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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studii biologického rozkladu PVA v pidnim prostfedi inokulovaném
odpadni biomasou. Pro samotny rozklad PVA v pudé byl pouzit adaptovany aktivovany
kal z ¢istirny odpadnich vod a odpadni mycelium z vyroby antibiotik obsahujici kmen Pe-
nicillium chrysogenum. V prvni ¢asti prace jsou popsany optimaliza¢ni testy, jejichz tko-
lem bylo zajistit vhodny postup bioaugumentace. Tedy postup pii inokulaci ptidy biomasou
aktivovaného kalu a také piiprava zkuSebniho roztoku PVA. Druha ¢ést se zabyva samot-
nym rozkladem PVA v pudé inokulované na PVA adaptovanym aktivovanym kalem a
okrajov¢ je popsana biodegradace PV A za ptitomnosti kmene Penicillium chrysogenum ve
vodné suspenzi. Rozklad PVA v ptdé po bioagumentaci na PVA adaptovanym aktivova-
nym kalem byl 60 % za 40 dni, rozklad PVA v samotné piidé nebyl po tuto dobu zazname-
nan. Opakovanym ptidavkem PV A do inokulované ptudy doslo opét k jeho rozkladu (52 %
za 16 dni), coz ukazuje ze PV A-degradujicici mikroorganismy si zanechavaji svou degra-
dac¢ni aktivitu 1 po odstranéni substratu. Adaptace odpadniho mycélia na PV A byla tispésna
jen po prvnim piidavku PVA (TOC<20 mg/l), ovsem druhym pfidavkem PV A k rozkladu
nedoslo. Je tedy nutné podrobit odpadni mycélium dal§im respirometrickym testim a

zhodnotit, zdali je mozné ho vyuzit pii biodegradaci PVA v ptde.

Klicova slova: Inokulace, bioaugumentace, aktivovany kal, Penicillium chrysogenum, pi-
da, biodegradace, PVA

ABSTRACT

This thesis deals with the study of biological partition of PVA in soil environment inocula-
ted by waste biomass. For the partition of the PVA in soil itself, activated sludge from was-
te treatment plant as well as waste mycelium from the production of antibiotics containing
Penicillium chrysogenum stem, was used. First part of the thesis describes optimization
tests with a view to cover the suitable procedure of bioaugmentation, in other words, pro-
cedure along with inoculation of soil by sludge activated with biomass, as well as prepara-
tion of PV A test solution. Next part of the thesis deals with the PV A partition in soil inocu-

lated to PVA by adapted activated sludge, and also biodegeneration of PVA in the presen-



ce of Penicillium chrysogenum in aqueous suspense is described marginally. PV A partition
in soil after the bioaugmentation to PVA adapted by activated sludge was 60 % in 40 days,
partition in PVA in the soil itself was not observed at all. By means of repeated addition of
PVA into inoculated soil, the partition was reached again (50 % in 16 days), which points
at the fact that PVA-degradating micro-organisms leaves their own degrading activity
beyond the removal of substrate. Adaptation of waste mycelium on PVA was successful
only after first addition of PVA (TOC<20 mg/l). Second addition evoked no desired re-
action - PVA was not parted. It is necessary to put the waste mycelium through another
respirometric tests and to evaluate, whether it is possible to use it during biodegeneration
of PVA in soil.

Keywords: inoculation, bioaugmentation, activated sludge, Penicillium chrysogenum, soil,
biodegradation, PVA
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UvVOD

Polyvinylalkohol (PVA) byl objeven F.Klatte v roce 1915. Jeho vyrobu zmydelnénim po-
lyvinilacetatu s hydroxidem sodnym popsali Herrmann a W Haehnel v roce 1924 a od 30.
let 20. stoleti je povazovan za biologicky rozlozitelny synteticky polymer ve vodném ae-
robnim prosttedi.[1]

Nejvyznamnéjsi vlastnosti PVA pro praktické vyuziti je jeho rozpustnost ve vod¢ a vysoka
odolnost viéi organickym rozpoustédlim. Hlavnimi veli¢inami ovliviiujicimi jeho fyzikal-
ni vlastnosti jsou polymeraéni stupent a stupent hydrolyzy, resp. reesterifikace (zbytkovy
obsah hydroxylovych a acetatovych funkénich skupin). Jestlize je PVA pIn¢ hydrolyzova-
ny je zcela rozpustny jen v horké a vatici vodé. Césteénd hydrolyzovany PVA je rozpustny
pii pokojové teploté. PVA se stupném hydrolyzy 70-80 % je rozpustny pouze ve vod¢ pii
teplotach do 40°C. Pti teplotach vyssich jak 40°C dochézi pii jeho rozpousténi nejprve
k zakaleni roztoku a nasleduje vysrazeni PVA.[2]

PVA ma v soucasné dobé Siroké vyuziti v celé fadé primyslovych aplikaci. Napiiklad
V potravinaiském priamyslu na pfipravu ovocného Zelé, dale k vyrobé impregna¢nich hmot,
diky kterym materidl odola benzinu, olejim, rozpoustédlim, ale i tukiim. Nasel uplatnéni
Vv textilnim prumyslu, kde se z néj vyrabi textilni vlakna, ve zdravotnictvi na vyrobu chi-
rurgickych niti, ve farmaceutickém pramyslu na potahy tablet. Vyuziva se také pii vyrob¢
biofermenta¢nich produktt, v kosmetickém primyslu na vyrobu kréma a vlasovych pfi-
pravkl. Také se zné¢j vyrabi obalové materialy, tésnéni rizného typu, hadice, trubky a
mnoho dal$iho.[3]

Z enviromentalniho hlediska je diilezité zejména jeho uplatnéni v zeméd€lstvi a agropri-
myslu, kde se vyuziva napf. na vyrobu repelenti proti §vabum a rozto¢im, na hnojiva
upravené polyvinylalkoholem s pomalym uvoliiovanim, také na ptipravu vodorozpustnych
folii (tzv. seci pasky) a mofidel, které se nanaseji na semena.[4] Po jeho aplikaci
v zeméd¢lstvi dochazi k jeho akumulaci v ptidé (vysoka schopnost sorbovat se na pudni
Castice, Spatnd biologicka rozlozitelnost), coz mize vést ke zméné fyzikalné-chemickych
vlastnosti piidy. Proto je tieba vénovat pozornost odstranéni PVA z ptiidniho prostiedi a to
podpofenim jeho biologického rozkladu. K tomu lze vyuZit dva mozné zpiisoby. Prvnim je
podpofeni rozkladu pfidavkem snadno rozloZitelnych latek, pii jejichZ rozkladu miize do-
chazet k produkci enzymii podilejicich se na rozkladu samotného PVA (vyroba smésnych
filmi). Druhym je tzv. bioaugumentace vyuzivajici smésnych nebo Cistych mikrobialnich

kultur schopnych rozkladu PVA.
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Tato diplomova prace se zabyva studiem biologického rozkladu PVA v ptidnim prostiedi
po bioaugmentaci - obohaceni pidni mikrobialni biocen6zy mikroorganismy aktivovaného
kalu schopného rozkladat PVA. Prace tak navazuje na dlouhodoby vyzkum na tustavu In-

zenyrstvi ochrany zivotniho prostfedi v oblasti biologického rozkladu PVA.
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TEORETICKA CAST
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1 MECHANISMUS BIODEGRADACE PVA

V roce 1973 bylo poprvé zjisténo, ze PVA je zcela degradovan pomoci mikroorganismti,
které byly izolovany z pudnich vzorkt a identifikovany jako Pseudomonas. Od roku 1973
pak byla publikovana celd fada védeckych praci studujicich biologicky rozklad PVA jak
Cistymi mikrobialnimi kulturami tak smésnymi. Napi. byla studovana biodegradace PVA
pomoci Flammulina velutipes [5], degradace PVA s vyuzitim Sphingomonas sp SA3 a jeho
symbiontil [6], biologicky rozklad PVA pomoci Mikrobakterium barkeri KCCM 10507 a
Paeniblacillus amylolyticus KCCM 10508 izolovanych z odpadnich vod [7]. Studovan byl
také vliv pH a poméru biogennich prvkt C/N na biodegradaci PVA ve smésné bakteridlni
kultute [8]. Zaroven byla izolovana cela fada mikroorganismil podilejicich se na rozkladu
PVA napt. byla provedena izolace a charakterizace PVA degradujici bakterie Sphingopyxis
sp PVAS3 [9] nebo byl identifikovan novy kmen Streptomyces venezuelae GY1 produkujici
PVA degradujici enzym [10] a nebo byla popsana izolace a degradacni aktivita PVA de-
gradujiciho kmene Cardiobacterium sp. SB68 a SB69 [11].

Bylo navrzeno nékolik riznych mechanismi biodegradace PVA v zavislosti na typu mi-
kroorganismu a studovaném prostiedi. Napi. byla autory Watanabem a kol.[12] obr.1,
popsana studie vyznamu enzymatickych reakci pti odbourdavani PVA o vysoké molekulové
hmotnosti. Zde byl uhlikovy fetézec PVA rozstépen dvéma po sobé jdoucimi reakcemi.
V prvnim kroku sekundarni alkohol oxidasa (SAQ) katalyzoval oxidaci PVA pomoci mo-
lekularniho kysliku, jako akceptoru elektroni na tvorbu peroxidu vodiku a B-diketonovych
skupin v molekulach PVA. Ve druhém kroku dochazi ke $tépeni B-diketonovych skupin
v molekule PVA za vzniku karboxylovych a methylovych zbytkt produktt rozkladu. Jako
velmi vyznamny enzym podilejici se na rozkladu PVA byl autorem oznacen SAO, ktery

byl izolovan z pidy a extrahovan z kmene Pseudomonas. [13]
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Obr. 1. Biologicky rozklad PVA zprostiedkovany sekundarnim alkoholem oxidasa (SAO)

a B-diketonovou hydrolasou (BDH)

Dalsi mozny mechanismus rozkladu PVA popsal Shiamo a kol. [14], ktery se zaméfil na

symbiotickou degradaci PVA. Ve své studii izoloval dva kmeny, Pseudomonas putida

VM15A a Pseudomonas sp. VM15C a zjistil, ze ob& kultury jsou na sobé& zavislé pii bio-

degradaci PVA, kdy kultura VM15A dodava potiebny kofaktor pyrrolochinolinchinon

(PQQ), a kultura VM15C produkuje degradacni enzymy. PQQ je nekovalentné vazana

prostetickd skupina mnoha chinoproteind, které se vyskytuji v periplasmatickém prostoru

ur¢itych gram negativnich bakterii, kde katalyzuji oxidaci alkoholi nebo sacharidd.

Z mnoha jiz popsanych studii vyplyva, ze PQQ je dulezitym faktorem pro ¢innost dehyd-

rogenas, které oxiduji PVA. [15]
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Z vyse uvedenych studii je zfejmé, ze mikroorganismil, které se podileji na degradaci
PVA pomoci svych enzymatickych systémii je celd fada. Tyto kultury byly izolovany

Z pudniho i vodného prostiedi, ale také napiiklad z odpadnich vod ¢i aktivovaného kalu.

Typy doposud znamych enzymtl, pomoci kterych se zminované bakterialni druhy podileji

na odbouravani PVA: [16]

1. Oxidasa sekundarnich alkoholi (SAO) oxidujici dvé sousedni sekundarni OH sku-
piny uvnitt fetézce PVA

2. Dehydratasa (B-diketon hydrolasa), ktera uskute¢nuje $tépeni fetézcti
3. PVA-dehydrogenasa (PVADH) uc¢inna jen v ptitomnosti pyrollochynolin-
chinonu (PQQ)

4. Oxidasa, ktera je aktivni jen vuéi jiz oxidovanému PVA

1.1 Biodegradace PVA ve vodnim a pidnim prostiedi

Byla publikovana tada praci k problematice biologického rozkladu PVA ve vodnim pro-
stiedi pfi aecrobnich podminkach, nebot’ PVA je ve vod¢ rozpustny polymer. Napi. Chielli-
ni a kol. [17] provedli studii rozkladu PVA s 98% stupném hydrolyzy ve vod¢ inokulova-
né aktivovanym kalem. PVA bylo degradovano z 50 % za 70 dni. DalSim experimentem
byla adaptace aktivovaného kalu, ptidanim definovaného mnozstvi PVA, ktery zde slouzil
jako jediny zdroj uhliku a energie. V ptitomnosti adaptovaného kalu rozsah biologického
rozkladu PVA98 dosahl vétsich hodnot, nez u predchoziho testu. PVA zde bylo degrado-
vano na 60 % za 25 dni. [17]

Na rozklad PVA v pudnim prostiedi bylo zaméfeno také nékolik studii. Napt. Solaro a kol.
[18] se zabyvali rozkladem PVA se stupném hydrolyzy 88 a 98 % metodou pudniho Soil
burial testu. Kdy u PVA sniz8§im stupném hydrolyzy byl pozorovan vétsi sklon
k mikrobialni asimilaci nez u PVA9S, avsak degradace obou vzorkt nepiesahla 15 %.
Velmi omezeny sklon k biodegradaci u pIlné hydrolyzovaného PVA pozoroval Sawada
[19], kdy vzorky PVA99 byly ,,pohibeny“ (soil burial test) v riznych ptdach na 18 odlis-
nych mistech. Takové uloZeni pfedstavovalo rizné typografické a klimatické podminky.

