduprava PVP

bazickou hydrolyzou. Byly provedeny testy sleduyiieé hodnoty pH a doby hydrolyzy. Z
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IC spekter Ize vigk zmeny u vzorki PVP upravenych hydrolyzou v zavislosti na pH @aar
Seni laktamového kruhu dle Ubytku signdlu —CO skupi mensSi nie na dob po kterou
byl vzorek vystaven hydrolyze. U hydroly#diyla ot testovana biologicka rozlozitelnost
v aerobnich podminkachid® strukturaini zémy hydrolyzat doloZzené € spektry byla
rozlozitelnost nefilis vyrazna (cca 7-10% dle hodnot BSK/TSK); takmloost nize sou-

viset s malou kvantitowthto rozkladnych produit

Z predloZzenych vysledkje mozno uzaiit, Ze popsana cesta k moznému biologic-

kému rozkladu PVP je reélna a budegmeétem dalSich experimeint
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Seznam pouzitych symbal a zkratek

A Absorbance [-]
BSK Biologicka spdeba kysliku [mg?]
c Koncentrace [¢ hebo mg. ]
CNO3- Koncentrace du&nanm dle potenciometrického stanoveni [ mg. 1Y
Cpvp Koncentrace PVP dle jodometrického stanoveni [9.F nebo mg. 1]

Cov  Cistirna odpadnich vod
Da Atomova hmotnostni konstanta

DDT dichlordifenyltrichlormethylenmethan

EMS Potenciatlanku [hV
IC Koncentrace anorganického uhliku [md] |
IC Infratervena spektroskopie

k Prepaitovy koeficient [-]
logovos.  Logaritmus koncentrace ddsani [-]
Mo Hmotnost filtr&niho papiru (9]
My Hmotnost po vysuseni kalu [d]

N Paet dilki v ¢ase t []
No Paset dilki na p&atkucasu [-]

NMP N-methyl-2-pyrrolidon

PVP polyvinylpyrrolidon

%

t Cas [h]
TC Koncentrace celkového uhliku [mid]
TN Koncentrace celkového dusiku [md]
TOC Koncentrace celkového organického uhliku [mg']!

TSK Teoreticka spoeba kysliku [mg?]
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uv Ultrafialove zdeni

Voip Pipetovany objem

VIS Viditelné z&eni

WHO Swtova zdravotnicka organizace

X Susina

[ml]

[9.1]
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