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ABSTRAKT

Diplomova préace ,,Osud polymerniho antioxidantu anoxomeru Vv Zivotnim prostfedi® se
zabyva biologickym rozkladem tohoto antioxidantu v jednotlivych sloZzkach Zivotniho pro-
stfedi. Nejprve explikuje osud xenobiotik v zivotnim prostiedi obecné, nasledné blize spe-
cifikuje zkoumany anoxomer a zaméfuje se pfimo na moznost jeho rozkladu. Stézejni cast
prace pojednava o biologickém rozkladu anoxomeru respiranimi metodami a soucasné
zjistuje, do jaké miry jeho pfitomnost ovliviiuje mikroorganismy ve zkoumanych prostie-
dich, a to konkrétné v aktivovaném kalu, anaerobnim kalu, fi¢ni vodg, fi¢nim sedimentu a
pudeé. V zadném zminéném prostiedi vSak béhem testti nedoslo k biologickému rozkladu
anoxomeru. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze s jeho pouzivanim bude v danych prostiedich

dochézet k jeho akumulaci a tim i neustlému zvySovani jeho koncentrace v jednotlivych
slozkéach ZP.

Kli¢ova slova:

Anoxomer, biologicky rozklad, degradace, respirometrie, osud xenobiotik

ABSTRACT

The dissertation of the “Fate of Polymeric Antioxidant ANOXOMER in the Environment”
considers the biological dissolution of said antioxidant in selected parts of the environ-
ment. Firstly it is stated how the fate of xenobiotics is explicated in general, then is speci-
fied the studied anoxomer and is closely inspected during its dissolution. The main part of
this work considers the biological degradation of anoxomer by respiratory means and con-
sequently determines to what scale its presents affects the microorganisms in examined
environments, namely in activated sludge, anaerobic sludge, river water, river sediment
and soil. There we no occurrences of biological degradation of anoxomer during all trials.
Therefore it is very likely that its use will lead to its accumulation and thus constant in-

crease of its concentration in every part of the environment.

Key words:

Anoxomer, biodegradation, degradation, respirometry, fate of xenobiotics
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UvoD

Zivotni prostiedi je v disledku neustalého ristu a vyvoje populace stile vice zatézovano.
Moderni ¢lovék si jiz dnes jen tézko predstavi svilj zivot bez obrovského mnozstvi
produktti, které jej ulehcuji a obohacuji. VétSina lidi si vSak viibec neuvédomuje, zZe
piipravky, které kazdodenné pouzivaji, maji také skryté negativni dusledky.

., Rozvoj nasi spolecnosti s sebou tak prinesl sirokou skdalu chemickych sloucenin, které se
dostavaji také do Zivotniho prostredi, at' uz umysinou aplikaci, priumyslovym pouzivanim
¢i behem nehod pri zpracovani, doprave atd. U nékterych téchto latek dochdzi k akumulaci
V prostredi a mnohdy mohou byt transportoviany na dlouhé vzdalenosti, protoze je orga-
nismy odbouravaji jen s velkymi obtiZzemi. S timto faktem pak souvisi i skutecnost, zZe jsou
tyto latky také ukladany v téle organismii a ohrozuji je svou toxicitou** [1]. ,,Do této skupi-
ny patii jiZ fadu let nechvainé znamé DDT, dale napr. polychlorované bifenyly (PCB),
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a také celda rada organickych pesticidii* [2].
Mnozstvi environmentalnich polutantii se stale rozsiiuje, za poslednich par let je doplnily
také polybromované retardatory hoteni (BFRs), dale 1é¢iva a ¢im dal vét§i mnozstvi
piipravki péce o osobni hygienu (napt. Triklosan obsazeny v zubnich pastach). A€ se tyto
latky jiZ desitky let pouZivaji a vyskytuji v zivotnim prostiedi, jejich dopad na piirodu se
vsak do popiedi zajmu prekvapivé dostal teprve v nedavné dobg, a proto jsou navzdory své
letité pfitomnosti oznaCovany vyrazem ,,novy" environmentalni polutant. [2]

Vyznamnou skupinu vy$e zminénych novych environmentalnich polutanti ptedstavuji
synteticky vyrabéna potravinai'ska aditiva. Do této skupiny patii naptiklad: sladidla (sacha-
rin), barviva (tartrazin, indigotin, chinolinova zlut) a antioxidanty (Butylhydroxyanisol,
butylhydroxytoulen). [3] U vétsiny z nich jsou znamé veSkeré toxikologické studie, nicmé-
né informaci souvisejicich s ekotoxikologickymi studiemi a jejich osudem v ZP je dostup-
nych jen velmi malo. Jednim ze zastupcu této specifické skupiny je i tzv. Anoxomer, ktery
je pouzivan jako antioxidant, a je tak soucasti celé fady komerénich potravinovych oleju.
Z hlediska ochrany zivotniho prostfedi je dulezita skute¢nost, Ze po poZiti prochazi orga-
nismem beze zmény a je vyluovan stolici. Dostava se tak do splaskovych odpadnich vod
a nasledn& na COV, kde podle dostupnych informaci pravdépodobné nebude podléhat bio-
logickému rozkladu.

Cilem této préce je studium biologického rozkladu anoxomeru v prabéhu cistirenského

procesu a Vv jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi.
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1 OSUD XENOBIOTIK V ZIVOTNIM PROSTREDI

Xenobiotika (z fectiny xenos = cizi, bios = Zivot) jsou chemicky syntetizované slouceniny,
které jsou pro biosféru cizi [4] ,,K témto cizorodym latkam patii priimyslové vyrabéné
chemické slouceniny (napr. DDT a PCBs), léciva, konzervacni a stabilizacni prisady do
potravin, priumyslové chemikdalie, slozky kosmetickych pripravki, syntetickd hnojiva, pesti-
cidy, saponaty aj.* [5].

Tyto antropogenni latky jsou rozptyleny do vSech slozek zivotniho prostiedi a jsou v mno-
ha ptipadech vysoce odolné vici fyzikalné-chemickym a biodegradacnim pochodtim, mo-
hou tak pfetrvavat v pfirodé mésice az roky. | kdyZ z definice xenobiotik vyplyva, Ze se
jednd o latky, které jsou pro biosféru cizi, primarné z toho nevyplyvé, Ze se jedna o toxické
slou¢eniny. Vétsina xenobiotik ma v8ak na Zivé organismy negativni vliv (estrogenni G¢in-
ky aj.). Typickymi znaky rezistentnich xenobiotik jsou napt. nizkd rozpustnost ve vodé
(ftalaty), ptitomnost specifickych skupin ve struktute jako napt. -O-R, -N=N- (azobarviva),
-NO; , -CF3, -SO3H, -F, -ClI, -Br. V neposledni fad¢é nelze opomenout také vysokou mole-

kulovou hmotnost, ktera je typicka pro nejrozsifenéjsi xenobiotika - plasty. [4]

Mezi hlavni zdroje produkce xenobiotickych sloucenin patii:

- farmaceuticky a chemicky pramysl (ktery vyrdbi Sirokou Skalu syntetickych
latek)

- papirensky pramysl (napi. béleni papiru je hlavnim zdrojem vyroby syntetickych
organickych chlorovanych slouc¢enin v zivotnim prostfedi)

- hornictvi (zodpovédné za Sifeni tézkych kovii do biogeochemickych cykla)

- ropné latky (mohou byt nahodné vypusténé do ekosystému, kde nasledné tvoii rop-
ne skvrny)

- zemédélstvi (vypousténi obrovskych mnozstvi hnojiv, pesticida, do Zivotniho pro-
stfedi) [4]
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Pod pojmem osud (z anglického fate) chemické latky si lze piedstavit vstup této latky do
Zivotniho prostiedi a jeji nasledny transport do dalsich slozek Zivotniho prostiedi (pedosfé-
ra, hydrosféra, atmosféra). V jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi poté miize dochazet

k transformaci téchto latek, ktera je doprovazena chemickymi, fotochemickymi, bioche-

mickymi nebo termickymi reakcemi, viz obrazek 1.[6]

- Adsorpee povrchy Turbulentui . ,
ATMOSFEERA Piijem éastic Kondenzace na povrchu dif Stratosfera
Rozpouiténi Tékani z povrchu i - S
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Obr. 1 Transport a transformace xenobiotik mezi jednotlivymi slozkami ZP [6]

Osud xenobiotik je schematicky znazornén na obr. 2. To, zda-li latka bude, ¢i nebude
v daném prostfedi setrvavat (doba, forma), zavisi pfedev§sim na jejich fyzikalné-
chemickych vlastnostech, jako je molekulova hmotnost, rozpustnost ve vodé ¢i v tucich,

polarita, reaktivita, adsorpce a dale vlastnostech daného prostiedi (pH, vlhkost), v némz se

tyto latky vyskytuji.
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Po vstupu xenobiotik do Zivotniho prosttedi nasleduji tfi moznosti jejich dalsiho vyvoje.