Po dvou letech inkubace byla zaznamenéna ztrata hmotnosti pouze 10 %.
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V tabulce 1 je uveden stru¢ny ptehled vybranych studii zabyvajicich se biologickym roz-

kladem PVA v riznych typech prostiedi.

Tab. 1. Priklady studii biologického rozkladu PVA za riznych podminek

Rozklad

0 - . o r r . 14 . . - )4
/,0 hydro Prostredi Mlkroblaln} Kritérium biode PVA Cas Autor
lyzy PVA zastoupeni gradace (%) (dny)
Mikroorganismy Chiellini
88 Kompost pfitomné produkce CO, 25 300 a Kol [17]
v kompostu '
72 Pida les- | Pidni mikroorga- | 0 100 O, 174 | 141
niho typu nismy Chiellini [20]
> N o - a kol
99 P}Jda les Pudni r_nlkroorga produkce CO, 6 141
niho typu nismy
Vodne | AAK* kalz cov
98 oane Z papirenského produkce CO, 46 48
aerobni . _
prumyslu Corti a 21]
Vodns | AAK kalz COV kol.
88 , Z papirenského produkce CO, 38 48
aerobni o
prumyslu
Vodné AK* kal z COV
98 , Z papirenského produkce CO, 50 70
aerobni o N
primyslu Chiellini
a kol [17]
Vodné AAK kal z COV
98 , z papirenského produkce CO, 60 28
aerobni o
pramyslu
. laboratorné AAK .
88 Vodné | 12 komundlnich | produkce CO, o4 | 16 | VUK 14
aerobni , 2004
odpadnich vod
Vodné Kultura Spektrofotometrické Vickova
88 aerobni | OT3+Rhodococcus stanoveni PVA 815 42 2005 [22]

* AAK — adaptovany aktivovany kal
*AK — aktivovany kal

Jak je z ptehledu uvedeného v tabulce 1 patrné, rozklad PVA ve vodném prostiedi je za
vhodnych podminek efektivnéjsi oproti jeho degradaci v pudé. Faktord, ovliviwyjicich roz-
klad PVA je ne€kolik. Naptiklad absence nebo jen vzacny vyskyt PVA-degradujicich mi-
kroorganismii v piidnim prostfedi, hmotnost, velikost a tvar testovanych PVA vzorkd, silné
interakce PVA s organickymi a anorganickymi slozkami prostfedi (Sorpce na ptidni ¢asti-
ce) a vV neposledni fad¢ stupen hydrolyzy. Prikladem je studie rozkladu PVA filmu v pad-
nim prostfedi se stupném hydrolyzy 98, 88 a 72, kterou provedl Corti a kol. [23]. Zde
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K nejvyssimu rozkladu doslo u PVA72 a nejméné se rozlozil PVA98. Ze ziskanych vy-
sledktl 1ze usoudit, ze schopnost mikroorganismt rozkladat PVA v piadé zavisi na stupni
hydrolyzy. PVA se tak v pidnim prostfedi akumuluje a mize ovliviiovat fyzikalné-
chemické parametry pudy. Proto je snaha podpofit rozklad PVA vpudé. Toho lze

Vv soucasnosti docilit dvéma zptisoby.

1. Pfiprava smésnych filmd — principem je podpofit rozklad pfidavkem snadno rozlozitel-
nych latek pokud mozno z obnovitelnych zdroji ( Skrob, lignin, celuloza atd.). V této

oblasti byla publikovana cela tada praci, v kapitole 2 jsou n¢které studie podrobnéji
popsany.

2. Bioaugumentace — principem této metody je inokulace kontaminovaného prostfedi mi-
kroorganismy, které maji schopnost degradovat pfitomné polutanty. Informace o degra-
daci PVA timto zptisobem nejsou doposud dostupné, ale pomoci bioaugumentace byla
odstranéna cela fada xenobiotik. Naptiklad byla ptblikovana biodegradace polychloro-
vanych bifenyli po bioaugumentaci pudy Arthrobacter sp. B1B a Ralstonia eutrophus
H850, ¢i odstranéni 1,2,4-trichlorbenzenu po inokulaci pudy Pseudomonas sp. P51, dale
také odstranéni fenolu po bioaugumentaci pitdy Comamonas sp. RN7(R503) izolované-
ho z aktivovaného kalu a mnoho dalsich.[24] Kapitola 3 podrobnéji popisuje odstranéni

kontaminace nékterych polutantii vyuzitim bioaugumentace.
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2 BIOLOGICKY ROZKLAD PVA SMESI V PUDNIM PROSTREDI

Jako nejvhodnéjsi plniva pro pripravu smésnych filma na bazi PVA s potencidlem zvySeni
biologického rozkladu samotného polymeru lze vyuzit nékteré typy biopolymert. Jejich
pridavkem dochazi nejen ke sniZzeni ceny materialu, ale také v nékterych piipadech ke
zlepSeni technologicko-uzivatelskych vlastnosti a Vv idedlnim ptipadé i k zamysle-
né podpofte biologického rozkladu. Proto se biopolymery, jako je napiiklad celulosa, skrob,
chitin, zelatina nebo lignin staly sttedem zajmu pro piipravu smési s PVA. V nasledujicich
kapitolach je uvedeny stru¢ny piehled modifikaci PVA, pozornost je vénovana predevSim

studiu biorozkladu téchto smési v pidnim prostiedi.

2.1 Biodegradace PVA v pidé — vliv piirodnich organickych plniv

Corti a kol. [23] se zaméFili na rozklad PVA v pidnim prostedi s vyuzitim surovin z ob-
novitelnych zdroju a to Zelatiny, vylisované cukrové titiny a lignocelulozy. Z téchto mate-
rialt byly pripravené smési s PVA, pro potencionalni vyuziti jako zemé&délské mul¢ovaci
folie. Byla také zkoumana zavislost biologického rozkladu komerénich vzorku na stupni
hydrolyzy.

Pro respirometrické testy, které byly provadény za simulovanych pidnich podminek byl
autory pouzit PVA se stupném hydrolyzy 98, 88 a 72 %, odpadni Zelatina (OZ)
z farmaceutického prumyslu obsahujici glycerol a pigmenty, cukrova titina (CT). PVA
smesi na bazi filma byly pfipraveny valcovanim a néaslednym lisovanim pii teploté 170 —
180°C.

Respirometrické biodegradacni testy byly provedeny v 11 Erlenmayerovych bankach, které
obsahovaly vicevrstvy substrat s nasledujicim slozenim: dno obsahovalo 20 g perlitu,
stfedni vrstva byla naplnéna smési 20 g perlitu a 10 g lesni pidy a byla pokryta 20 g perli-
tu. Kazda vrstva byla smichdna s 20 ml destilované vody. Dané vzorky byly ulozeny ve
stiedni vrstvé. Rozsah biologického rozkladu (mineralizace) byl hodnocen z mnozstvi vy-
produkovaného CO; V testovaci bance odectené od slepého pokusu a byl vyjadien jako
procento teoretického mnozstvi CO».

V ptipadé PVA98/CT, kdy pomér obou latek byl 1:1 a inkubace probihala po dobu 157 dni
doslo k mineralizaci z 23,7 %. Béhem stejné doby mineralizace Cistého PVA byla 9,2 % a
cukrové titiny 34,3 %. Autofi uvadi mirné zvySeni biodegradace dané smési.

Smés PVA8S/OZ byla v pomérech PVA/OZ : 90/10, 80/20 a 20/80 hmotnostnich procent.

Smési s nejvétsim obsahem odpadni Zelatiny (OZ 80%) odpovidala hodnota mineralizace
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40,7 %, ovsem v ptipad¢ Cisté zelatiny prob&hla mineralizace z 82 %, u samotného PVA88
byla mineralizace jen 13,3 %. Po 45 dnech testu bylo zji§téno, Ze s rostoucim obsahem

PVA ve smési klesalo procento rozkladu.[23]

2.2 Biodegradace PVA v pudé — vliv kukuFi¢ného $krobu a lignocelulo-

zovych vlaken

Imam a kol. [25] studovali biologicky rozklad smési, které byly pfipraveny
z lignocelulozovych vlaken a PVA. Smési v podobé filma byly odlity z vodné suspenze
s nebo bez hexamethoxymethylmelaminem (HMMM), ktery plnil funkci sitovaciho ¢ini-
dla. Jako zmékcovadla byla pouzita mocovina a glycerol. Byl pfidan kukuti¢ny $krob ke
zvySeni obsahu obnovitelnych surovin a také pro snizeni celkovych nakladu. U takto pfi-
pravenych filma byla hodnocena jejich biologicka odbouratelnost v pidnim prostiedi po-
moci respirometrickych testt (respirometr Micro-Oximax).

Jako vstupni materialy byly pouzity PVA se stupném hydrolyzy 95,5 — 96,5 %, HMMM se
stupném methylace 97 %, kyselina citronova, glycerol, mocovina, lignocelulozova vlakna
(LV), coZ jsou zbytky ovocnych §tav po extrakci a kukufiény skrob (KS) s obsahem pii-
blizn€ 30 % amylasy a 70 % amylopektinu.

Byly ptipraveny smési PVA/KS , PVA/KS/HMMM, PVA/LV/KS, PVA/LV/KS/HMMM a
PVAJ/LV. Asi 500 mg kazdé smési v podobé filmu bylo roziezano na malé kousky a smi-
chano s 25 g kompostu v 250 ml reakénich bankach. Vyvoj CO; byl zaznamenavan kaz-
dych 6 hodin po dobu 55 dnti a vice.

Ze ziskanych vysledki byla zjisténa vétsi mineralizace u vzorku PVA/LV/KS ve srovnani
s PVA/LV/KS/HMMM, ktery obsahuje 8 % sitovaciho ¢inidla. Produkce CO, u smési
PVA/LV/KS byla mnohem vy3i, nez ve vzorku bez PVA coz naznacuje, Ze degradace
PVA byla stimulovana pfitomnosti LV a KS plniv ve smési. Mnozstvi CO, uvolnéného
z piisad (LV/KS, LV/KS/HMMM) piekrocil hodnotu odpovidajici 100% mineralizaci, to
znamena, ze Skrob spolu s dalSimi pfisadami jako je mocovina a glycerin snadno poskyt-
nou uhlik a dusik, které zlepsi mineraliza¢ni kapacitu pidy. Rozklad zesitovaného a neze-

sitovaného PV A zustal okolo 2 %. [25]
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2.3 Biodegradace v pudé - Smés PVA/chemicky modifikovany $§krob
(RS4)

V této studii byla zkoumana biodegradabilita smési PVA se stupném hydrolyzy 99 % s
chemicky upravenym Skrobem (RS4) a s kukufi¢nym $krobem (KS), jako aditiva zde byl
glycerol (G) a kyselina citronovéa (CK). Filmy byly pfipravovany michdnim a naslednym
odlévanim.

Test biodegradace v pud¢ byl proveden podle modifikovaného postupu Deviho a kol. [26].
Nadoby s piibliznou kapacitou 10 1 byly naplnéné zemédélskou pidou, filmy danych smési
byly nakrajeny na malé kousky a ulozeny v pid¢é do hloubky 10 cm, pida byla kropena
vodou v pravidelném casovém intervalu tak, aby vlhkost byla mezi 20 — 40 %. Degradace
vzorku byla stanovovana v pravidelnych casovych intervalech (15 dni) gravimetricky.
Ubytek hmotnosti vzorku v ase byl indikaci rychlosti degradace v padé. Test probihal 5
mé&sici.

U vSech filmi doslo k rychlé degradaci v prvnich 60 dnech, poté nasledovala pomala de-
gradace az do ukondeni testu. Smés PVA/KS/G byla degradovana na 42 % oviem u smési
PVA/KS/CK probéhl 60 % rozklad. U vzorku PVA/RS4/G probéhla 40 % degradace a u
PVA/RS4/CK 57 %. Samotné PVA prokdzalo vysokou odolnost vii¢i rozkladu v pldé,
bylo dosazeno pouze 18% degradace. [27]

2.4 Biodegradace v pidé — Smés PVA a vodni irasy

Rasy a moiské fasy byly pouzivany mnoho let v zemé&dglstvi jako hnojiva, pomocné ptidni
latky &i rostouci medium. Uginnost ,,zeleného hnojeni* byla prokazana hlavné kvili vyso-
ké koncentraci draselnych soli, ale také diky stopovym prvkiim a rastovym faktorim jako
je citokinin, betain nebo auxin. Rasy patii mezi obnovitelné zdroje moiského piivodu a

mohou byt vyuzity na vyrobu eko- kompozitd.[28]

Chiellini a kol. [28] vyuzili pro ptipravu smési s PVA vlakna zelené fasy Ulva armorica-
na. Na piipravu kompoziti byl pouzit PVA se stupném hydrolyzy 88%, zelené fasy Ulva
armoricana (U), kukufi¢ny $krob (KS) a glycerol (G). Filmy byly pfipravovany odlévanim

a naslednym odparovanim na Petriho miskach pti pokojové teploté.