Jedna se o procesy, které ur¢i dalsi osud téchto latek, pficemz mohou nastat dvé moznosti:
a) chemicka latka bude podléhat ¢astecné degradaci (bioticka a abioticka pfeména)
b) chemicka latka nebude podléhat degrada¢nim pochodtim a zfistava v ZP beze zmény

Pti abiotické pfeméné dochazi bud’ k chemickym reakcim (v plidnim prostiedi a sedimen-
tech), nebo fotochemické pfeméené (v atmosféie a vodnim prosttedi). Takto vznikaji ,,upra-
vené* chemické slouceniny a Vv piipadé vysokomolekularnich latek depolymerizované
slouceniny. Ty vSak findlné putuji do stejného prostiedi jako nepfeménéné xenobiotické

slouceniny.

NejvyznamnéjSim pochodem z hlediska Zivotniho prostiedi je bioticka (mikrobialni) pre-
ména. Pfi tomto typu pfemény dochazi k ¢asteéné degradaci, nebo ke kompletni degradaci
(mineralizace), mize ale také vznikat cela fada toxickych metabolitt, které jsou vice toxic-
ké nez puvodni sloucenina (napt. biologicky rozklad nékterych esterti kyseliny ftalové).
V piipadé ¢astecné biodegradace opét dochazi ke stejnym meziproduktiim a vysledku jako
u abiotické pfemény, putuji tedy do tzv. ,koneéného* prostfedi (sedimenty, pida, povr-
chova a spodni voda, atmosféra). Jinak je tomu u kompletni respektive totalni degradace,
kdy jsou hlavnimi produkty pfemény xenobiotik v aecrobnim prostfedi oxid uhli¢ity, voda

a biomasa a v anaerobnim prostiedi methan, oxid uhli¢ity, vodik, amoniak a biomasa.
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Obr. 2 Osud xenobiotik v ZP [4]
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2 MOZNOSTI STUDIA BIOLOGICKEHO ROZKLADU
XENOBIOTIK V ZIVOTNIM PROSTREDI

Mezi nejcastéjsi metody, které se pouZivaji v testovani biologického rozkladu, patii zejmé-
na metody gravimetrické (v ptipadé ve vodé nerozpustnych sloucenin) a respirometrické
(stanoveni produkce CO,, resp. spotieby kysliku). Mimo tyto standardni postupy lze vyuZit
i specifickych metod, jako je napf. infradervena spektroskopie; cela fada technik z oblasti
molekularni biologie (PCR); elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS), ta umoziiu-
je stanovit i minimalni zmény vlastnosti studované latky (plastt) vystavené piisobeni mik-
roorganismi. Pii vybéru vhodné metody pro stanoveni biologického rozkladu xenobiotik
v daném prostiedi vzdy bude zilezet na fyzikalné-chemickych vlastnostech slouceniny.
EIS je napiiklad vhodna pro vodou nerozpustné materialy (plasty), ale jiz neni vhodna pro

studium rozkladu vodou rozpustnych pesticida.

2.1 Obecné o degradacnich procesech

Chemické latky mohou byt potencialnim zdrojem uhliku a energie pro heterotrofni mikro-
organismy v&etné bakterii a v nékolika ptipadech i plisni. RozloZitelnost chemickych latek
je velmi variabilni, a to od snadno rozloZitelnych aZ po makromolekuldrni latky odoIné

proti degradaci.

Za aerobnich podminek (pfi ptitomnosti O,) jsou aerobni heterotrofni mikroorganismy
vétsinou zodpoveédné za degradaci komplexnich sloucenin, takto se tvoti mikrobialni bio-
masa a CO,, H,O jsou kone¢né produkty. Naproti tomu za striktn¢ anaerobnich podminek
(za neptitomnosti Oy), jsou anaerobni mikroorganismy odpovédné za degradaci chemic-
kych latek a jejich produkty jsou mikrobiélni biomasa, CO,, CH, a H,O za methanogen-
nich podminek, nebo H,S, CO, a H,O za sulfidogenich podminek. Oboje vySe popsané
podminky se bézné¢ vyskytuji v Zivotnim prostfedi, ale aerobni podminky jsou schopné
podporovat vétsi populace mikroorganismi neZz podminky anaerobni. Mikrobialni asimila-
ce! vysokomolekularnich latek je omezena strukturou bunééné membrany a enzymy mik-
roorganismd hraji vyznamnou roli v depolymerizaci velkych polymernich molekul na

mensi celky. Témito celky jsou napi. oligomery, dimery a monomery, které mohou byt

! Asimilace — pfijimani a pfeména latek Zivym organizmem pro vystavbu jeho téla [8]
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vyuZity v SirSim rozsahu pro mikroorganismy, kde uhlik slouzi jako zdroj energie. Poca-
te¢ni proces, kdy dochazi k rozpadu polymert, se nazyva depolymerizace. Pokud jsou ko-
ne¢né produkty anorganického typu, napt. CO,, H,O nebo CH,, tak se tento proces degra-
dace nazyva mineralizace. Obecné plati pravidlo, Ze ¢im vice se polymerni struktury podo-

baji ptirodnim, tim snadnéji je pak mohou degradovat a mineralizovat mikroorganismy. [7]

Metitkem biodegradace organickych latek je pomér BSK/CHSKecr, nebo BSK/TSK (v pfi-
pade¢, Ze lze hodnotu TSK vypodcitat). Je-li pomér mensi nez hodnota 0,2 jedna se o latky
biologicky téZzce rozlozitelné. Pokud je pomér roven nebo vétsi nez hodnota 0,5 znadi to
velmi dobrou biologickou rozloZitelnost latek. Pohybuje-1i se pomér mezi hodnotami 0,2

az 0,5 jedna se o latky biologicky stiedné rozlozitelné. [9]

Mezi dal3i vyznamné stanoveni organickych latek patii stanoveni celkového organického
uhliku (TOC). Jak stanoveni CHSK, tak i TOC jsou metody zaloZené na termické a kataly-
tické oxidaci organicky vazaného uhliku az na CO-, ktery se stanovuje analyticky nejbé&z-
né&ji analyzou v IC oblasti. Vyhodou TOC oproti CHSK je, Ze se pii termickém zptisobu
oxiduji viechny organické latky. Dojde tedy ke stanoveni organicke latky bez ohledu na to,

zda u ni dochazi ¢i nedochazi k biologickému rozkladu. [10]

2.2 Metody biologického rozkladu

Predmétem diplomové prace je studium biologického rozkladu anoxomeru, ktery patii do
skupiny polymernich latek s molekulovou hmotnosti 4000 daltont, coz jej fadi mezi laky
s vysokou molekulovou hmotnosti. Z toho diivodu se pro stanoveni biologického rozkladu

anoxomeru jevi jako nejvhodnéjsi nize popsané metody.

2.2.1 Respirometrické testy

Respirometricke testy jsou velmi efektivni. Sleduji bud’ vyprodukovany CO; nebo spotie-
bovany O, v uzavieném systému s fadnou udrzbou nebo regulaci vzduchu ¢i dodavanim
kysliku. Tato technika je vhodna zejména pro potvrzeni rozsahu mineralizace. Respiromet-
rické testy lze vyuzit pti simulaci celé fady ptirodnich podminek a na specifické nebo
smésné kultury mikroorganismil, napf. aerobni, anoxické i anaerobni podminky, studium
rozkladu v ti¢nich vodach, sedimentech ¢i skladkovych vodach, studium rozkladu za pii-

tomnosti ¢istych mikrobialnich kultur specifickych typtd mikroorganismu atd. [7]
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Byla vyvinuta cela fada metod a postupit (CSN, ASTM, DIN aj.) uréenych k testovani bio-
degradace polymernich latek v simulovanych podminkach pro Zivotni prostiedi a jejich
pusobeni na konkrétni mikroorganismy. Tyto metody a postupy jsou popsané do detailt
v zavislosti na konkrétnich zkuSebnich podminkéch a experimentélnich nastavenich. Vy-
Zaduji bud'to specifické druhy mikroorganismu, nebo specifické prostredi, ve kterém je
material rozkladan (napt. zralé komposty nebo aktivované kaly z ¢istiren komunélnich

odpadnich vod).

Kupfikladu metoda oznacend jako ASTM D35988 nam uréuje Stupeit a rychlost aerobni
biologické rozloZitelnosti materialu v pudnim prostiedi - za jakou dobu a do jaké miry jsou
tyto materidly mineralizovany ptadnimi mikroorganismy. Vysledky téchto zkuSebnich me-
tod ndm umoziuji odhadnout stupen biologické rozloZitelnosti za urcité casové obdobi.
Tyto zkuSebni metody urcuji stupen aerobni biodegradace za pomoci méfeni nartstajiciho
oxidu uhli¢itého v zavislosti na Case, po ktery je material umistén v pidnim prostredi.
K hodnoceni biologické rozloZitelnosti plasti v prostredi se jako inokulum pouziva puda.
Puda musi byt v pribéhu celého experimentu udrzovana s ohledem na jeji vihkost a do-

stupnost kysliku. [11]

Dal$im ptikladem miize byt CSN EN ISO 7827 - Hodnoceni GpIné aerobni biologické roz-
lozitelnosti organickych latek ve vodnim prosttedi (Metoda stanoveni rozpusténého orga-
nického uhliku). Tato norma specifikuje metodu hodnoceni GpIné biologické rozloZitelnos-
ti organickych latek pti dané koncentraci aerobnimi mikroorganismy. Zkusebni podminky
popsané V této normé& neodpovidaji vzdy optimalnim podminkam, které by umoziovaly

dosazeni maximalniho stupné biologického rozkladu.
Metoda je aplikovatelna pro organickeé latky, které

a) jsou rozpustné v koncentracich odpovidajicim podminkam zkousky (DOC
od 10mg/l az do 40mg/l);

b) jsou netékavé, nebo maji zanedbatelnou tenzi par za podminek zkousky

C) se nevyznamné adsorbuji na skle nebo aktivovaném kalu

d) nepisobi inhibi¢né na mikroorganismy v koncentracich zvolenych pro

zkousku

Podstatou zkouky je, Ze rozloZitelnost organickych latek se stanovi uZitim aerobnim orga-
nizmu Vv biologickém médiu. Organicka latka je jedinym zdrojem organického uhliku a

energie v médiu.
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Rozpustény organicky uhlik (DOC) se stanovi na pocatku zkousky (0. den) a na konci
zkousky (28. den a piipadné déle, pokud je zapotiebi) a nejméné jesté ve tfech dalsich pra-
videlnych meziGasech. Vypocéte se procento odstranéni DOC v téchto intervalech a na za-

kladé¢ téchto udaju se hodnoti biologicka rozloZitelnost zkousene latky. [12]

2.2.2 Gravimetrie

Gravimetrick4 metoda je nejrozsifenéjsi technikou s dlouhou historii iispéchu. Pro pouZiti
gravimetrické metody je dulezité, aby polymerni latky spliiovaly nékolik zakladnich pod-
minek. Polymer by mél byt snadno tvarovatelny do neporudené fyzické formy a jednotlivé
vzorky by nemély byt citlivé na vihkost. Hlavnim cilem této metody je ziskat gravimetric-
ké informace o vystavenych vzorcich v riznych ¢asovych intervalech. Gravimetrie mize
byt také doplnéna studiem chemické charakterizace, a to véetné molekulové hmotnosti,
UV-VIS nebo FTIR spektroskopii. Gravimetrickd metoda je také vhodné pro posouzeni
miry povrchové kolonizace mikroorganismy a nésledné izolovani degradativnich mikroor-
ganismu. Naptiklad u vzorku acetatu celul6zy bylo zjisténo, ze nejvétsi podil na jeho roz-
kladu maji konkrétné¢ Aktinomycety a selektivni bakterie. Zejména byla izolovana pudni

bakterie Pseudomonas paucimobilis.

Mezi dal§i vyrazné vyhody této metody patii jednoduchost a Siroka ptizpusobivost. Za
nepiilis vyhodnou lze v3ak povaZovat potiebu vétsiho poétu vzork K uskuteénéni testu.
Ziskané udaje by dale mély byt interpretovany s opatrnosti, protoZe snizeni télesné hmot-
nosti materialu muze zahrnovat chemickou hydrolyzu nebo defragmentaci polymeru bé-
hem expozice, k ¢emuz dochazi zejména pii vyssich teplotach a vlhkosti. Pravé z téchto
divodi je vhodné aplikovat metodu na vice vzorcich, aby mohly byt vysledky pokusu do-

state¢n¢ signifikantni. [7]
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3 ANOXOMER

Anoxomer (Poly AO™-79 a v potravinaistvi zkratka E323) je polymerni antioxidant feno-
lového typu, ktery byl vyvinut v roce 1978. Jedna se o synteticky vyrabénou latku, ktera
vznika kondenzaéni polymeraci divynilbenzenu. Je produkovan ve formé sedobilého pras-
ku. Anoxomer je pouZivan jako aditivum do potravinovych oleji a tukd, jako antioxidant
s vysokym u¢inkem ochrany pted oxidaci oleju pii tepelném pouZiti. Pied oxidaci chrani

nejen tuky a oleje, ale i kone¢ny produkt smazeni.

Uvedenim této latky na trh vroce 1980 ptedchdzela cela tada studii, které slouzily ke
zhodnoceni biologické inertnosti tohoto produktu. Byly zde zahrnuty testy o vstiebani
a metabolickych pochodech u potkant, mysi, mor¢at a ¢lovéka. Jednalo se o subchronické
studie provadéné na potkanech (po 90 dni) a psech (1 rok), teratologie na kralicich a mno-
ho dalSich testli. Vysledky testovani bezpecnosti latky potvrdily pocatecni predpoklady

0 tom, Ze anoxomer nema toxické ucinky.

Od svych predchtidci se tak 1isi pfedevsim tim, Ze je nevstiebatelny pro lidsky organismus.
Nedochazi k jeho akumulaci a je z téla vyluéovan ve stejné formé, ve které byl ptijat. Do-
posud u né&j nebyly zjistény toxické ani nezadouci ucinky, a latka je proto povazovana za
zcela bezpednou. Z hlediska legislativy se anoxomer v CR nesmi pouzivat, paradoxem
vak je, Ze na rozdil od antioxidantll b&zn& pouzivanych v CR (butylhydroxytoulen, bu-
tylhydroxyanisol) je anoxomer pro ¢lovéka zcela neSkodny. V USA je pouZiti anoxomeru
povoleno. [13], [14]

CHy 0 [ o OiSH,

Obr. 3 Strukturni vzorec Anoxomeru [13]
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3.1 Vlastnosti Anoxomeru

Anoxomer je rozpustny v jedlych tucich, olejich i organickych rozpoustédlech. Nerozpou$-
ti se naopak ve vod¢, glycerinu a propylenglykolu. V tabulce I. je uvedena rozpustnost
anoxomeru v gramech ve 100 ml nasyceného roztoku konkrétniho organického rozpousté-

dla pfi teploté 25 °C.

Tab. 1. Rozpustnost Anoxomeru V riiznych rozpoustédlech

Rozpoutédio Rozpustnost pfi 25 °C
(9/100 ml)

Voda nerozpustny

Glycerin nerozpustny

Propylen glykol nerozpustny
Hexan 0,022
Ethanol >20
Diethyl Ether > 100
Chloroform >100
Dioxane >100
Tetrahydrofuran >100
Benzen >100
Aceton >100

Anoxomer je do oleju a tukl pfidavan po mirném zahiati a za neustalého michani. Antio-
xidant, ktery je takto smichan s olejem, nema zadnou barvu, chut’ ani zapach, a nenaruduje
tak standardni vlastnosti oleje. Pro anoxomer je typicka vysoka tepelna stabilita viz obr. 4,
ktery znazoriuje termogravimetrickou analyzu vybranych typu antioxidantd na vzduchu,
kde rychlost ohfevu vzduchu je 5 °C/min. K vyznamnym ztrdtam hmotnosti u latek bu-
tylhydroxytoulen (BHT), butylhydroxyanisol (BHA) a terciélni butylhydrochinon (TBHQ)
(bézné antioxidanty) dochazi jiz béhem prvnich 30 az 60 minut pii zahtati vzduchu na tep-
lotu 100 az 170 °C. Naopak k prvnimu Ubytku hmotnosti u anoxomeru dochazi az po 6
hodinach zahiivani vzduchu na teplotu 300 °C. [13]
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Hmotnost [g]