Respirometricky test obsahoval z mensi ¢asti ptidu a z vétsi casti hygroskopicky hlinito-

kfemicitan (perlit). Valcova sklenéna nadoba o objemu 500ml obsahovala tfi vrstvy. Prvni
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vrstva byla slozena z 15 g perlitu s 45 ml vody, druhou vrstvu tvotilo 10 g pady, 5 g perli-
tu, 15 ml vody a 350 mg vzorku a tieti vrstva se skladala s 15 g perlitu a 45 ml vody. Vy-
produkovany CO; byl absorbovan do roztoku 0,05 N KOH, ktery se nasledné titroval 0,1 N
HCI.

Studie prokazala pozitivni vysledky u kompozitti s vysokym obsahem piirodnich plniv.
Film, ktery se skladal z PVA, Ulva armoricana, kukufi¢ného $krobu a glycerolu v poméru
hmotnostnich procent PVA 40 % : Ulva 20 %: $krob 20 %: glycerol 20 % byl mineralizo-
van z 50 % (coz odpovida obsahu snadno rozlozitelnych komponent). U samotné fasy do-
Slo k mineralizaci pies 80 %. Mineralizace probihala 150 dni.

V tomto vyzkumu byla zelend fasa oznacCena jako vhodné plnivo pro vyrobu kompozit
S PVA. Mechanické vlastnosti téchto kompozitl jsou ptiznivé pro vyrobu materiali a vy-

robki s vyuzitim v zemédélstvi.

2.5 Smés PVA s epoxidovymi oleji

Polymery z rostlinnych oleju jako je Inény olej, sojovy olej, ricinovy olej a dalsi predstavu-
ji ur¢itou ndhradu v petrochemickém priimyslu. Diky obsahu rtiznych smési triglycerida
mohou byt polymerizované a biologicky rozlozitelné v piirodnich podminkach.
Biodegradaci smési ricinového oleje (RO) a Inéného oleje (LO) s PVA v piidnim prostiedi
zkoumali Riaz a kol. [29], pro jejich mozné vyuZiti jako bio-obaly a zemé&délské folie.

Jako vychozi suroviny byly pouzity dehydratovany ricinovy olej (DRO) a Inény olej, PVA
se stupném hydrolyzy 98 %, kyselina octova, benzen, peroxid vodiku, diethyleter, kyselina
sirova (90%), acetanhydrid a N-methyl-2-pyrrolidon (NMP).

Smési epoxidovych oleji (RO/LO) sPVA byly smichany v hmotnostnich pomérech
DRO/LO:PVA, 80:20, 50:50, 20:80. Pfiprava probihala pomoci mikrovinné metody. Filmy
byly ptipraveny suSenim za okolnich podminek, po 15 dnech byly suseny ve vakuové su-
Sarn¢ pti 60 °C po dobu 72 hodin.

Biodegradace pivodnich polymert, smési, standardu a slepych vzorku byly stanoveny re-
spirometricky v simulovaném pudnim testu. Vzorek o hmotnosti 0,3g byl degradovan ve
smési zemédélské a lesni pudy s obsahem jemné frakce perlitu a vody. Dostate¢né vlhka
smésna puda (25g) se vzorkem byla dana do lahve mezi dvé vrstvy vlhkého perlitu. Produ-
kovany CO; byl absorbovan do roztoku 0,025 N BaOH a tento roztok byl dale titrovan
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0,05 N HCI. Skute¢na produkce CO; Vv kazdém vzorku byla ziskdna odectenim hodnoty
CO; slepého pokusu od hodnoty CO; ve vzorku. Experiment probihal 60 dni.

Biodegradace piivodni DRO a LO byla 50 % a 30 % za 60 dni. Rozdil v degradaci téchto
olejii je pravdépodobné zpiisoben poctem oxiranovych (epoxidovych) kruhti. Vyssi pocet
ethylenoxidovych kruhti u Inéného oleje brani mikrobidlni ¢innosti a snizuje rozsah biode-
gradace. Cisty PVA98 byl degradovan pouze 7 %. Smé&s DRO/PVA s pomérem 80:20,
50:50, 20:80 podlehly degradaci 41 %, 28 % a 15 % zatimco LO/PVA se stejnym pome-
rem latek degradovala 25 %, 18 % a 10 %. Tyto vysledky jasn¢ ukazuji, Ze rozsah biolo-
gického rozkladu zavisi na mnoZstvi epoxidové slozky ve smési. Studie také ukazala, ze
PVA s obsahem epoxidovych oleju je nachylnéjsi na biodegradaci pomoci ptudnich mikro-
organismil. Produkce CO; Vv prubéhu testu potvrdil mineralizaci DRO a LO diky padni
mikroflote.

Nejvyssi procento biologického rozkladu bylo dosazeno u smési DRO/PVA 80:20 a to 41
%. Dobré mechanické vlastnosti a stfedni biologicka rozloZitelnost ¢ini tuto smés vhodnym

materialem pro vyrobu balicich materialti a zemédélskych mulcovacich filmi.[29]

Z vySe uvedenych studii vyplyva, Ze dosazené procento biologického rozkladu smésnych
folii odpovidalo obsahu snadno rozlozitelnych komponent jako je Skrob, zelatina a jiné,
samotné PVA bylo degradovano minimalné. Proto se tento zplsob odstraiiovani PVA

Z pudniho prosttedi jevi jako neefektivni.
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3 BIOAUGUMENTACE

Bioaugumentaci se rozumi cilené obohaceni ptidniho prostedi selektovanymi bakteridlni-
mi kmeny v podobé¢ tzv.inokula s vysokou biodegrada¢ni aktivitou k pfitomnych polutan-
tim. Cilem je doplnit mikrobialni spole¢enstvo o zastupce schopné biodegradace daného
zneCisténi. Bioaugumentaci ¢asto doprovazi biostimulace. Podstatou biostimulace je zajis-
téni co mozna nejlepsich vnéjsich podminek napt. upravou pH, pfidavkem zivin atd., pro
zvySeni miry G¢innosti biologického rozkladu. [30] V nasledujicich kapitolach je uvedeno
nékolik studii, které se zabyvaly odstranénim kontaminace z piidy pomoci bioaugumenta-

ce.

3.1 Bioremediace puidy kontaminované pentachlorfenolem

Pentachlorfenol (PCP) je jednim s nejrozsifenéjSich ptipravki na ochranu dieva na svéte,
coz vedlo ke kontaminaci znacného mnoZzstvi piid. Je zndmo mnoho bakteridlnich kultur,
schopnych degradace PCP, jako napiiklad Flavobacterium sp. nebo Arthrobacter sp., které
se ale ani po letech nenachazeji v kontaminované pudé. Zde se bioaugumentace jevi jako

vhodna metoda na odstranéni PCP z pudniho prostiedi.[31]

Barbeau a kol. [31] se zam¢fili na odstranéni PCP z pudy s vyuzitim vy$e zminéné bioau-
gumentace. Studovali dva druhy pidy, které byly kontaminované PCP. Prvni pida byla
piscita a obsahovala 500 mg/kg PCP a byla znecistovana po dobu 10 let, druhy druh byla
spiSe prachovita hlina s obsahem 80 mg/kg PCP a kontaminovana 30 let. Druha pada byla
pouzita k produkci PCP-degradujicich bakterialnich spole¢enstev. Prvni ptida byla ¢isténa
pomoci bioaugumentace.

Pro inokulaci pudy zvolili autoii ndsledujici typy inokul - aktivovany kal, centrifugovany
aktivovany kal (40000t/10min) a aktivni piidni biomasu s obsahem PCP-degradujicich bak-
terii. Aktivni plidni biomasa byla ptipravena smichanim 125 I hliny (obsah 10 %) a kalu
v bioreaktoru s mechanickym michadlem a aera¢nim systémem. V prub¢hu tficeti dnt
vzrostlo mnoZstvi PCP-degradujicich mikroorganismii v bioreaktrou z 10° KTJ/g na 10°
KTJ/g ptdy.

Samotna bioaugumentace byla provedena ve 4 litrovych lahvich, které obsahovaly 2 kg
prvni piidy. Byly pouZity tfi formy inokula. Bioaugumentace byla studovéana v péti riiznych
prostiedich: puda s obsahem 13 ml aktivovaného kalu a 87 ml mineralniho média (MM),
puda s obsahem 7 g centrifugovaného kalu, ptida se 42 ml alkoholu s adaptovanou bioma-
sou a 58 ml MM, pida s obsahem 100 ml MM (neinokulovana) a ptida se 100 ml MM a 10
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g azidu sodného (neinokulovand). Po smichdni danych smési byly lahve uzavieny a inku-
bovany pii teploté 20°C bez pristupu svétla. Pro zajisténi homogenizace pudy a dobrého
ptenosu kysliku byl obsah v lahvich ruéné michan kazdé tfi dny.

Uginnost aktivniho ptdniho spoleenstvi byla testovana na prvnim druhu kontaminované
pudy, kterd neobsahovala zadné¢ mikroorganismy schopné odbouravat PCP. Koncentrace
PCP v inokulované pudé klesla ze 400 mg/kg na 5 mg/kg za 130 dni v zavislosti na typu
inokula, zatimco koncentrace PCP v neinokulované pudé¢ byla konstantni. Tudiz 98 % PCP
bylo v pudé degradovano za pouziti adaptovanych mikroorganismdl.

Z danych vysledk vyplyva, ze bioremediace pomoci biougumentace je vhodna pro od-

stranéni PCP z kontaminovanych pud.

3.2 Bioremediace pidy kontaminované uhlovodiky kombinaci biostimu-

lace a bioaugumentace pomoci vlaknité houby

Jandera-Lopez a kol. [32] se zabyvali odstranénim uhlovodikti ze zneci§téné prachovité
hliny, kterd obsahovala 40 % alifatickych uhlovodikt (AU) a 21 % polycyklickych aroma-
tickych uhlovodiki (PAU) s vyuzitim kombinované metody a to biostimulace a bioaugu-
mentace.

Autofi ve své praci postupovali nasledujicim zpisobem: byly odebrany dva druhy puady.
Puda 1 obsahovala 60,6 mg uhlovodiki na kilogram a pida 2 obsahovala 500 mg uhlovo-
dikti na kilogram. Kazdé ptida byla proseta pfes 2 mm sito, a homogenizovana. Pfed zacat-
kem experimentu byl v padach stanoven celkovy dusik, celkovy organicky uhlik, koncen-
trace fosforu, vodni kapacita, pH, mnoZstvi mikroorganismu a koncentrace uhlovodiki.

Z obou kontaminovanych pud byly vypéstovany bakterialni kmeny Rhizopus sp., Penicilli-
um funiculosum, Aspergillus sydowii, které byly pozdéji vyuzity jako inokulum.

V padé 1 probihala adaptace hub. Byla pfipravena smésnd pliida S obsahem 3 g cukrové
titiny a 10 g znecisténé pudy 1. Takto pfipravend smés byla sterilizovana. Dal§i smésna
puda, stejného sloZeni, byla zvlh¢ena zivnym médiem s obsahem mineralnich soli, dusiku
a fosforu z kontaminovanych zemin. V obou piipravenych smésich byl pomér C:N:P
100:10:1. Takto ptipravené smési byly dany do sterilnich vialek a naockovany 5 ml odpo-
vidajiciho inokula. Vialky byly inkubovany pfi teploté 28°C 7 dnt. Experimenty byly pfi-

praveny ttikrat vedle sebe ve sterilnich podminkach.
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Bioaugumentace byla provedena ve 40 g nesterilni zvlhéené pudy 2 zivnym médiem, ke
které bylo ptidano 13 g smésné adaptované pudy. Vialky s obsahem dané smési byly inku-
bovany pii teploté 28°C 35 dni.

Biostimulace byla provedena podle stejného postupu se dvéma zménami. Cukrova titina
byla sterilizovana a zvlhéena smésné piida nebyla naockovana.

Pfirodni houby jako Rhizopus sp., Penicillium funiculosum, Aspergillus sydowii izolované
ze silné znecisténych pad byly po adaptaci schopny ristu ve smésné pidé 1 s vysokym
obsahem AU, PAU a jinych uhlovodiki o vysoké molekulové hmotnosti. Bylo zjisténo, Ze
bioaugumentaci pomoci Rhizopus sp. bylo odstranéno 90 % AU a 70 % PAU, diky Asper-
gillus sydowii doslo k degradaci AU z 59 % a PAU z 51 % a P. funiculosum odstranil AU
z 84 % a PAU z 64 %. Odstranéni daného znecisténi bioaugumentaci se ukazalo jako velmi

ucinné. Biostimulaci bylo odstranéno jen 34 % PAU a 59 % AU.

3.3 Bioremediace pudy kontaminované ftalaty po bioaugumentaci adap-

tovanym aktivovanym kalem

Tato studie je zaméfena na odstranéni ¢ty esterit kyseliny ftalové (PAEs) a to dimethyl
ftalatu (DMP), diethyl ftalatu (DEP), di-n-butylftalatu (DBP) a di-n-oktylftalatu (DOP)
Z pudy obohacené adaptovanym kalem.