Obr. 4 Termogravimetrické analyza anoxomeru, butylhydroxytoulenu (BHT), butylhydro-
xyanisolu (BHA) a tercialniho butylhydrochinonu (TBHQ) na vzduchu pfi postupném za-

hiivani 5 °C/min

Odolnost anoxomeru vici tepelné degradaci potvrdila také kapalinova chromatografie,
ktera prokézala, Ze k depolymeraci anoxomeru nedochazi po dobu Sesti hodin pfi teplotach
pohybujicich se okolo 190 °C. [15]

Nejvyznamnéjsi vlastnosti anoxomeru, kterou se odliSuje od ostatnich antioxidantti na trhu
je jeho nevstiebatelnost v lidském organismu. Diikazy o nevstiebatelnosti anoxomeru v
lidském téle jsou popsany v nasledujicim textu, pro néjz byly hlavnimi zdroji védecké pré-
ce T. M. Parkinsona [16]; J. P.Browna a R. J. Browna. [17]

Stievni absorpce anoxomeru byla méfena na skupiné dobrovolniki, kterou tvotili zdravi
dospéli muzi. Vsichni z této skupiny dobrovolnika poZili anoxomer (radioaktivng) znace-
nym uhlikem *C ve formé Zelatinovych kapsli. Po dobu &tyf dndi byly u viech testovanych
subjektli odebirany vzorky krve, moci a stolice, ve kterych se nasledné stanovovala kon-
centrace **C, nebo byla stanovovéana pfimo na scintilaénim spektrometru. Ve vzorcich krve
nebyl anoxomer detekovan. Vzorky mocéi obsahovaly 0,02 % a vzorky fekalii obsahovaly
93,7 % poZzité davky anoxomeru. Bylo tedy potvrzeno Ze anoxomer je v téle ¢lovéka ab-
sorbovan jen minimalné, stejné tak jako u dalSich testovanych zivocisnych druhi (potkant,

mysi, morcat a kraliki). [16]
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DalSim testem védci zkoumali, do jaké miry anoxomer ovliviuje niz$i stievni floru u krys.
Po dobu 90-ti dnt byly krysy krmeny takovou davkou anoxomeru, ktera odpovida 5% je-
jich celkové hmotnosti. Béhem krmeni doslo k mirnému poklesu koncentrace kvasinek ve
stolici a ke zvyseni koncentrace laktobacili a enterobakterii ve slepém stievé. Zadny ze
zminénych G¢inkl v8ak neni povazovan za biologicky vyznamny a nasledné toxikologické
studie tak potvrdily, ze anoxomer je latkou zcela bezpe¢nou. Dale byly cca po 90-ti dnech
krmeni krys testovany vzorky cekalni mikroflory, které byly poté inkubovany anaerobné in
vitro po dobu 1-3 dnii. U téchto vzorkd byly jednotlivé mikrobialni buné¢né suspenze od-
sttedénim rozdéleny na bunécéné a extracelularni frakce, které byly analyzovany na tenko-
vrstvé chromatografii. Nebyla zaznamenéna Zadné degradace u experimentalnich ani kont-
rolnich vzorkd, coz vede k zavéru, Ze anoxomer je v podstaté inertni vzhledem ke sttevni

flote krys. [17]

3.2 Osud Anoxomeru v ZP

Osud Anoxomeru zacind vstupem do zivotniho prostiedi pfes travici ustroji ¢loveéka, ze
kterého je vylu¢ovan fekalni formou v pivodni podobé, v jaké do traviciho Ustroji vstoupil.
Je tedy ziejmé, Ze je transportovan splaskovymi vodami na COV. Zde miiZe byt vystaven
aerobnim i anaerobnim podminkam. Vzhledem k dostupnym informacim nepodléha prav-
d&podobné aerobnimu ani anaerobnimu biologickému rozkladu, a bude tak prochazet COV
beze zmény piimo do recipientu, kde mize pisobit na Fi¢ni biocenozu a také se §itit do
dalSich slozek ekosystému. Pokud dojde k zachyceni anoxomeru na biomase aktivovaného
kalu napt. sorpci, je pravdépodobné, ze se dostane do stabilizovaného kalu, ktery je
v mnoha ptipadech vyuzivan jako druhotné hnojivo. Tudy pak vede piima cesta anoxome-

ru do pudniho prostredi.

Dostupnych informaci o osudu anoxomeru V jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi je
v literatufe jen velmi malo. Nicméné byla studovana jeho stabilita v Cistirenskych kalech a
pudach.

Préce Josepha Browna a Thomase Parkinsona z roku 1986 se zabyva studiem biologickeho
rozkladu anoxomeru v pudnim prostiedi. V laboratornich podminkéach byla stabilita ano-
xomeru sledovéna v jilovitych pudach (clay loam) a prasnych jilovitych padach (silty clay

loam) po dobu 148 dnti, kdy koncentrace anoxomeru odpovidala 30 ppm. Pfi tomto respi-
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rometrickém testu kone¢na degradace stanovend na zakladé produkce CO; ¢inila méné nez
0,7 %. U vzorkt vystavenych UV zafenim se hodnoty degradace pohybovaly od 0,04 % az
do 0,19 %, zatimco u vzorka, které nebyly vystavény UV zafeni, byly hodnoty degradace

vysSi v rozmezi od 0,26 % do 0,69 %.

Po skonceni testll biodegradace v ptidach byl anoxomer extrahovan tetrahydrogenfuranem
a byla stanovena molekulovd hmotnost pomoci gelové permeaéni chromatografie. Gelova
chromatografie nasledné zaznamenala vyznamné zvyseni molekulové hmotnosti anoxome-
ru v porovnani s kontrolnim polymerem. Zvyseni molekulové hmotnosti je autory ptisuzo-

vano pravdépodobnym zesitovanim polymeru V Zivotnim prostiedi

Mira mobility anoxomeru byla zkouména v riznych typech pudy. Bylo zji§téno, ze dochazi
k zanedbatelnému snizeni mobility. Obecné se ocekava, ze pokud dojde ke zvyseni mole-

kulové hmotnosti anoxomeru, snizi se tim i jeho mobilita.

Testy biologického rozkladu anoxomeru v aktivovaném kalu probihaly po dobu 49 dni.
Odolnost vuéi biodegradaci v kalech byla potvrzena, ale nebyly zaznamenany vyznamné
Skodlivé u¢inky anoxomeru na mikrofloru aktivovaného kalu. PouZité koncentrace poly-
merniho antioxidantu byly 25 ppm a 50 ppm (25 mg/l a 50 mg/l), coZ jsou koncentrace

mnohonasobné vyssi, nez které by se mély dostat v realnych podminkach na COV. [15]

Na zavér své prace autofi hodnoti anoxomer jako inertni vii¢i biologickym pochodiim pro-
bihajicim jak ve vodném, tak i v pidnim aerobnim prostiedi a zmény, které byly pii testech

Zaznamenany, povaZuji za nevyznamné.
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4 CILEDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je snaha o zjisténi, zda dochazi k biologickému rozkladu polymer-
niho antioxidantu anoxomeru v jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi (aktivovany Kal,
anaerobni kal, ¥i¢ni voda, fi¢ni sediment, pida) a zejména jsou-li tato prostiedi a mikroor-

ganismy v nich obsaZené jeho pfitomnosti negativné ovlivnény.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

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

Poly AO™ _ 79: Anoxomer, 99 % [60837-57-2] ve formé granulatu, dodavatel Internatio-
nal laboratory USA, elementarni analyzou bylo stanoveno procentudlni zastoupeni prvka

v anoxomeru: C = 81,7 %; H= 11,2 %; prvky N a S anoxomer neobsahoval.

Chemikalie
Pro laboratorni pokusy byly pouZity chemikalie od firmy Penta a Sigma-aldrich a.s.

Kyselina sirova, chlorid draselny, siran amonny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, hydro-
genfosfore¢nan draselny dodekahydrat, chlorid vapenaty, hydrogenfosfore¢nan sodny do-
dekahydrat, chlorid Zelezity hexahydrat, siran hotfecnaty heptahydrat, kyselina borita, mo-
lybdenan amonny tetrahydrat, siran manganaty tetrahydrét, siran kobaltnaty heptahydrat,
kyselina chlorovodikova, soda lime (NaOH/CaO) s indikatorem, allylthiomocovina, ben-
zoan sodny, azid sodny, bromid draselny, hexahydrét siranu amonno-Zeleznatého, chlorid

vépenaty dihydrat, standardni pufry pH 4,0 a 9,0.

Biomédium |

Na piipravu 1 | standardniho mineralniho média, byly pouzity zasobni roztoky, ptipravené

rozpousténim nasledujicich chemikalii v 1 litru destilované vody.

a) Fosfatovy pufr pH=7,2

e 829 KH,PQO, — dihydrogenfosforecnan draselny

e 21,759 KoHPO, - 12 H,0 - hydrogenforsfore¢nan draselny dodekahydrat
e 44779 Na;HPO, - 12 H,0 — hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
b) 10g (NH,)2SO,4 — siran amonny

c) 27,5¢ CaCl, - chlorid vapenaty

d) 0,25g FeCls - 6 H,O — chlorid Zelezity hexahydrat

e) 22,5¢ MgSO; - 7 H,0 - siran hotec¢naty heptahydrat
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f) Roztok stopovych prvka
e 0,75 g H3BO; — kyselina borita

e 0,059 (NH4)sM07024 - 4 H,O — molybdenan amonny tetrahydrat
e 0,18 g CoSO4 - 7 H,0 - siran kobaltnaty heptahydrat

e 059 MnSO,-4H,0 - siran manganaty tetrahydrat

e 0,059 CuSO4 -5 H,0 - siran méd’naty pentahydrat

e 0,1g ZnSO, -7 Hy0 - siran zine¢naty heptahydrat

e 3,09 FeSO,-7H,0 - siran Zeleznaty heptahydrat

Piiprava biomédia | :

Do odmérné baiky o objemu 1 | bylo nadivkovano cca 800 ml destilované vody (min. 24

hodin provzdusnované). Dale se do destilované vody ptidalo po 1 ml zasobnich roztok c);

d); e); f). Nakonec bylo ptfidano 5 ml roztoku b) a 20 ml zadsobniho roztoku a). Nadavkova-

né zasobni roztoky byly v destilované vodé diukladné promichany a odmérna batika byla

doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Biomédium 11 :

Na piipravu 100ml standardniho mineralniho média pro ti¢ni vodu, byly pouzity zasobni

roztoky fosfore¢nant (pfipravené rozpousténim v 1 | destilované vody) a zasobni roztok

soli (ptipraveny rozpusténim jednotlivych chemikalii v 100 ml destilované vody).

a) 9,07¢
b) 2394¢

KH,PQO4 — dihydrogenfosforecnan draselny
K2HPOQO; - 12 H20 - hydrogenforsfore¢nan draselny dodekahydrat

Zasobni roztok soli

c) 10g
d) 03¢
e) 01g
f) 509
9 309

MgSQ, - 7 H,0 — siran hofec¢naty heptahydrat

Fe(NH,;)2(S0,), - 6 H,O — hexahydrat siranu amonno-Zeleznatého
CaCl; - 2 H,0 — chlorid vapenaty dihydrat

NaCl - chlorid sodny

NH,4CI - chlorid amonny
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Ptiprava biomédia Il :

Do odmérné banky 100 ml bylo nadivkovano cca 70 ml destilované vody (min. 24 h pro-
vzdusiované). Dale se do destilované vody ptidaly 2 ml zasobniho roztoku a) a 8 ml za-
sobniho roztoku b). Nakonec se ptidavaly zasobni roztoky soli c); d); e); f); g) po 1 ml.
Nadavkované z&sobni roztoky byly v destilované vodé diikladné promichany a odmérna

barika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Piistrojové vybaveni:

e Respirometr Micro-Oxymax, corp. Colombus instruments, USA

e Elektrochemicky respirometr Bi-2000, Bioscience corp., USA

e Analyzator celkového organického uhliku TOC -5000 A, Shimadzu corp. Japonsko
e FTIR spektrometr, Nicolet iS10, software Omnic 8.0

e Centrifuga MPW-340, Warszawa a centrifuga Hettich Rotanta 460R, UK

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

e SuSarna Memmert model 100, SRN

e Termostat MLW typ U2C, SRN

e Analytické vahy Satorius

e Laboratorni sklo a bézné vybaveni

5.2 Biologicky material

Aktivovany kal

Aktivovany kal z méstské Cistirny odpadnich vod v Malenovicich. V laboratofi zbaven
hrubych necistot filtraci pies sito a tfikrat dekantovan pitnou vodou. Takto upraveny AK
byl nasledné provzdusinovan 24 hodin. AK byl pted zahdjenim testu odstfedén na centrifu-
ze pii 3000 ot/min, kde doSlo k oddé€leni biomasy od supernatantu. Biomasa byla nasledné
suspendovéna v zasobnim roztoku biomédia | o takovém objemu, aby nésledna koncentra-

ce susiny kalu pro piipravu zasobni suspenze AK pro piipravu testu byla 5 g/l.
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Anaerobni kal

Anaerobni kal z méstské Cistirny odpadnich vod v Malenovicich. V laboratofi zbaven
hrubych necistot filtraci ptes sito. Takto upraveny anaerobni kal byl pted pouzitim pro-
bublavan inertnim plynem N, po dobu 10 az 15 minut, ¢imz se zajistilo ,,vystripovani“

veskerého O..

Zemédélska zemina

Kombinace hnédozemé a kaStanozemé s vysokym podilem pisku (odbér v obci LuZice,
okr. Hodonin, 2013). Prosytim zeminy pfes sito (0 velikosti ok 5mm), byla zemina zbave-
na hrubych necistot. Vlhkost zeminy primérné ¢inila 55,1% a hodnota pHgc byla 6,845.
Elementarni analyzou bylo stanoveno procentualni zastoupeni prvkil v zeminé: C = 0,119
%; prvky H; N a Snebyly stanoveny. Mikrobiologickym rozborem byl zjistén pocet
vléknitych plisni 3-10° KTJ/g; aktynomicét 3,5-10° KTJ/g a celkovy po&et mikroorganismi
Vv zeminé &inil 20-10% KTJ/g.

Zahradnicky kompost

Zahradnicky kompost od firmy Agro (Agro CS a.s. Ceska Skalice). Fyzikalni a chemické
vlastnosti kompostu uvadéné vyrobcem: pH = 6+8, obsah rizikovych prvki v mg/kg susiny
Cd 2; Pb 100; Hg 1; As 20; Cr 100; Cu 150; Mo 20; Ni 50; Zn 600 a mnoZstvi nerozloZi-
telnych pfimési max. 2%. Vlhkost kompostu byla v laboratornich podminkéch stanovena
cca na 65,1 % a pHgc) bylo 6,902. Elementarni analyzou bylo stanoveno procentudlni za-
stoupeni prvki: C= 20,398+0,74 %; H = 2,314+0,07 %; N = 1,116+0,05 %; S =
0,229+0,02 %. Mikrobiologickym rozborem byl zjistén pocet vlaknitych plisni 17-10°
KTJ/g; aktynomicét 2:10° KTJ/g a celkovy podet mikroorganismi v zahradnickém kom-
postu &inil 68 -10* KTJ/g.

Smésna ptuda

Smésna puda byla pfipravena podle normy CSN EN 1S011721-1 s optimalizaci pro potie-

by respirometru BI-2000 a to smichanim zahradnického kompostu a zemédé€lské zeminy
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v poméru 5:2 (1000 ml zahradnického kompostu a 400 ml zeméd¢lské zeminy). Vlhkost
smésné pudy byla cca 64,2 % a hodnota pHkc 7,216. Mikrobiologickym rozborem byl
zjistén pocet vlaknitych plisni 19-10% KTJ/g; aktynomicét 2:10° KTJ/g a celkovy po&et mik-

roorganismil ve smésné padé &inil 32:10° KTJ/g.

Ri¢ni voda
Odbér vody z feky Dievnice podle CSN ISO 5667-6 (ve Zling 18. 2. 2013, Zlin - Stied).

Po odbéru nijak neupravovana a provzdusnovana 48h v laboratornich podminkach.

Ri¢ni sediment
Odbér z feky Dievnice (Ve Zling 18. 2. 2013, Zlin - Stred). Odbér byl proveden cca do

10cm hloubky sedimentu, poté byl v laboratornich podminkach pfesit pies hrubé sito (o

velikosti ok 5mm) a zbaven tak hrubych necistot. D4le neupravovan.

5.3 Hodnoceni biologicke rozlozitelnosti anoxomeru

Pro hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru byly pouzity dva druhy respirometru.
Probihal-li rozklad ve vodném prostiedi (aktivovany kal, {i¢ni voda, fi¢ni sediment) byl
pouZit respirometr Micro-Oxymax. Probihal-li rozklad v pudnim prostiedi (smésna puda),

byl pouzit elektrochemicky respirometr BI-2000.

5.3.1 Hodnoceni biologické rozloZitelnosti anoxomeru respirometrem Micro-

Oxymax

Respirometr Micro-Oxymax je plné automatizovany uzavieny systém, ve kterém dochazi

ke kontinualnimu méteni koncentrace O, a CO, v plynné fazi v jednotlivych bankach.