Kal z ¢istirny odpadnich vod byl adaptovan v prosttedi obsahujici ftalaty metodou diskon-
tinualniho provozu. V prub¢hu adaptace byla sledovana koncentrace PAES a biomasy.
Vysledky ukazaly, ze degradace PAES v ptid¢ s adaptovanym aktivovanym kalem souvisi
s délkou alkylovych fetézch. Ftalaty DMP a DEP byly velmi rychle degradovany s vice
nez 90% odstranénim za méné nez deset dnli. Oproti tomu DOP a DBP degradovaly poma-
lu. U DBP byla degradace okolo 10 % za tficet dni a u DOP méné nez 50 % za stejné ob-
dobi.[33]
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Z literarni studie vyplyva, ze biopolymery obsazené ve smésnych filmech na bazi PVA
vyznamn¢é nepodporuji biologicky rozklad samotného PVA v piidnim prosttedi. Vhodnou
metodou se tak jevi bioaugmentace, ktera byla pouzita napt. pfi odstranovani PCP, PAU
nebo ftalati z ptidniho prostiedi. K obohaceni pidy byly v téchto ptipadech pouzity jak
¢isté mikrobidlni kultury (PAU) [32] tak smésné mikrobidlni kultury v podob¢ aktivované-

ho kalu z ¢istiren odpadnich vod (PCP, ftalaty) [31,33].

Vzhledem k faktu, Ze informaci o postupech bioaugumentace ptid je nedostatek byla di-

plomova prace rozdélena na dvé ¢asti:

1. Optimalizace postupu inokulace pudniho prostedi aktivovanym kalem a optimalizace
testli stanoveni biologické rozlozitelnosti polymerd v pidnim prostiedi pomoci respi-

rometru BI-2000 (Bioscience corp. USA).

2. Samotné studium rozkladu PVA v pudnim prosttedi inokulovaném odpadni biomasou -
aktivovany kal a mycelium z vyroby antibiotik (Biotika a.s., Cubca, Slovensko). Tento
typ inokul byl zvolen piedevsim z ekonomického hlediska pro jejich nizkou cenu a re-
lativné snadnou dostupnost. Pficemz bylo v fad¢é praci prokazano, ze aktivovany kal
z ¢istiren odpadnich vod je schopny rozkladu PVA ve vodném prostfedi a je tak vhod-
ny pro bioaugumentaci pudy. K problematice vyuziti odpadniho mycelia z vyroby anti-
biotik nejsou dostupné informace nicméné kultura Penicillinum chrysogenum (obsaze-
na v mycéliu) byla vyuzita k rozkladu nékterych typli xenobiotik napt. fenolu ¢i nekte-

rych aromatickych sloucenin.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Testovany vzorek, pouzité materialy, chemikalie, roztoky a pristro-

jové vybaveni
Testovany vzorek

PVAp (Poval 205): stupen hydrolyzy 88 mol%, obsah acetatovych skupin 12 %, viskozita
4 % vodného roztoku pii teploté 20 °C: 5 mPa.s, CHSKc¢, je 1599,8 mg/g, praskova forma,

vyrobce Kuraray, Japonsko.

Materialy

Odpadni piliny z dubového dfeva o velikosti cca 5x5x1 mm.

AGROPERLIT (Perlit s.r.0., Senov u Nového Ji¢ina) je pomocna pudni latka, kterou vy-
robce popisuje jako expandovanou vulkanickou horninu. Obsah rizikovych prvka spliuje
zédkonem stanovené limity vV mg/kg suSiny: Cd 2; Pb 100; Hg 1; As 10; Cr 100; Cu 100;
Mo 5; Ni 50; Zn 300. VlIhkost max. 2 % a pH 6,0 - 7,5.

Chemikalie

Pfi laboratornich pokusech byly pouzity chemikalie ¢istoty p. a. od firmy Sigma-Aldrich
s.r.o a Penta, Fluka a.s.

chlorid draselny, kyselina syrova, dihydrogenfosfore¢nan draselny, siran amonny, hydro-
genfosforeCnan draselny dodekahydrat, chlorid vapenaty, hydrogenforsfore¢nan sodny
dodekahydrat, chlorid zelezity hexahydrat, siran hotfecnaty heptahydrat, kyselina borita,
molybdenan amonny tetrrahydrat, siran Zeleznaty heptahydrat, siran zine¢naty heptahydrat,
siran méd’naty pentahydrat, siran manganaty tetrahydrat, siran kobaltnaty heptahydrat, ky-

selina chlorovodikova, Soda lime (NaOH/CaO) s indikatorem.

Roztok biomédia

Na pfipravu standardniho mineralniho média (1 litr) byly pouzity zasobni roztoky, ptipra-

vené rozpousténim nasledujicich chemikalii v 1 litru destilované vody.

a) fosfatovy pufr pH=7,2
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b) 10g

8,29

KH,PO,4 — dihydrogenfosforec¢nan draselny

21,759 K2HPO4- 12 H,0 — hydrogenfosforecnan draselny dodekahydrat

44,79

c) 27,5

d) 0,259
e) 22,5¢
f) roztok stopovych prvki

0,75¢
0,05¢
0,18g
0,59
0,05¢
0,19
39

NayHPQO,- 12 H,0 — hydrogenfosforec¢nan sodny dodekahydrat
(NH4)2SO4 — siran amonny

CaCl; — chlorid vapenaty

FeCls- 6 H,0 — chlorid Zelezity hexahydrat

MgSO,- 7 H,O — siran hote¢naty heptahydrat

H3;BO; — kyselina borita

(NH4)sM07024° 4 H,0 — molybdenan amonny tetrahydrat
C0S04 7 H,0 — siran kobaltnaty heptahydrat

MnSQO,- 4 H,0 — siran manganaty tetrahydrat

CuSOg- 5 H,0 — siran méd’naty pentahydrat

ZnSQ4- 7 H,0 — siran zine¢naty heptahydrat

FeSO,4- 7 H,O — siran zeleznaty heptahydrat

Priprava biomédia:

Do odmérné baiiky o objemu 1 litr bylo nadavkovano 800 ml destilované vody a po 1 ml

zasobnich roztoku c), d), e), f). Déle bylo piidano 5 ml roztoku b) a 20 ml zasobniho roz-

toku a). VSe bylo promichano a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Pristrojové vybaveni

Elektrochemicky respirometr B1-2000, Bioscience corp., USA

Analyzator celkového organického uhliku TOC-5000 A, Shimadzu corp. Japonsko
Centrifuga MPW - 340, Warszawa a centrifuga Hettich Rotanta 460R, UK
Susarna Memmert model 100, SRN

pH-metr Inolab pH/ION 735 s pH elektrodou SenTic 81

Analytické vahy Sartorius

Bézné laboratorni sklo a vybaveni


http://www.hettichcentrifuge.co.uk/rotanta460r.html
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5.2 Biologicky material
Aktivovany kal

Aktivovany kal z méstské Cistirny odpadnich vod v Malenovicich byl po dodani zbaven

hrubych necistot filtraci ptes sito, 3x dekatovan pitnou vodou a provzdusnovan 24 hodin.

Adaptovany aktivovany kal

Pted zahajenim adaptace byl aktivovany kal nejprve centrifugovan pii 300 ot/min po dobu
10 minut a po odliti supernatantu byla biomasa suspendovana v mineralnim médiu tak, aby
susina kalu byla 5 g/l. K takto ptipravenému kalu bylo ptidano cca 0,5 g PVA, vSe se pro-
michalo a bylo dano do fermentorou ptipojeného na Cerpadlo, aby bylo zajisténo kontinu-
alni provzdusnovani. Adaptace probihala 3 tydny (TOC < 20 mg/l), po této dob¢ byl adap-
tovany kal znovu centrifugovan a suspendovan v biomédiu za stejnych podminek a bylo
opét pridano cca 0,5 g PVA. Po tydnu bylo veskeré PVA odstranéno mikroorganismy
(TOC < 20 mg/l) a adaptovany kal byl pouzit k bioaugumentaci. Celkovy obsah PVA-

degradujicich mikroorganismt v adaptovaném aktivovaném kalu byl 70-10* KTJ/g pidy.

Odpadni biomasa s vyroby antibiotik (Biotika a.s., Cub¢a, Slovensko)

Jedna se o mycélium obsahujici odpadni biomasu kmene Penicillium chrysogenum, zbytky
zivné pudy a zbytky vyprodukovaného penicilinu. SuSina mycelia je 21,86 % a hodnota
CHSK¢ = 1023 mg O,-g™. Procentuélni zastoupeni prvkil v mycéliu stanovené elementar-

ni analyzou: C = 42,45+0,34 %; H = 6,899+0,05 %; N = 7,879+0,05 %; S = 0,719+0,04 %.

Puda

o Zemédélska zemina

Jilova hnédozem (odbér Zadvetice, okr. Zlin, 2011), ktera byla zbavena hrubych necis-
tot (kofinky, zbytky zemédélskych rostlin), pfipadné tvrdé horniny prosetim pies sito
(velikost ok 5 mm). Vlhkost zemédélské zeminy byla primérné okolo 11,4 % a pHkc
bylo 7,005. Elementarni analyzou bylo v dané ptidé stanoveno procentudlni zastoupeni
prvka: : C = 2,2214+0,04 %; H = 0,5037+0,01 %. Celkovy pocet mikroorganismil
v zem&d&lské pids byl 22-10° KTJ/g a pocet aktinomycét byl 5,5-10° v 1 g zeminy.
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e Komer¢ni kompost

Zahradnicky kompost znadky Agro (Agro CS a.s., Ceska Skalice) s obsahem zkompos-
tovatelnych surovin rostlinného ptivodu, humusu a ptidavkem dolomitického vapence.
Vyrobcem je uvadén obsah rizikovych prvka v mg/kg susiny: Cd 2; Pb 100; As 20; Cr
100; Cu 150; Mo 20; Zn 600 a mnozstvi nerozlozitelnych ptimési max. 2 %. Labora-
tornimi analyzami pak byla zjisténa vlhkost kompostu cca 65,2 % a pHkci 6,902. Ele-
mentarni analyzou bylo stanoveno procentualni zastoupeni prvka: C = 20,398+0,74 %;
H = 2,314+0,07 %; N = 1,116+0,05 %; S = 0,2294+0,02 %. Kvalitativni sloZeni ko-
mercniho kompostu, Sstanovené rentgenovou fluorescencni spektroskopii, je nasledujici
Ca> Al > K> Fe > Ti > Mn > Si. Celkovy pocet mikroorganismi v komerénim kom-

postu byl 53-10° KTJ/g a poet aktinomycét byl 4,5-10° v 1 g kompostu.

e Smésna puda

Smésna biologicky aktivni pida byla slozenda ze zeméd€lské zeminy a komercniho
kompostu v poméru 5:1 (1000 ml kompostu a 200 ml zeméd€lské zeminy). Vlhkost
smésné pudy byla cca 55 % a pHkci pudy bylo 6,766. Kvalitativni sloZeni smésné pi-
dy, stanovené rentgenovou fluorescencni spektroskopii, je nasledujici A1 > K > Fe > Ca
> Si > Ti > Mn. Celkovy po&et mikroorganismii ve smésné padé byl 173-10° KTJ/g a

pocet aktinomycét byl 4-10° v 1 g stanovované pudy.

5.3 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti PVA

5.3.1 Hodnoceni uplné biologické rozlozitelnosti PVA stanovenim biologické spotie-

by Kkysliku v uzavieném respirometru

Pro stanoveni uplného biologického rozkladu PVA v padnim prostfedi byl vyuzit uzavieny
elektrochemicky respirometr BI-2000 (Bioscience corp. USA). Piistroj je ur¢en pro sledo-
vani biologickych pochodii probihajicich v aerobnich podminkach na zakladé spotieby
kysliku [34].

Respirometr BI-2000 [34] je sloZen ze dvou reakénich moduli po 8 reak¢nich nadobach o
objemu 1 litr s elektrolytickymi celami, temperované vodni lazn¢ a regulatoru teploty. Re-
akéni modul obsahuje elektronicky hardware, ktery je dilezity na vyvijeni kysliku, na re-

gulaci teploty a na snimédni barometrického tlaku a teploty. Reakéni nadoby, elektrolytické
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cely a absorpéni zkumavky na KOH tvofi reaktor, ktery zabezpecuje vhodné podminky pro
experimenty. VSechny ¢asti reaktoru jsou vyrobeny z borosilikatového skla se zabrusy.
V priibéhu experimentu je kazda nadoba ponofena do vodni 1azné a propojena pomoci spo-

jovacich kabelii k prednimu panelu reakéniho modulu.

propojovaci kabel

clektrolyticks cela

absorpini zkumavka
na KOl

reakcni lahevw =

c-=-3 -
I -
konektor k reakinimu modulu -

Obr. 2. Reak¢ni nadoba respirometru BI-2000 [34]

Elektrolytické cely (Obr.3) se skladaji z hlavni ¢asti, tzv. téla cely, které se dale d€li na
vnitini a vnéjsi ¢ast. Cela je pomoci zabrusu napojena na absorpéni zkumavku, kde stej-
nym zpiisobem je horni ¢ast téla cely zavedena na vrchni ¢ast téla cely. Ta obsahuje tii
druhy elektrod a to kyslikovou, vodikovou a spinaci elektrodu. Ve vngjsi €asti cely je
umisténa spinaci i1 vodikové elektroda, zatimco kyslikové elektroda je vloZena do vnitini

Casti cely.[34]
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vrchni &dst cely l

vétraci otvor
"kyslikova" elektroda
vodikova elektroda L

spinaci elektroda

vétraci otwor

télo cely

Obr. 3. Elektrolyticka cela respirometru BI-2000 [34]

Princip meéreni

Mikroorganismy ptitomné v reak¢éni nadob¢ potiebuji k pfemeéné chemickych latek neusta-
1y prisun kysliku. Vyprodukovany oxid uhliCity je absorbovany v absorp¢nich zkumavkach
hydroxidem draselnym. Dojde tak k mirnému podtlaku, ktery zpisobi pokles hladiny elek-
trolytu ve vnéjsi Casti elektrolytické cely. Elektrolytem je zde 1N kyselina sirova. V oka-
mziku kdy hladina elektrolytu poklesne, dojde k preruseni kontaktu mezi spinaci elektro-
dou a elektrolytem. Tato reakce zptsobi aktivaci cely a mezi dvéma elektrodami ponofte-
nymi do elektrolytu zane prochazet elektricky proud.