Obecné lze respirometr charakterizovat jako variabilni systém jak svym poctem testova-
nych pozic, tak i typem jednotlivych detektort (CO,, O,, CHy, H2S, CO, H,, SO,). Druhy
detektoru jsou voleny podle toho, jaky zvolime typ testu (aerobni, anaerobni podminky).
Jedna fidici ventilova jednotka mtze méfit maximalne 10 testovacich pozic. Pocet testova-

cich pozic byl v nasem ptipadé stanoven na 30 a piipojné detektory byly CO,, Oz, CHa, ale
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piistroj je schopen méfit az 80 testovacich pozic najednou (8 fidicich ventilovych jedno-
tek). Objemy piipojenych testovacich ban¢k jsou taktéZ variabilni, mohou nabyvat objemu
od 20ml az do desitek litri. KaZzda z banék obsahuje vicko se tfemi rychloupinacimi spoj-
kami, které zajist'uji plynotésné pfipojeni polyamidovymi hadi¢kami Kk pfepinaci ventilové
jednotce respirometru (obr. 5 pozice 8). Propojeni vSech ¢asti respirometru s pocitaéem

a fidici ,,éerpaci® jednotkou je elektrické i pneumatické. [18]

Obr. 5 Schéma respirometru Micro-Oxymax pro méteni koncentrace CO,/O,/CH,

1- paramagneticky analyzator; 2- tlakovy reguldtor; 3- susi¢ analyzovaného plynu; 4- pratokomér
pro ,,REFRESH"; 5- pritokomér analyzovaného plynu; 6- ¢erpadlo ,,REFRESH®; 7- Cerpaci jednot-
ka; 8- ventilova jednotka s 10 méficimi pozicemi; 9- jedna testovaci pozice; 10- IC analyzator COy;

11- IC analyzator CHy; 12- ventilova skiin [18]

Princip méreni v aerobnim rezimu:

Do detektort je ¢erpan vzduch z jednotlivych testovacich lahvi a nasledné je vracen zpét
do testovacich lahvi, tzn. Ze Micro-Oxymax pracuje v uzaviené smycce. V plynné fazi jsou
méfeny koncentraéni zmény CO; a O,, které jsou piepocitavany jako produkce CO; a spo-
tieba O,. Koncentrace jsou vyhodnocovany v mg, nebo pg za ¢asovou jednotku a jsou
ihned pfepocitavany na standardni podminky. Externim pocitacem jsou nastaveny a udrzo-

vany provozni podminky a soucasné slouzi k ukladani experimentélnich dat. [18]
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Podminky testu:

V respirometru Micro-Oxymax bylo obsazeno 30 testovacich pozic. Jednotlivé pozice byly
tvofeny reakénimi bankami, do kterych bylo davkovano minerdlni médium, inokulum
a substrat (zkoumana latka, standardni latka). Objem suspenze v batice byl 50 ml, nebo 100
ml, zaleZelo na druhu pouZzitého inokula. Koncentrace substratu v reak¢énich barkach je
uvedena ve vysledkové ¢asti, lisi se dle zvoleného typu inokula. U vSech reak¢nich ban¢k

bylo zajisténo promichavani pomoci magnetickych michadel nastavenych na 300 rpm.

5.3.2 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru respirometrem BI-2000

Elektrochemicky respirometr BI-2000 byl pouZit u hodnoceni biologické rozloZitelnosti
anoxomeru Vv pidnim prostiedi. Tento typ respirometru je urcen pro sledovani mikrobial-
nich respirometrickych pochodt v aerobnim prostfedi. Stanovuje se spotiebovany kyslik,

ktery je generovan elektrolyticky. [19]

Aparatura respirometru BI-2000 je slozena ze dvou oddélenych reakénich modult a osob-
niho pocitace. Reakéni moduly obsahuji temperovanou vodni lazen s regulatory teploty a 8
reak¢nich nddob (objem 11) s elektrolytickymi celami. Soucasti reakénim modulu je i elek-
tronicky hardware, ktery je dilezity pro vytvareni kysliku, snimani barometrického tlaku a
teploty. Elektrolytické cely, reakéni nadoby a absorpéni zkumavky na KOH tvofi reaktor,
ktery zajistuje idealni podminky pro experimenty. VSechny ¢asti reaktoru jsou vyrobeny
z borosilikatoveho skla se zabrusy. Pred zahajenim experimentu je kazdy reaktor ponoien

do vodni lazné a propojen spojovacimi kabely k pfednimu panelu reakéniho modulu. [19]
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propojavadc Kakel

aslekirolyticka cala

absorp&ni zhumavika
na FOOH

raeakdni kbhew

konektor k reakéninmuo maoduiu

Obr. 6 Schéma jednotlivych ¢asti reaktoru respirometru BI-2000 [19]

Elektrolyticka cela se skldda z dvou hlavnich ¢asti:

1) télo cely — pomoci zabrusu je napojeno na absorpéni zkumavku
2) vrchni ¢ast cely — tvoii uzavér téla cely a obsahuje 3 druhy elektrod (kyslikovou,
vodikovou, spinaci)

vrohni £ast cely

vetracl otvor

“kyslikova" elsktroda
"vodikova"alektroda
spinacl elektroda

vétraci otvar

t&lo cely

Obr. 7 Casti elektrolytické cely respirometru BI-2000 [19]
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Princip méreni:

K pfeméné chemickych latek za pomoci mikroorganismi je potieba neustalého ptisunu
kysliku, ten je mikroorganismy ziskavan z plynné faze. Respira¢nimi pochody je vznikly
oxid uhli¢ity zachytavan v adsorpéni zkumavce s obsahem hydroxidu sodného. Vznika tak
mirny podtlak, ktery zptsobi pokles hladiny elektrolytu ve vnéjsi ¢asti elektrolytické cely.
PouZzitym elektrolytem je 1N (0,5M) kyselina sirova. Dojde-li k poklesu hladiny elektroly-
tu, dojde zaroven k preruSeni kontaktu mezi elektrolytem a spinaci elektrodou. Nasledné
dochdzi k aktivaci cely a ta zpusobi, ze elektricky proud za¢ne prochazet mezi dvéma elek-
trodami ponofenymi v elektrolytu.

Disociaci kyseliny sirové v roztoku vzniknou zaporné ionty SO,* a kladné ionty H*. Za-
porné ionty S04 putuji ke kladné elektrod¢, kde dochazi k odevzdani piebytku elektroni
a vznikaji volné radikaly SO,. Takto vzniklé volné radikaly okamzité reaguji s vodou za
vzniku kyseliny sirové. To v§e ma za nasledek, Ze se pii reakci na kladné elektrodé uvolni
molekula kysliku. Kladné ionty vodiku jsou pfitahovany k zaporné elektrodé, kde pfijmou
elektron. VVzniklé molekuly H, jsou pomoci otvori ve sténé cely vypoustény do atmosféry.

Celkové mnozstvi vyprodukovaného kysliku je timérné elektrickému proudu podle Fara-
dayova zakona.

Ustélenim tlaku uvnitf cely dochazi k nartstu hladiny elektrolytu ve vnéjsi ¢asti cely, tim
dochazi k preruseni elektrolytické reakce. Vyprodukované mnozstvi kysliku (v mg) je

ukladano v pocitaci. [19]

Podminky testu:

Tento postup byl zvolen na zakladé dosazeni uspokojivych vysledki v diplomové praci
Gencurové M. a Pekatové S. [20], [23] Do kaZzdé z reak¢nich nddob bylo ptidano 250 mi
smésné pudy, poté se piidal testovany substrat (cca 1 g glukdzy, nebo cca 2 g anoxomeru)
a reak¢ni nadoby byly dopInény dalsimi 250 ml smésné pidy. Celkovy objem v reakénich
nadobéch byl 500 ml. V§echny reakéni nadoby byly vlozeny do vytemperované vodni 14z-
né s teplotou 25+1 °C. Poté, co byly vSechny potiebné komponenty nasazené na reakéni
nadobu, byl spustén test t€snosti s naslednym zahajenim experimentu. VSechny testy pro-

bihaly ve tmé. Pied zahajenim testdl a na konci testd byla stanovena susina pudy a pHkc

pudy.
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5.3.3 Vypocet BSK, TSK a procenta biologického rozkladu u substratu

v respirometru Bi-2000 a respirometru Micro-Oxymax

Substratova BSK byla vypocitana z rovnice 1.

BSK; —BSKg),

BSK = 11/
Kde:
BSK...... substratové biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku [mg-g™]
BSK_.....naméfena biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku v ¢ase t [mg]
BSKs....naméfena biologicka spotieba kysliku slepého pokusu v ¢ase t [mg]
M.oo..... navéazka testovaného vzorku do reaktoru [g]
Procento biologického rozkladu bylo vypog¢itano z rovnice 2.

BSK
0 =222
YoTsk vt 100 121

Kde:

Y%rtsk.....procento biologického rozkladu vyjadiené jako pomér biologické spotieby kysli-

ku k teoretické spotiebé kysliku

BSK..... substratova biologicka spotieba kysliku testovaného vzorku [mg-g™]

TSK...... teoreticka spotieba kysliku testovaného vzorku z rovnice 3 v [mg-g™]

Vypocet teoretické spotieby kysliku dle normy CSN EN ISO 9408 [21]

16.(2a+~b—c)
TSK =——2— 13/

r
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Kde:

TSK.....teoreticka spotieba kysliku v TSK [g-g™]

Aorennnnns pocet atomuti uhliku

b......... pocet atomti vodiku

Coverrnnnn pocet atomt kysliku

M....... relativni molekulova hmotnost latky [g-mol™]

5.3.4 Modifikovany Zahn — Wellensiv test pro aerobni podminky

Podle normy CSN EN 29888 je tento druh testu pouzivan pro sledovani biologické rozlozi-
telnosti latek ve vodnim prostiedi za aerobnich podminek. Konkrétné byla metoda pouzita

pro sledovani biologického rozkladu anoxomeru v aktivovaném kalu a fi¢ni vodé.

Test probihal v péti lahvich o objemu 500 ml, kde objem suspenze byl stanoven na 200 ml.
Vsechny lahve obsahovaly 200 ml aktivovaného kalu o koncentraci 500 mg/l, ktery byl
suspendovan v roztoku biomédia I. V jedné z péti 1ahvi byl obsaZzen pouze AK, tato lahev
slouZila jako slepy pokus. Ve tech dalSich lahvich byl mimo aktivovaneého kalu obsazen
i zkoumany vzorek anoxomeru o koncentraci v reaktoru 200 mg/l. A posledni lahev obsa-
hovala roztok glukdzy, které slouZila jako standard - dobie biologicky rozlozitelna latka

0 koncentraci 200 mg/l.

Pro pozorovani biologického rozkladu anoxomeru v fi¢ni vodé, byly pouzity ¢tyfi lahve
0 objemu 500 ml. VSechny lahve obsahovaly fi¢ni vodu a mineralni roztok pro ti¢ni vodu.
Objem suspenze byl stanoven na 200 ml. Dv¢ lahve obsahovaly fi¢ni vodu s mineralnim
roztokem pro fi¢ni vodu (slouzily jako slepy pokus) a zbylé dvé lahve obsahovaly navic

i zkoumanou latku anoxomer o koncentraci 100 mg/l nebo 200 mg/I.

U vsech vzorkid bylo zajisténo kontinudlni promichavani suspenze a diskontinuélni pro-
vzdusnovani pomoci vzduchovych ¢erpadel vzdy jednou za 48 h po dobu 20 minut (tento
interval byl zvolen na zakladé vysledku BSK z respirometrickych test). V prubéhu testu
byly u vzorku standardni latky glukdzy odebirany vzorky suspenze ke stanoveni celkového

organického uhliku, jako kontrola aktivity pouZitého inokula.
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5.3.5 Volumetrické sledovani anaerobniho rozkladu

Tento druh testu je pouZivan pro sledovani biologického rozkladu latek za anaerobnich
podminek. Princip spo¢iva v méfeni objemu uvolnéného plynu (bioplynu) pii konstantnim
tlaku. Tato metoda méla byt pro sledovani biologického rozkladu anoxomeru v anaerobnim
kalu.

Obr. 8 Aparatura pro volumetrické stanoveni anaerobniho rozkladu [22]

Do osmi banék z aparatur pro sledovani anaerobniho rozkladu organickych latek obr. 8
bylo nadavkovano 100 ml anaerobniho kalu o koncentraci susiny 28,77 g/l. Ctyii baiky
obsahovaly pouze anaerobni kal (slouzily jako slepy pokus) a zbylé ¢tyii banky obsahovaly
i zkoumanou latku anoxomer o navazce cca 20 mg (koncentrace anoxomeru Vv barice 200
mg/l). [22]

5.3.6 Abioticke testy

Abiotické testy byly provedeny pro pozorovani abiotického rozkladu anoxomeru ve vod-
ném i pidnim abiotickém prostiedi. Pro dosazeni abiotického prostiedi v aktivovaném kalu
a fi¢ni vod¢ byl pfidavan 1ml azidu sodného o koncentraci 10g/1. Pidni abiotické prostiedi
bylo dosazeno sterilizaci pudy v autoklavu pii teploté vodni pary 121 °C a tlaku 101,5 kPa
po dobu 60 minut.
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5.4 Laboratorni analyzy a postupy

Stanoveni susiny kalu

Stanoveni susiny kalu bylo provadéno tiikrat vedle sebe vakuovou filtraci 10 ml suspenze
kalu na predem vysuseny a zvazeny filtraéni papir (s plosnou hmotnosti 85 g'm?). Filtraéni
papir byl poté vysuSen do konstantni hmotnosti pii teplot¢ 105 °C a po vychladnuti
v exsikatoru byl zvazen na analytickych vahach. SuSina kalu byla vyjadfena rozdilem

hmotnosti v g-1™.

Stanoveni susiny pudy

Nejprve byla Petriho miska i s vickem vysuSena pti 105 °C po dobu 30 minut a poté byla
dana do exsikatoru, kde se chladila nejméné 45 minut. VysuSena miska se zvazila vcetné
vicka a nasledné do ni bylo navdZeno cca 5 g ptdy s ptesnosti na 10 mg. Oteviena Petriho
miska se vzorkem pudy byla umisténa do susarny vyhiaté na 105 °C a suSena véetné vicka
(cca 3 h) do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni byla miska se vzorkem vloZena do exsika-
toru. Vychladl4 miska se vzorkem byla zvdZena s ptesnosti 10 mg. Susina pudy byla vyjad-

fena rozdilem hmotnosti v %. Stanoveni probihalo tfikrat vedle sebe. [23]

Stanoveni rozpusténého organicky vazaného uhliku (DOC)

Stanoveni organicky vazaného uhliku testovanych vzorka probihalo pomoci analyzatoru
uhliku Shimadzu TOC 5000A.

Stanoveni celkového uhliku (TC) je zaloZeno na oxidaci veSkerého uhliku ve vzorku uvnitt
spalovaci trubice s platinovym katalyzatorem v proudu kysliku pii 650 °C. Vznikly CO; je
navadén na detektor NDR (Non-disperse infrared detektor), kde signal vznikly absorpci
zateni piislusné vinové délky je registrovan jako plocha piku pfimo imérna koncentraci
TC ve vzorku.

Pti stanoveni anorganického uhliku (IC) je vzorek davkovan do proudu nosného plynu na

inertni nosi¢ s kyselinou fosforeénou, kde dochazi k vytésnéni CO,. Vyhodnoceni signélu

je zcela totoZné jako u stanoveni celkoveho uhliku.
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Mnozstvi organicky vazaného uhliku (TOC) je dano rozdilem celkového uhliku (TC)
a organickeho uhliku (IC). [24]

Jelikoz byly vSechny vzorky pfed samotnym méfenim filtrovany, jednalo se o stanoveni
rozpu$téného organicky vazaného uhliku (DOC), neboli soucet koncentraci organicky véa-
zaného uhliku pfitomného ve vodé ve slouceninach, které projdou membranovym filtrem

velikosti port 0,45 pm [12].

Méfeni pH

Mg¢fteni pH probihalo pomoci pH metru Inolab pH/ION 735 a pH elektrody SenTix 81, kdy
nejdiive byla provedena kalibrace pfistroje. Pro kalibraci byly pouzity komeréni standardni
pufry o pH 9,0 a pH 4,0. Nésledné doslo k méfeni pH u vzorkd, které¢ byly soucasné pro-

michavany magnetickymi michadly.

Stanoveni oxida¢né-redukéniho potencialu (ORP)

Oxidac¢né redukéni potencial byl méfen na konci testu u anaerobniho kalu. K méfeni byl

pouzit pH metr Inolab pH/ION 735.

Stanoveni pH ptiidy — vyménna piidni reakce pHkc

Do 250 ml Erlenmayerovy banky bylo navdZeno cca 20 g vzorku pudy a ptidano 50 ml
roztoku 0,2 M KCI. Roztok byl se vzorkem pudy dikladné promichan sklenénou ty¢inkou.