Disociaci molekul kyseliny sirové v roztoku vzniknou kladné ionty vodiku a zaporné ionty
SO42. Kationty vodiku se pohybuji k zaporné elektrod¢, kde piijmou elektron a slouci se
do molekuly vodiku. Vodik je pak vypoustén do atmosféry prostfednictvim otvorl na sténé
cely. Anionty SO4% se pohybuji ke kladné elektrodg, které odevzdaji své piebyteéné elek-
trony a elektricky neutralni molekula ihned reaguje s vodou. Pii této reakci se uvoliuji
molekuly kysliku. Mnozstvi vyprodukovaného kysliku je iumérné elektrickému proudu
podle Faradayova zakona. Na zaporné elektrodé se tedy vyluéuje vodik a na kladné elek-
trodé kyslik. Pfitom v elektrolytu zlistava stejny pocet molekul kyseliny sirové, zatimco

molekul vody ubyva a dochazi ke zkoncentrovani kyseliny.

Po ustaleni tlaku uvniti cely zane hladina elektrolytu ve vné&jsi €asti cely stoupat, dojde
Kk preruseni elektrolytické reakce. Mnozstvi vyprodukovaného kysliku je vyjadieno v mg a

uloZeno v pocitaci.
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Podminky testu

Celkovy objem pudy v jednotlivych reakénich nadobéach byl 500 ml. Nejprve bylo ptidano
250 ml pudy, poté byl pridan testovany vzorek (cca 1g) a reakéni nadoba byla doplnéna
dalsimi 250 ml pady. Tento postup byl zvolen na zaklad¢ specifickych vlastnosti respiro-
metru a predchazejicich testl, provadénych Gencurovou [35], kde bylo za téchto podmi-
nek dosaZzeno uspokojivé reprodukovatelnosti. Kazda reak¢éni nadoba byla vlozena do vod-
ni 1azné s teplotou 25+1 °C. Po nasazeni vSech potiebnych ¢asti na reakéni nadobu byl
proveden test tésnosti a v posledni fazi byl spustén pokus. VSechny testy probihaly ve tmé.
Na zacatku a na konci testu byla vzdy stanovena susina pidy a pHkc pudy.

Substratova BSK byla vypoctena podle rovnice 1 a procento biologického rozkladu bylo
vypocéteno podle rovnice 2 nebo 3 podle typu vzorku [35].

BSK, —BSK
BSK; = s st 11/
m
Kde:
BSKG...... substratova biologické spotieba kysliku testovaného vzorku [mg.g™]
BSKL.... naméfena biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku v ¢ase t [ mg]

BSKsL... naméfena biologicka spotieba kysliku slepého pokusu v ¢ase t [mg]

m......... navazka testovaného vzorku do reaktoru [g]

Procento biologického rozkladu %rsk resp. %cuske vyjadiené jako pomér biologické spo-

tfeba kysliku ku teoretické resp. chemické spotiebé kysliku:

BSK
%TSK:?KS':LOO /2/

BSK, 100 13/

Yo,y m s
T CHSK,.,

Kde:
BSK......... substratova spotieba kysliku testovaného vzorku [mg.g™*]
TSK........ teoreticka spotieba kysliku testovaného vzorku vypogitana podle rce. 4 [mg.g™]

CHSKcy... chemicka spotieba kysliku testované latky [mg.g™]
Teoreticka spotieba kysliku je dand rovnici podle normy CSN EN 1SO 9408 [36]:
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16.(2a + ;b — c)
TSK = 14/

Mr

Kde:
TSK... teoreticka spotieba kysliku v TSK [g.g™]

Ac...... pocet atomd uhliku

b....... pocet atomi vodiku

Covernnn pocet atomi kysliku

Mr..... relativni molekulova hmotnost latky [g.mol™]

5.3.2 Zahn — Wellensuyv test

Tato metoda se pouziva na sledovani biologického rozkladu latek ve vodnim aerobnim
prostiedi podle normy CSN EN 29888 [37]. V tomto piipadé se metoda pouzila na sledo-
vani rozkladu PVA za pfitomnosti kmene Penicillium chrysogenum, ve formé mycelia,
suspendovaného v biomédiu. Koncentrace mycelia v suspenzi byla 500 mg/l (vztazeno na
susinu). PVA bylo do suspenze (mycélium+mineralni médium) vpraveno ve formé¢ roztoku
tak, aby koncentrace v bioreaktoru byla 200 mg/l. Aparatura byla slozena ze tii dvoulitro-
vych délicek, které byly provzdusnované zespodu vzduchovymi Cerpadly. Byl zajistén pii-
sun kysliku i promichdvani suspenze. V prabéhu testu byly odebirany vzorky ke stanoveni

celkového uhliku (viz kapitola 5.5).
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Obr. 4. Aparatura pro sledovani biodegradace latek ve vodném aerobnim prostiedi [35]

5.4 Laboratorni analyzy a postupy
Stanoveni suSiny pady

Petriho miska vcetné vika byla vysuSena pifi 105°C nejméné po dobu 30 minut a nechana
vychladnout v exsikatoru nejméné 45 minut. Do takto vysusené a zvazené Petriho misky
ve. vicka bylo navazeno cca 5 g pidy s pfesnosti na 10 mg. Oteviené Petriho misky se
vzorkem byly umistény do suSarny vyhtaté na 105°C a suSeny v¢. vicka do konstantni
hmotnosti (cca 3 h). Po ukonéeni suseni byla vickem uzaviena Petriho miska vloZzena do
exsikatoru a po vychladnuti ( nejdiive po 45 min) byla zvdZena s pfesnosti na 10 mg. Sta-
noveni bylo provedeno tfikrat vedle sebe a suSina pidy byla vyjadiena rozdilem hmotnosti

Vv %.
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Stanoveni suSiny aktivovaného kalu

Stanoveni susiny bylo provadéno vakuovou filtraci 10 ml suspenze aktivovaného kalu na
piedem zvéazeny filtraéni papir (o plosné hmotnosti 85 g.m?). Potom byl filtragni papir Vysu-
Sen do konstantni hmotnosti pii teploté 105 °C a po vychladnuti v exikatoru zvazen na ana-
lytickych vahéach. Stanoveni bylo provedeno tfikrat vedle sebe a susina aktivovaného kalu

byla vyjadiena rozdilem hmotnosti v g.I™.

Stanoveni organicky vazaného uhliku

Na stanoveni celkového organického uhliku byl pouZit analyzator uhliku Shimandzu TOC
5000A. MnoZstvi celkového organického uhliku (TOC) je dané rozdilem celkového uhliku
(TC) a anorganického uhliku (IC). Princip stanoveni celkového uhliku je zalozeny na oxi-
daci veskerého uhliku ve vzorku ve spalovaci trubici s platinovym katalyzatorem pii 670
°C v proudu kysliku. Vznikly CO, je veden do NDR detektoru (Non-Disperse Infrared
Detector), kde signal vznikajici absorpci ptislusné vinové délky je registrovany jako plocha
piku piimo imérna koncentraci TC ve vzorku [38]. Pii stanoveni anorganického uhliku je
vzorek davkovan v proudu nosného plynu na inertni nosi¢ s kyselinou fosforecnou, kde
dojde k vytésnéni oxidu uhli¢itého. Vyhodnoceni signalu je totozné jako u stanoveni TC.

[39]

Stanoveni chemické spoti‘eby kysliku dichromanovou metodou CHSK ¢,

Metoda je zalozena na oxidaci organickych latek ptitomnych ve vzorku dichromanem dra-
selnym v pritomnosti kyseliny sirové pti dvouhodinovém varu. Oxidace je katalyzovéana
stiibrnymi ionty a probihd v nadbytku oxida¢niho ¢inidla. MnozZstvi spotfebovaného di-
chromanu draselného na oxidaci organickych latek se stanovi titraci odmérnym roztokem

siranu mamono zeleznatého na indikator ferroin [38].
Meéreni pH
Po kalibraci pH metru, znacky Inolab pH/ION 735, pomoci dvou tlumivych roztoki

s hodnotou pH niz$i a vyssi neZ je pH vzorku bylo za stdlého michani stanoveno pH vzor-

ku. Jako elektroda zde byla pouzita pH elektroda SenTix 81.
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Stanoveni pH piidy — vyménna piidni reakce pHkc;

Do Erlenmayerovy banky se navazi ptiblizn¢ 20 g pidniho vzorku, ptida se 50 ml roztoku
0,2M KCI a rozmicha se sklenénou tyCinkou. Za 2444 hodin se suspenze piefiltruje pres

fidky filtracni papir a zméti se hodnota pH [38].

Posouzeni biodegradability z hlediska sledovani abytku substratu — PVA

Princip zkousky spociva ve sledovani ibytku PVA z reakéni suspenze. PVA s trijodidem
Vv pfitomnosti kyseliny borité tvoii komplex modrého zbarveni, jehoz intenzita se méni
S koncentraci PVA. Této vlastnosti je mozné vyuzit pro spektrofotometrické stanoveni

PVA v koncentracich 0 az 20 mg.1™[40].

Postup

Do 50 ml odmérné banky byly nadavkovany 3 ml piefiltrovaného vzorku a doplnény do
poloviny cca 25 ml destilovanou vodou. Poté bylo ptidano 15 ml kyseliny borité (40 g.1™)
a 3 ml roztoku jodu (12,7 g.I'") s jodidem draselnym (25 g.1"") a dopInéno po rysku destilo-
vanou vodou. Po promichani byl vznikly roztok podroben spektrofotometrickému stanove-
ni pfi vlnové délce 658 nm. Koncentrace PVA byla vypoctena z rovnice regresni primky
kalibra¢ni zavislosti. Kalibra¢ni zavislost byla stanovena z kalibra¢nich standardi o kon-

centracich PVA 0 — 20 mg.I™.

Rentgenova fluorescen¢ni spektroskopie — charakteristika pady

Kwvalitativni chemické slozeni pud bylo stanoveno pomoci rentgenové fluorescencni spek-
trometrie (XRF analyza) na pfistroji X-Ray Fluorescence Spectrometer Eleatech. Pred
vlastnim stanovenim byl vzorek vysuSen za laboratorni teploty a pfeset pfes sito (velikost

ok 2 mm).

Elementarni analyza

Chemické sloZeni bylo stanoveno na pfistroji Hermo Elektron Corporation Flash EA 1112
Series v konfiguraci CHNS/O a zastoupeni stanovovanych prvkl je uvadéno v absolutnich
procentech vztazenych na navazku vzorku (2-3 mg). Obsah uhliku stanoveny EA
odpovida obsahu organicky vazaného uhliku ve vzorku. Pfed vlastnim stanovenim byl vzo-

rek pudy byl vysusen pii 105°C a preset pies sito (velikost ok 2 mm).
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Mikrobiologicky rozbor piudy

Mikrobiologicky rozbor byl proveden za ucelem stanoveni celkového poctu mikroorga-
nismi a aktinomycét v testované smésné pide¢ a ke stanoveni PVA degradujicich mikroor-
ganismu v adaptovaném aktivovaném kalu.
Zivna média:

e Mineralni agar (MA): 3,9 g zakladu, 2 mg kvasni¢ného autolyzatu a 0,3 ml sto-

povych prvkli na 200 ml destilované vody.

e Mineralni agar s PVA (MA-PVA): 3,9 g zékladu, 2 mg kvasni¢ného autolyzatu,
100 mg PVA a 0,3 ml stopovych prvki na 200 ml destilované vody.

e Agar pro pudni bakterie (APB): 7,8 g zékladu, 200 mg kvasni¢né¢ho autolyzatu,
200 mg tryptonu a 0,6 ml stopovych prvka na 400 ml destilované vody.

Zivna média byla po dobu 20 minut sterilizovana v tlakové nadobé a po vychladnuti rozlita

na Petriho misky.

Postup mikrobiologického rozboru

Byl navazen 1 g vzorku pudy a dan do 10 ml sterilniho vytfepavaciho roztoku. Po dobu 10
minut bylo se suspenzi tfepano a po 30 vtefinach bylo s takto upravenym vzorkem prove-
deno desetinné fedéni. Redéni vzorki bylo provedeno az do koncentrace 10° pomoci fady
zkumavek s obsahem 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku (8,5 g NaCl/ 1 vody). Na
Petriho misky s APB agarem byla o¢kovéana fedéni 10 a 10° a na Petriho misky s MA a
MA-PVA agarem byla ockovana fedéni 10 az 10°. Poté byla vSechna fedéni rozetfena
sterilni hokejkou. Kultivace probihala 9 dni pro APB agar a 21 dni pro MA a MA-PVA
agar pii teploté 25 °C a temnu. Odecet byl proveden u fedéni, kde byly kolonie dobie ode-
Citatelné. Odecet aktinomycét byl provadén mikroskopicky. Pocty mikroorganismii daného

fedéni byly prepocteny na KTJ/ g pidy (kalu).
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6 OPTIMALIZACE TESTU BIOLOGICKEHO ROZKLADU PVA
V PUDNIM PROSTREDI V RESPIROMETRU BI-2000

Cilem optimaliza¢nich testll bylo v prvni fazi zvolit vhodny typ pidy pro biodegradaci
PVA av druhé fazi vhodny postup inokulace dané pidy biomasou aktivovaného kalu.
Zaroven bylo nutné pfi praci s respirometrem BI-2000 zajistit tyto podminky:

1. Vysokou spotiebu kysliku, aby nedochédzelo k méfeni v ramci chyby a byly odstranény
atmosférické negativni vlivy (zména atmosférického tlaku a teploty). Protoze data jsou
sice korigovana na aktualni teplotu a tlak, ale cely nejsou v uzavieném a temperova-
ném prostoru a reaguji tak pomérné citlivé na okolni zmény.

2. Dobry piestup kysliku z plynné faze do pevné. Vrstva pudy by tedy méla byt co nejvice
prodys$na, aby piestup kysliku nebyl nijak omezen.

Postup ptipravy testii byl zvolen na zaklad€ vysledkli diplomové prace Gencurové [35].

Dévkovani pudy bylo provadéno objemové (viz kap. 5.3.1) a jako substrat byla pouzita

glukosa - dobie biologicky rozlozitelna latka, ktera byla do reaktoru davkovana metodou

piimé navazky — 2 g/lp" (aktualni obsah glukosy v reaktoru byl 1 g). Byla tak zajisténa dob-
rd manipulace se vzorkem a vyborna reprodukovatelnost dat. Pfed a po kazdém testu byla

meéfena susina a pHkc ptidy s obsahem testovaného vorku i slepych pokust.

6.1 Volba vhodného typu pudy pro biodegradaci PVA

Ukolem biodegrada¢niho testu bylo zvolit vhodnou ptdu tak, aby jeji vlhkost byla cca 50
% a aby dana pada nejlépe simulovala redlné¢ podminky. Jelikoz cilem této prace je podpo-
tit rozklad PV A po jeho pouziti v zeméd¢lstvi, tak by vybrana ptida méla odpovidat svym
slozenim zemédélskym pudam. K dispozici byla zemédélska zemina jilovitého typu
s vlhkosti cca 15,04 %. Pti pokusech zvysit vlhkost u zem&délské zeminy bylo zjiSténo, Ze
schopnost této pidy zadrzovat vodu je minimalni. Pfi vy$§im obsahu vody dochazelo k
tvorbé velkych shlukil a piida se stdvala bahnitd. Nebylo zde tedy mozné dosdhnout poza-
dované vlhkosti. Zaroven dochazelo v reaktoru k tvorbé neprody$nych ptidnich aglomeratt

a nebyl tak zajiStén dobry prestup kysliku z plynné faze do pevné. Z tohoto divodu byla

" hmotnost vztazena na 1 litr pidy — 1,
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navrzena druha alternativni varianta tj. pfipravit smésnou pidu s vybranou komer¢ni zemi-
nou. Na trhu je mozné vybrat si z n€kolika desitek typt zahradnickych substratt napiiklad
pro bylinky a kofeni, okrasné dieviny, pro sttedomoiské rostliny a dalsi, nebo také z fady
komerénich kompostti. Nékteré z téchto dostupnych substratii a kompostti ovSem obsahuji
syntetické hnojiva, maji zménéné pH ¢i snizeny nebo zvySeny obsah zivin a stopovych
prvkl. Pro nase experimenty bylo potieba zvolit takovou komer¢ni pidu, ktera nebude
obsahovat zminéné ptidavné latky. Byl tedy vybran univerzalni zahradnicky kompost
s vlhkosti cca 61 % (viz kap. 5.2), v praci oznaceny jako komeréni kompost. Mikrobiolo-
gické testy potvrdily dostate€né oziveni kompostu viz tab. 2. a pfi studiu biologického roz-
kladu glukosy bylo dosazeno 60 % rozkladu - obr. 7.

Pro navrh vhodného poméru mezi komerénim kompostem a zemédélskou zeminou byla
provedena série vsadkovych testll s riiznym pomérem jednotlivych ptid. Hodnoticim krité-
riem byla v prvni fazi vlhkost pidy a misitelnost (tvorba padnich aglomeratt). Jako nejop-
timalnéjsi byla vyhodnocena smés 1:5 (zeméd¢lska:komer¢ni). Byla tak ziskana puda
s vlhkosti okolo 50 %, ktera byla ptipravena smichanim 1000 ml kompostu a 200 ml ze-
médeélské zeminy. V takto pfipravené pudé a v samotném zahradnickém kompostu byl tes-
tovan rozklad glukosy obr. 5 a 6. Experiment probihal po dobu 15 dni. U obou testovanych
pud doslo k 60 % rozkladu glukosy. Z obr. 7, ktery znazoriiuje porovnani prub¢hu rozkla-
du glukosy v ptudach vyplyva, Ze ve smésné pud¢ probihala biodegradace glukosy lépe nez
v zahradnickém kompostu. Potvrzuje to i mikrobiologicky rozbor, kdy smésna pada je nej-
vice mikrobialné ozivena (tab.2). Ze ziskanych vysledku byla pro vSechny dalsi experi-

menty zvolena smésna puda v poméru 5:1.

Tab. 2. Celkové pocty piidnich mikroorganismii a aktinomycét v puddch

. Celkovy pocet pudnich mi- Pocty aktinomycét v 1
Typ pudy I . .
kroorganismii [KTJ/g ptdy] g pudy
Zem&dglska zemina 22 - 10° 4,5-10°
Komer¢ni kompost 53 - 10° 5,5-10°
Smésna piida 173 - 10° 4-10°
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Obr. 5. Prub¢h biologického rozkladu glukosy v komerénim kompostu
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Obr. 6. Prub¢h biologického rozkladu glukosy ve smésné pudé
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Obr. 7. Srovnani prab&hu biologického rozkladu glukosy v obou typech pudy vyjadieny
jako BSK/TSK (+ smérodatna odchylka)

6.2 Volba vhodného média pro pripravu zasobniho roztoku PVA

V piipadé¢ PVA, ktery je silné hydroskopicky, nelze pii ptipravé testu postupovat metodou
piimé navazky zkousené latky do reaktoru. Dochdzelo by k tvorbé aglomerati PVA
s pudou a data by tak byla nereprodukovatelna. Bylo nutno tedy piistoupit k davkovani
substratu v roztoku. V pievazné vét$iné norem zabyvajicich se biologickym rozkladem
organickych latek je uvedena ptiprava roztoku zkousené latky v biomédiu. Rozhodujicim
kritériem pro experiment vSak byly vysledky diplomové prace Nedbalka [41], ktery se za-
byval vlivem minerdlnich soli na biodegradaci PVA. Ve své praci uvedl, Ze ptitomnost
nékterych minerdlnich soli, konkrétné fosfore¢nanli, mize inhibovat ¢innost nékterych
PVA — degradujicich mikroorganismi. Vzhledem k této skutecnosti bylo zdmérem préce
pouZit roztok zkouSené latky pfipraveny z destilované vody. Tuto formu pifipravy roztoku
pripousti i norma CSN EN ISO 7827 [42]. Nicméné, destilovana voda neni vhodna pro
ptipravu roztokl studovanych latek a proto bylo nejprve nutné posoudit, zda-1i je to viibec
mozne.

Vliv pridavku destilované vody na pidni mikrofléru byl testovan na biodegradaci glukosy

ve smésné pude. Pred testem bylo nutné zjistit jaké mnozstvi vody/biomédia je mozZné
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davkovat na 11 smésné pidy, aby nedochazelo k tvorbé plidnich aglomeratt. Byly ptipra-
veny série Vzorklti smésné pudy a do kazdé byl naddvkovan rizny objem vody od 30 do 50
traci PVA (Spatna rozpustnost, vysoka viskozita roztokt). P¥i davkovani vys$sim jak 50 ml
doslo v pid¢ ke tvorbé shlukti a manipulace s piidou byla obtiznd. Po ptidani 30 ml ptida
nevykazovala zménu fyzikalnich vlastnosti a byla v ni stanovena vlhkost, ktera byla cca 50
%. S rostoucim davkovéanim destilované vody/biomédia se zhorSovaly fyzikalni vlastnosti
pudy. Zvolen byl tedy objem 30 ml na 1 1 smé&sné ptudy. Rozklad glukosy v pfitomnosti
biomédia a destilované vody ve smésné pad¢ probihal 12 dni.

Obr. 8 a 9 znazornuji priabéh biodegradace glukosy ve smésné pude s pridavkem destilova-
né vody nebo biomédia. U obou pfipadu byla glukosa rozlozena z 60 %. Ze sumarniho
grafu, ktery je znazornén na obr. 10 vyplyva, Ze prabéh biologického rozkladu glukosy je
vV obou piipadech identicky, tzn. Ze pti zvoleném davkovani nemé destilovana voda nega-
tivni vliv na pidni mikroorganismy. Vzhledem K této skutecnosti a vysledkim prace Ne-

dbalka [41] byla zvolena destilovana voda pro piipravu zasobniho roztoku PVA.
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Obr. 8. Pribéh biologického rozkladu glukosy ve smésné pidé s obsahem destilované vody
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Obr. 9. Prubéh biologického rozkladu glukosy ve smésné pidé s obsahem biomédia
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Obr. 10. Srovnani prib&hu biologického rozkladu glukosy po ptidavku biomédia nebo des-

tilované vody
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6.3 Inokulace pidy biomasou aktivovaného kalu

Ukolem tohoto respirometrického testu bylo uréit vhodné mnozstvi susiny aktivovaného
kalu pro inokulaci pidy. Biomasa aktivovaného kalu byla do pidy ptfidana metodou pfi-
mého ptidavku dvéma zplsoby. Prvni zplisob byl piidavek koncentrované suspenze akti-
vovaného kalu v biomédiu. Objem pridavaného roztoku byl 30 ml na 1 1 smé&sné pudy.
Puda byla rovnomérné rozprostfena a biomasa aktivovaného kalu byla rovnomérné pomoci
stfiCky nanesena do celé plochy, poté byla cela smés dukladné homogenizovana. Byla tes-
tovana suSina 2, 4 a 6 g aktivované¢ho kalu / 1 1 pidy. Slepym pokusem zde byla Cista
smésna puda bez pridavku kalu. Obr. 11, 12 a 13 znazoriuji prabéh BSK u testovanych

susin aktivovaného kalu.
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Obr. 11. Respirace smésné pudy inokulované aktivovanym kalem — 2 g AK/I,
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Obr. 12. Respirace smésné pudy inokulované aktivovanym kalem — 4 g AK/I,
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Obr. 13. Respirace smésné pudy inokulované aktivovanym kalem — 6 g AK/I,

Z obr. 11-13 je ale zfejmé, ze respirace u jednotlivych testti probihd témér stejné a az u

suSiny 6 0fl, lze zaznamenat nepatrné zvySeni hodnot BSK. Také manipulace
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s koncentrovanou suspenzi AK nebyla pfili§ uspokojivd. Bylo nemozné zajistit dobrou
homogenizaci a distribuci AK v celém obsahu inokulované pudy a dochazelo k tvorbé
pudnich aglomerati. Z téchto diivodi byl otestovan druhy zptisob ptimého ptidavku AK.
V tomto experimentu byl aktivovany kal pfidan do pidy ve formé Castecné odvodnéné
biomasy (centrifugace 3000 ot/min po dobu 10 min, susina biomasy 12,32 %). SuSina pii-
davané biomasy byla 2 g — 6 g susiny aktivovaného kalu na 1 1 pudy a 2 g glukosy na 1 litr
pudy. Experiment probihal po dobu 7 dnti a rozklad glukosy probéhl z 60 %. Ziskané vy-
sledky nemély uspokojivou reprodukovatelnost, taktéz dochazelo k tvorbé aglomeratt a
dobra homogenizace biomasy aktivovaného kalu do pudy nebyla proveditelna, z tohoto

divodu zde nejsou ziskana data prezentovana.

Od metody piimého ptidavku aktivovaného kalu do puady bylo tedy odstoupeno. Mnozstvi
biomasy také neni rozhodujici. VZdy bude zaleZet na kvalité samotného aktivovaného kalu
a mnozstvi PVA-degradujicich mikroorganismii. To vSe zavisi na sloZeni substratu
Vv odpadni vod€. Rozhodujicim kritériem je tudiZ manipulace s aktivovanym kalem pfi pfi-
prave testu, tedy technicka stranka realizace testu - schopnost dobré homogenizace bioma-
sy AK do pady a vyhovujici manipulace s biomasou. To Ize zajistit vybérem vhodného
nosice. V nasledujici kapitole jsou popsany experimenty s vyuzitim moznych nosicti pro

biomasu AK.

6.4 Volba vhodného nosic¢e pro biomasu aktivovaného kalu

Vzhledem k vysledkiim ptedeslého testu, ktery prokazal, ze davkovani biomasy AK piimo
do ptdy neni vhodné, bylo cilem tohoto experimentu zvolit vhodny nosi¢ pro biomasu AK.
Norma CSN EN 14046 [43] nabizi moznost vyuziti strukturniho materialu jako napf. malé
kousky dfeva nebo vyuziti téZce biologicky odbouratelného ¢i inertniho materidlu. Tyto
ptidavné latky mohou zabrénit slepovani a hrudkovaténi smésné pidy (tvorba jiz zminé-
nych aglomeratl) 1 po ptidani biomasy AK. V fadé publikaci byva vyuzivan také motsky
pisek, nicméné v predchazejicich diplomovych pracich probihajicich na UIOZP se ukézal
jako nevhodny, protoZe opét dochazelo k tvorbé hutnych, neprodys$nych aglomerat. Navr-
zeny a otestovany byly tak dfevéné piliny z dubového dieva, které mohou teoreticky pfi-
spivat k rozkladu PVA, jelikoz na jejich rozkladu se podili mikroorganismy produkujici
ligninolitické enzymy, které se mohou uplatiovat pii rozkladu samotného PVA. Jako dru-

hy nosi¢ byl navrzen perlit (inertni material).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

6.4.1 Vyuziti pilin, jako nosice pro biomasu AK

Jako prvni probéhl test s vyuzitim jiz zminénych dfevénych pilin (velikost cca 5x5x1 mm).
V prvnim kroku bylo nutné zvolit vhodny objem pilin na 1 1 smésné pudy tak, aby respira-
ce samotné pudy nebyla vyznamné ovlivnéna a byl zajistén dobry piestup kysliku z pevné
do plynné faze. Ve druhém kroku byl zvoleny objem pilin smichdn s biomasou AK, dav-

kovan do reaktort a byl sledovan rozklad glukosy v takto upravené pudé.

Piliny o objemu 150 a 250 ml byly smichany s 1 | pudy. Z vizualniho porovnani se nejlépe
jevil objem pilin 250 ml na 1 1 smésné ptudy. Poté byl vybrany objem pilin promyt destilo-
vanou vodou a vysusen v susarné pii teploté 80 °C. K takto ptipravenym pilinam bylo pfi-
dano 2,5 | suspenze AK o susiné 5,91 g/l. Bylo nechano 30 minut v klidu, aby doslo k
»sorpci aktivovaného kalu pilinami. Poté byla suspenze centrifugovana pti 3000 ot/min po
dobu 10 minut. Byl odlit supernatant a piliny s biomasou AK byly smichany s ptidou. Tak-
to pfipravena puida byla vlozena do reaktord a byla pfidana glukosa (2 g/lp). Srovnavacim
testem zde byla puda obsahujici samotné piliny, zpracované stejnym zptsobem jako

Vv piedeslém piipadé pouze bez AK (2,5 1 destilované vody). Test probihal po dobu 16 dni.

Obr. 14 a 15 popisuji prubéh biologického rozkladu glukosy v piidé obsahujici samotné

piliny a piliny smichané s aktivovanym kalem.
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Obr. 14. Pribéh biologické rozkladu glukosy ve smésné pude s obsahem 250 ml pilin/1 |

pudy
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Obr. 15. Pribéh biologické rozkladu glukosy ve smésné pudé s obsahem 250 ml pilin s
aktivovanym kalem /1 1 ptdy

Obr. 16 pak ukazuje porovnani prub&éhu biodegradace glukosy v pfitomnosti testovanych
latek. Z vysledkii vyplyva, ze rozklad glukosy v pfitomnosti pilin s biomasou AK v ptdé
probiha hife nez-1i degradace glukosy v pfitomnosti Cistych pilin v ptd¢€. V priabéhu testi
byly zaznamenany vysoké hodnoty BSK a to az cca 2000 mg u slepych pokust. Jedna se 0
znacné vysoké hodnoty a pfi sledovani biologického rozkladu Spatné rozlozitelnych latek
mezi které lze zafadit i PVA by mohlo dojit ke zkresleni vysledkt — rozklad samotného
PVA by mohl probihat na urovni slepych pokust. Z toho divodu byly piliny vyhodnoceny

jako nevhodné pro samotnou bioaugumentaci.
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Obr. 16. Porovnani prubéhu biodegradace glukosy v pudé za piitomnosti pilin a pilin obo-

hacenych aktivovanym kalem

6.4.2 Vyuziti perlitu, jako nosi¢e pro biomasu AK

Druhym testovanym nosi¢em byl inertni material perlit. Prvnim krokem pied samotnym
testem byla samotna piiprava perlitu. V druhém kroku byl perlit smichan s biomasou a
nasledné homogenizovan do pudy, pida byla dana do reaktort a byla ptidana glukosa (2
g/lp).

Ptiprava perlitu byla provedena podle prace Kratiny [38]. Pfed vlastnimi testy byl nejprve
perlit 3x promyt destilovanou vodou a vysuSen pii 105°C. 24 hodin pted testem byl takto
ptipraveny perlit smichan s destilovanou vodou v poméru 1:1 (245 g Cistého promytého a
suchého perlitu + 245 ml vody). S takto pfipravenym perlitem byla smichdna biomasa AK
(centrifugovana pfi 3000 ot/min) tak, aby obsah biomasy v reaktoru byl 6 g/lp. Poté byla
smés priddna do smésné pidy a dikladné homogenizovana. Puda byla déana do reaktorii a
nasledné byla pridana glukosa (2 g/ly). Jako srovnavaci test slouZil perlit smichany pouze

S destilovanou vodou bez AK. Pokus probihal po dobu 7 dni. Obr. 17 a 18 popisuji priibéh
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biologického rozkladu glukosy ve smésné pude v ptitomnosti Cistého perlitu a perlitu

S biomasou aktivovaného kalu.
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Obr. 17. Pribéh biologické rozkladu glukosy ve smésné pudé s obsahem perlitu
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Obr. 18. Pribeh biologické rozkladu glukosy ve smésné pude s obsahem perlitu a aktivo-

vaného kalu
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Z Obr. 19, ktery popisuje srovnani priab&hti biodegradace glukosy v pfitomnosti samotného

perlitu a perlitu s AK vyplyva, Ze perlit je vhodny jako inertniho nosi¢ pro biomasu AK.
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Obr. 19. Srovnani prabéht degradace glukosy ve smésné padé s obsahem perlitu a perlitu

s aktivovanym kalem

Na zéaklad¢ vysledkti uvedenych v piedchazejicich kapitolach byl zvolen nésledujici postup
bioaugumentace pudy aktivovanym kalem:

e smeésna puda

e piiprava roztoku zkousené latky v destilované vodé

e inertni nosi¢ — perlit

e zahus$ténd biomasa AK (centrifugovan pti 3000 ot/min po dobu 10 min)

Podrobnéjsi popis experimentt je uveden v nadchéazejici kapitole.
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7 ROZKLAD PVAV PUDE INOKULOVANE NA PVA
ADAPTOVANYM AKTIVOVANYM KALEM

Cilem celého experimentu bylo podpofit rozklad PVA v pidé pomoci bioaugumentace.
Jako inokulum byl pouzit na PVA adaptovany aktivovany kal (AAK) z Cistirny odpadnich
vod (kap. 5.2). Na zaklad¢ vysledki optimaliza¢nich testt, které jsou popsany v kapitole 6,
byl postup bioaugumetace nasledujici: Byla pfipravena smésna puda slozena ze zemédél-
ské zeminy a komeréniho kompostu v poméru 1:5. Déle byl den doptedu ptipraven perlit:
perlit byl promyt destilovanou vodou pro piipadné odstranéni necistot a vysusen pii 105
°C. Poté bylo navazeno 245 g perlitu a smichano s 245 ml vody (pomér voda:perlit = 1:1) a
ponechano v klidu 24h. Jako inokulum byl k dispozici na PVA adaptovany aktivovany kal
ve dvou fermentorech o celkovém objemu 5 1 (na konci adaptace byly hodnoty TOC < 20
mg/l a koncentrace PVA pod detekci spektrofotometrického stanoveni). AAK z prvniho 1
druhého fermentrou byl centrifugovan (30000t/min po dobu 10 minut) zvlast' a nasledné
byl odlit supernatant. Biomasa z fermentoru 1 (mrtvy kal) o susiné¢ 2,34 g/I byla sterilizo-
vana v autoklavu (30 minut pti 125°C) poté byla smichéna s 245 g ptipraveného perlitu a
nasledn¢ homgenizovana do piidy o objemu 3 kg. Takto nachystana pada slouzila pro stu-
dium rozkladu PVA v pudé¢ (vliv latek ptritomnych v biomase AK — bilkoviny, polysacha-
ridy, polyestery, kyselina deoxyribonukleova a ribonukleova atd.) Biomasa z fermentoru 2
(zivy kal) o susiné 2,37 g/l byla pouzita pro inokulaci piidy na PVA adaptovanym aktivo-
vanym kalem a byl studovan samotny rozklad PVA (ptiprava stejna jako v predchazejicim
piipad¢, ale bez sterilizace biomasy). Opét byla biomasa smichana s perlitem a homogeni-
zovana do pudy ve stejnych pomérech. Pocet PVA-degradujicich mikroorganismua v zivé
biomase AAK byl 70-10° KTJ/g AAK. Dale byl piipraven zasobni roztok PVA
v destilované vodé o koncentraci 66,7 g/l. Pfipravena puda s Zivou a mrtvou biomasou ak-
tivovaného kalu byla davkovana do bioreaktord po 500 ml. Po nadavkovani smésné piady
bylo dodano vzdy 15 ml roztoku PVA, aktualni koncentrace PVA v pudé byla 2 g/l, (max.
30 ml/l pidy), do vzorkl a do slepych pokusii byl ddvkovan stejny objem destilované vo-
dy. Vzorky i slepé pokusy byly ptipraveny 4x vedle sebe.

Obr. 20 znazoriuje prubéh biologického rozkladu PVA ve smésné pidé obsahujici mrtvou
biomasou AAK. Je zfejmé, Ze rozklad PVA v samotné smésné piidé obohacené pouze mrt-

vou biomasou adaptovaného aktivovaného kalu bez mikroorganismti schopnych rozkladu
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PVA, téméf neprobihal. Po 10 denni lagové fazi bylo sice zaznamenano malé procento
rozkladu (cca 5 %), ale s nejvétsi pravdépodobnosti se jednalo pouze o rozklad zbytkovych
acetatovych skupin. Naopak biologicky rozklad PVA ve smésné pud¢é obohacené Zivou
biomasou AAK probihal daleko 1épe — obr. 21. Z obr. 21 je evidentni, Ze rozklad zacal
témei okamzité (lagova faze < 24 h) a po 40 dnech trvani experimentu doslo k degradaci
PVA z 60 %. Na obr. 22 je pro nazornost uvedeno srovnani prub¢hu biodegradace PVA ve

smésné pude s mrtvou biomasou AAK a s Zivou biomasou AAK.
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Obr. 20. Pribéh biologického rozkladu PV A ve smésné pudé s mrtvou biomasou adapto-

vaného aktivovaného kalu
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Obr. 21. Pribéh biologického rozkladu PV A (ptidavek I) ve smésné ptd€ s Zivou bioma-

sou adaptovaného aktivovaného kalu
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Obr. 22. Srovnani pribéhu biologického rozkladu PVA (pfidavek I) ve smésné pudé

S Zivou a mrtvou biomasou adaptovaného aktivovaného kalu
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Ve 40 dnu experimentu, tj. 8 dnl po dosazeni max. biologického rozkladu prvniho ptidav-
ku PVA, byl do bioreaktorti s obsahem smésné ptuidy a zivé biomasy AAK ptidan druhy
pridavek PVA (15 ml roztoku PVA o koncentraci 66,7 mg/l tak, aby obsah PVA
Vv bioreaktrou byl 1 g) a do slepych pokust byla pfidana destilovana voda (zachovani stej-
nych podminek experimentu). Ugelem druhého piidavku PVA bylo zjistit, zdali si PVA-
degradujici mikroorganismy zanechavaji svou aktivitu i po prvnim rozkladu substratu. Obr.
23 znazornuje biologicky rozklad PVA po druhém ptidavku. V pribéhu testu bylo dosaze-
no behem 16 dni 52 % biologického rozkladu PV A a lagova faze byla 24 h. Je ziejmé, ze
degradacni aktivita PVA-degradujicich mikroorganismi pfetrvavad v pidé minimalné po
dobu 8 dnii od dosazeni maximalniho procenta rozkladu a jsou tedy schopné degradace i
po delsi dobé. Nicméné bude zapotiebi provést dalsi testy, které vysledky tohoto experi-

ment potvrdi.
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Obr. 23. Pribeh biologického rozkladu PVA (ptidavek IT) ve smésné pudé s zivou bioma-

sou adaptovaného aktivovaného kalu po opakovaném ptidavku
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Z obr. 24, ktery srovnava prub¢h biologického rozkladu PVA v pd¢ pti prvnim a druhém
pridavku PVA je evidentni, Ze mikrofléra nejen ze si udrzuje svou degradacni aktivitu v
pud¢, ale rozklad je i rychlejsi. Odpovida tomu strméjsi biodegradaéni kiivka pti druhém

ptidavku PVA oproti biologickému rozkladu pfi prvnim ptidavku PVA.
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Obr. 24. Porovnani prub&hu biologického rozkladu PVA ve smésné pudé s Zivou biomasou

adaptovaného aktivovaného kalu po prvnim a druhém piidavku PVA

V pribehu experimentu byly také odebirany vzorky ptdy 1 s perlitem pro mikrobiologické
rozbory, které slouzily jako dopliujici screeningové testy k samotnému respirometrickému
pokusu. Prvni mikrobiologicky rozbor byl provadén na zacatku testu pied pfidanim PVA.
Celkovy pocet ptidnich mikroorganismii ve smésné piid€ s obsahem Zivé biomasy adapto-
vaného aktivovaného kalu byl 74-10° KTJ/g a aktinomycét 4-10° v 1 g piidy. Ve smésné
pudé s obsahem mrtvé biomasy adaptovaného aktivovaného kalu byly poéty pudnich mi-
kroorganismii na za¢atku testu cca o polovinu mensi a to 39-10° KTJ/g, pocet aktinomycét
byl stejny (tab. 3). Inokulaci pudy zivym aktivovanym kalem tak dochazi podle o¢ekavani
ke zvySeni mikrobidlniho oZiveni samotné pudy. Dalsi vzorky plidy pro mikrobiologické
rozbory byly odebirany v priub&hu testu. Celkové pocty pudnich mikroorganismu a akti-

nomycét se v pribéhu experimentu vyrazn¢ nemenily viz tab. 3.
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Tab. 3. Celkovy pocet piidnich mikroorganismui, aktinomycét a PVA — degraduji-

cich mikroorganismui po 13, 32 a 40 dnech experimentu

v s . Celkovy pocet pudnich mikroorganismu Poéty aktinomy-
SloZeni pudy ' [Il()TJ/g pudy] i cét)\,/ lg pﬁd)sfl
0 DEN
SP+Z-AAK 74-10° 4-10°
SP+M-AAK 39-10° 4-10°
13 DEN
SP+Z-AAK 41-10° 2,5-10°
SP+M-AAK 28-10° 2-10°
SP+Z-AAK+PVA 27-10° 1-10°
SP+M-AAK+PVA 31-10° 2-10°
32 DEN
dosaZeno max. biologického rozkladu prvniho pridavku PVA
SP+Z-AAK 31,5-10° 6-10°
SP+M-AAK 26,5-10° 2-10°
SP+Z-AAK+PVA 29-10° 4,5-10°
SP+M-AAK+PVA 27,5-10° 2-10°
40 DEN
zahajeni experimentu — druhy pridavek PVA
SP+Z-AAK 27-10° 6:10°
SP+M-AAK 27,5-10° 2-10°
SP+Z-AAK+PVA 28,5-10° 4,5-10°
SP+M-AAK+PVA 30-10° 2-10°

SP — smésna pida, M-AAK — mrtvy adaptovany aktivovany kal, Z-AAK — Zivy adaptova-

ny aktivovany kal

Mikrobiologické stanoveni PV A-degradéru bylo provedeno na zacatku a konci biologické-
ho rozkladu prvniho ptfidavku PVA. K mikrobiologickému rozboru byly vzorky ptidy ode-
brany bez perlitu (pro stanoveni PV A-degradér v samotné pudé). PVA-degradujici mi-
Kroorganismy byly odec¢itany na mineralnim agaru s pfidavkem PV A a jako srovnavaci
zivné médium slouzil samotny mineralni agar. Byly po¢itdny kolonie, které vyrostly na
mineralnim agaru s PVA, ale kter¢ se jiz nevyskytovaly na samotném mineralnim agaru.
Za potenciondlni PV A-degradujici mikroorganismy mohou byt oznaceny Zluté pigmentuyji-

ci kolonie, které na mineralnim agaru bez PV A nebyly zaznamenany (obr. 25).
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A FIN A

Obr. 25. Kolonie potencionalnich PV A-degradujicich mikroorganismi vypéstované na

mineralnim agaru s PVA (vlevo) ve srovnani s koloniemi na mineralnim agaru (vpravo)

V prvnim odbéru — ptda bez perlitu (zahajeni experimentu) kolonie PV A-degradujicich
mikroorganismli nebyly zaznamenany. Divodem pravdépodobné bylo to, ze vzorek byl
odebran bez inokulovaného perlitu. Byla stanovovdna pouze smésna piida. Nicméné to
ukazuje skuteCnost, ze v pouzité smeésné pid¢ nejsou piitomni PV A-degradujici mikroor-
ganismy a po pridavku biomasy adaptované¢ho aktivovaného kalu, kterd byla nejprve smi-
Chana sperlitem a poté homogenizovdna do pudy, nedochazi podle ocekavani

k okamzitému rozsiteni PV A-degradujicich mikroorganismti do samotné smésné pudy.

V poslednim odbéru — ptida bez perlitu (ukonceni experimentu) bylo po 14 dnech kultivace
na Petriho miskach s mineralnim agarem s PVA, zaznamenano 61-10° KTJ/g Zluté pig-
mentujicich kolonii — eventudlni PVA-degradujici mikroorganismy. Na zaklad¢ téchto vy-
sledkii je mozné fici, ze PV A-degradéri, které obsahovala biomasa AAK, se v pribé¢hu
biologického rozkladu PVA uvolnily z perlitu do ptidy a pozvolna se rozsituji v padé¢, ktera

je jimi tak dostate¢né oZivena.

Nicméné bude nutné podrobnéjsi studium PV A-degradujicich mikroorganismt, které se
Vv pribéhu biologického rozkladu PVA v ptidé vyskytuji. Bylo by tedy vhodné respirome-
trické testy doplnit o testy z oblasti pokroc¢ilych technik molekularni biologie (PCR- poly-

merazova fetézova reakce).
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8 BIOLOGICKY ROZKLAD PVA ZA PRITOMNOSTI KMENE
PENICILLIUM CHRISOGENUM

Zamérem testu bylo podpofit rozklad PVA v pidé pomoci kmene Penicillium chrysoge-
num, ktery se vyskytuje v odpadnim mycéliu z vyroby antibiotik (informace o mycéliu
kap. 5.2). Vzhledem ke skute¢nosti, ze nejsou popsany studie rozkladu PVA pomoci tohoto
kmene bylo nejprve nutné zjistit, zdali je to viibec mozné. Zahajeno bylo tedy nejprve stu-
dium rozkladu PV A ve vodném aerobnim prostedi za pfitomnosti vyse zminéného mikro-
bialniho kmene. Pokusy byly realizovany pomoci Zahn-Wellensova testu. Jako prvni byla
zahajena adaptace a to nasledujicim postupem: byla pfipravena suspenze mycélia (500 mg/
vztazeno na suSinu) v biomédiu v délicce o objemu 2 1 s kontinualnim provzdusnovanim.
Do takto piipravené suspenze byl hned pfidan roztok PVA piipraveny v biomédiu, tak aby
vysledné koncentrace PVA v dé€licce byla 200 mg/1. Z d€licky byly v pravidelnych interva-
lech odebirany vzorky a byl sledovan tbytek TOC v mg/l. Po cca 2 mési¢ni adaptaci doslo
ke 100 % rozkladu PVA v suspenzi mycélia (TOC < 20 mg/l). Bylo tedy znovu ptidano
PVA v roztoku, aby koncentrace PVA v suspenzi byla opét 200 mg/1 a byl sledovan opa-
kovany rozklad PVA. Po dvou a ptl mésicich nebyl vSak zaznamenan opétovny rozklad
PVA - ani po 44 dnech nedoSlo k poklesu TOC. Duvodi mutze byt cela fada napf.:
v prub¢hu rozkladu PVA dochazi k tvorbé mirné toxickych meziprodukti snizujicich mi-
Krobialni aktivitu PVA-degradérii a nebo néktera latka obsazena v mycéliu (zbytkova kon-
centrace antibiotik) pisobi negativné na PV A-degradujici mikroorganismy. Pro podrobnéj-
$i studium biologického rozkladu PVA kmenem Penicillium chrysogenum byl ptipraven

rozsiteny Zahn-Wellenstv test.

Ptipraveny byly suspenze mycélia v biomédiu v délickach vySe popsanym postupem 3x
vedle sebe. Ve vSech délickach byla pred zahajenim samotného testu suspenze mycélia
zbytkovych organickych latek ptitomnych v mycéliu, popf. penicilinu [44]. Poté bylo do
dvou délicek piidano PVA stejnym zpiisobem jako pii prvni adaptaci a tfeti délicka slouzi-
la jako slepy pokus. Z délicek byly odebirany vzorky, byl zaznamenavan objem, ¢as a da-
tum odbéru. Prubéh rozkladu PVA v pfitomnosti kmene Penicillium chrysogenum
v zavislosti na ¢ase popisuje obr. 26. Po 25 dnech doslo k rozkladu PVA v suspenzi mycé-
lia. Opakovanym pokusem bylo potvrzeno, ze v mycéliu, pfi prvnim ptidavku PVA dojde

k jeho rozkladu. Tato skute¢nost naznacuje, ze kmen Penicillinum chrysogenum je schop-
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ny rozkladat PVA, nicméné pro vysloveni presnych zavéra je tieba provést dalsi respiro-

metrické testy.
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Obr. 26. Pribéh biologického rozkladu PV A v piitomnosti suspenze mycélia v biomédiu

Pokud by jejich vysledky potvrdily biologicky rozklad PVA za pfitomnosti kmene Peni-
cillium chrysogenum, stava se odpadni mycélium z vyroby antibiotik eventualni moznosti
pro podporu rozkladu PVA v ptdnim prostfedi. Nicméné je dilezité jeho dalsi studium a

podrobnéjsi popis jeho slozeni.
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ZAVER
Cilem diplomové préace bylo podpofit rozklad PVA v piidnim prostfedi pomoci bioagu-

mentace. Ke sledovani vSech biodegradac¢nich testl byl pouzit respirometr BI-2000 a hod-

noticim kritériem byl pomér BSK/TSK.

Diplomova prace byla rozd€lena na tii ¢asti. V prvni ¢asti byla provedena série optimali-
zacnich testli, v druhé byla realizovdna samotnd bioaugumentace pudy obsahujici PVA,
biomasou adaptovaného aktivovaného kalu a tfeti Cast se zabyvala rozkladem PVA

s vyuzitim kmene Penicillium chrysogenum.

Zamérem optimalizaénich testti bylo navrhnout vhodny postup inokulace pidy biomasou
aktivovaného kalu. Na zaklad¢ vysledkli experimentd byla pro studium biodegradace PVA
v padnim prostfedi zvolena v laboratofi pfipravena smésna pida slozena z komeréniho
kompostu a zemédélské zeminy v poméru 5:1. Jako inertni nosi¢ biomasy aktivované¢ho
kalu byl vybran perlit a to z divodl lepsi manipulace a homogenizace biomasy AK do
puidy. PVA byl davkovan ve formé roztoku v destilované vod¢, pro minimalizaci ptipad-

nych negativnich vlivli fosforenanti pfitomnych v mineralnim médiu [41].

Druhé ¢ast byla zaméfena na sledovani biologické degradace PVA v pud¢ inokulované
biomasou na PVA adaptovaného aktivovaného kalu. Rozklad PV A zacal témét okamzité —
lagova fadze byla mensi nez 24 hodin. Po 40 dnech trvani experimentu byl zaznamendn
rozklad PVA z 60 %, coz odpovida rozkladu snadno rozlozitelného substratu (60 %
BSK/TSK pro glukosu). Piiblizn¢ ve 40 dnu experimentu (dosazené platd) byl do reaktort
ptidan pfidavek PVA. I po pfidavku PVA doslo k jeho rozkladu (60 %). Je ziejmé, ze
PV A-degradujici mikroorganismy, které byly vneseny do ptidy, si udrzuji svou degradacni
aktivitu jesté minimalné po dobu 8 dni po dosazeni maximalniho rozkladu. Je ovSem nutné

ziskané vysledky déle potvrdit.

V posledni ¢asti diplomové praci byla vénovana pozornost odpadnimu myceliu z vyroby
antibiotik, které obsahovalo kmen Penicillium chrysogenum. Cilem bylo zjistit, zda je
mozné tento kmen vyuzit pro podporu rozkladu PVA v plidnim prostiedi. Zahajeno bylo
tedy nejprve studium rozkladu PVA ve vodném aerobnim prostiedi za ptitomnosti vysSe
zminéného mikrobidlniho kmene. Byly pfipraveny suspenze mycélia v biomédiu a byl pfi-
dan PVA. Byl sledovan ubytek TOC v zavislosti na ¢ase. Po 25 dnech doslo k rozkladu
PVA v suspenzi (TOC < 20 mg/l), nicméné po opakovaném piidavku PVA nedoslo k jeho
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rozkladu. Opét je nutné testy zopakovat a blize se vénovat tomuto kmeni. Je ovsem ziejmé,

ze moznost jeho vyuziti pii rozkladu PVA je redlna.
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