Po uplynuti 24 h se suspenze filtrovala pies filtra¢ni papir a byla zmétena hodnota pH.

Suseni testovaného vzorku

Testované vzorky anoxomeru byly po ukonceni jednotlivych testd vyndany z reakéniho

prostiedi, o¢istény a umyty destilovanou vodou, poté nejprve suseny na vzduchu a nasled-

né v exsikatoru nad P,Os do konstantni hmotnosti.
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Elementarni analyza

Elementarni analyza udava zastoupeni stanovovanych prvkd (C; H; N; S) v absolutnich
procentech vztaZzenych na navazku vzorku. Stanoveni chemického sloZeni testovanych
vzorkt, bylo provedeno na piistroji Hermo Elektron Corporation Flash EA 1112 Series.
Pied stanovenim byl testovany vzorek pidy o hmotnosti 2+3g vysusen pii 105 °C a presit

pfes sito s velikosti ok 2 mm. VVzorek anoxomeru nebyl pro EA upravovan.

Piiprava vzorku a méfeni FTIR spekter

Testované vzorky anoxomeru z jednotlivych reakénich prostiedi (vysuSené do konstantni
hmotnosti v exsikétoru nad P,0s) byly smichany s KBr (pro FTIR Sigma-aldrich). Do 180
mg KBr byl pfidan 1mg testovaného vzorku. Vznikla smés byla rozmélnéna a dikladné
promichdna na achatovych miskach, poté z ni byly pomoci lisového zatizeni vytvoteny
tabletky.

Vlastni méteni FTIR spekter bylo realizovano na pfistroji Nicolet iS10 ve spektralnim roz-
sahu 4000 a7 400 cm™ pii rozliseni 4 cm™ a s poétem skenii 32. Ziskana spektra byla zpra-

covana programem Omnic 8 (Thermo Science, USA).

Mikrobiologicky rozbor pudy

Mikrobiologickym rozborem byl stanoven pocet aktinomycét, vlaknitych plisni, a celkovy
pocet mikroorganismu v testovanych vzorcich pidy. Ke stanoveni po¢tu aktinomycét byl
pouzit Actinomycet agar, pro vlaknité plisné pidni agar s ptidavkem Bengalské Cervené

(BC) a pro stanoveni celkového poétu mikroorganismii byl pouzit TYA agar.

Ptiprava zivného média:

» TYAagar: 8,4 g rozpusténych ve 400 ml destilované vody
» Agar s obsahem BC: 12,0 g rozpusténych ve 400 ml destilované vody
> Agar Actinomycet: 8,8 g rozpusténych ve 400 ml destilované vody

Zivna média byla sterilizovana po dobu 60 minut v autoklavu, po zchladnuti byla Zivna

média rozlita do 24 plastovych Petriho misek.
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Piiprava suspendacéniho roztoku:

» Tween 80: 0,15¢g
» Difosfore¢nan sodny 0,4 g
> Chlorid sodny 0549

Vsechny latky jsou spole¢né rozpustény ve 100ml destilované vody a dtkladné promicha-

ny.

Postup:

Do 50ml sterilizovaného suspendaéniho roztoku bylo navazeno 5 g pidy. Suspendacni
roztok s obsahem piidy byl protfepavan na tfepacce 15 minut. Poté byla suspenze ponecha-
na | minutu sedimentovat a nasledné bylo provedeno fedéni vzorku desetinou fadou. Dese-
tinné fedéni se provadélo do ¢ty zkumavek s obsahem 4,5 ml fyziologického roztoku (8,5
g NaCl na 1 | vody). Na Petriho misky s TYA agarem a Actinomycet agarem byla o¢kova-
na fedéni 10 aZ 10® a na Petriho misky s Agarem ktery obsahoval BC byla o&kovana fe-
déni 10™ a7 103, Viechna fedéni byla po celé plose Petriho misek rozetiena sterilni hokej-
kou a byla provedena dvakrat vedle sebe. Kultivace mikroorganismti probihala 7 dni ve
tmé, pii teploté 25 °C. Odecet byl proveden na Petriho miskach s takovym fedénim, kde
byly kolonie mikroorganismu nejlépe odecitatelné. Pocty mikroorganisma byly vyhodno-

ceny v KTJ/1 g pady. [25]
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l. PRAKTICKA CAST
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6 VYSLEDKY ADISKUZE

V této Casti prace jsou uvedeny vysledky pokust, které jsou zaméteny na hodnoceni biolo-
gicke rozloZitelnosti anoxomeru. K tomuto t¢elu bylo vybrano pét rozdilnych prostiedi, do
kterych by mohl anoxomer za realnych podminek emitovat. Jako prostiedi byly vybrany:
aktivovany kal, anaerobni kal, fi¢ni voda, fi¢ni sediment a pada. V uvedenych prostiedich

bylo hodnoceni bilogického rozkladu anoxomeru provadéno pomoci:

e respirometrickych testl

e Zahn-Wellensova testu

e FTIR analyzy
Jako dalSi na zaklad¢ literarnich udaji vhodna metoda pro stanoveni biologického rozkladu
se jevila Elektrochemickd impedancni spektroskopie. U této metody vSak nastal vyrazny
problém u vysuSovani vzorkli vystavenych pusobeni mikroorganismt. Anoxomer nelze
susit za zvySené teploty, protoze jiz pii cca 50 °C taje. Aby byla EIS aplikovatelna, muselo
by u testovanych vzorki dojit k fadé optimalizaci suSiciho procesu (suSeni nad P,Os se
ukazalo jako nedostacujici), které z ¢asovych duvodu jiZz nebylo mozno vramci této di-

plomové prace realizovat.

Pivodné mély byt vysledky biologické rozlozitelnosti vyhodnocovany z poméru
BSK/CHSK¢,. Hodnota CHSKcr u anoxomeru vSak neSla pomoci metody: Stanoveni
CHSK dvojchromanovou metodou — Metoda ve zkumavkach (modifikovana CSN ISO
15705) stanovit z davodu vysoké tepelné stability (cca 300°C). Vysledky biologicke rozlo-
zitelnosti tak byly hodnoceny z poméru BSK/TSK. TSK byla vypocitana na zakladé¢
stechiometrického vzorce anoxomeru uvedeného v publikaci T. M. Parkinsona a byla 2672
mg-g™ [16].

V ptipadé¢ respirometrickych testti byl sledovan téZ vliv anoxomeru na mikroorganismy ve
vy$e zminénych prostredich, ktery se projevil ve snizenych hodnotach BSK oproti endo-
genni respiraci samotnych mikroorganismu (sl. pokus). VeSkeré tyto pokusy byly doplnény
analyzami pH, hodnotami koncentrace organického uhliku na pocatku a konci pokusu

a dale susinou testovaného inokula. Razeni testi je uzpiisobeno dle uzitého prostredi.
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6.1 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru v aktivovaném kalu

Prvnim testovanym prostiedim pro hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti anoxome-
ru byl zvolen aktivovany kal z COV v Malenovicich. Méteni bylo provedeno pomoci re-
spirometru Micro-Oxymax (corp. Colombus instruments, USA), kdy v prubéhu méfeni
byla zaznamenavana biologicka spotieba kysliku a procento biologického rozkladu bylo
poté vyhodnocovano na zakladé poméru BSK/TSK. Vsechna méfeni BSK byla provedena
vzdy tikrat vedle sebe. Test probihal po dobu 73 dni v biotickém i abiotickém prostiedi,
pii standardni laboratorni teploté 25+1°C. Na zédklad¢ prabéznych vysledkt respirometric-
kého testu byl ptipraven také modifikovany Zahn-Wellenstv test pro ziskani dostatecného
mnozstvi testovaného anoxomeru, pro realizaci navrzenych doplikovych analyz jako FTIR

spektroskopie a elektronova skenovaci mikroskopie.

6.1.1 Biologicky rozklad anoxomeru — respirometricky test

Objem suspenze v reaktoru byl zvolen na 50 ml (do 200 ml ban¢k). Obsah reakénich lahvi
byl tvofen inokulem, substratem a biomédiem. Jako inokulum byl pouzit jiz zminény AK,
jehoz skute¢na koncentrace v reak¢ni lahvi odpovidala 510 mg/l. Substratem byla bud
zkoumand latka anoxomer o koncentraci 212+4mg/l (davkovan metodou piimé navazky),
nebo standardni latka benzoan sodny (B-Na) o koncentraci 200 mg/l, ddvkovan ze zasob-
niho roztoku o koncentraci 2,0057 g/l. K vytvoteni abiotického prostiedi byl do reakénich
lahvi davkovan 1ml roztoku azidu sodného o koncentraci 10,0032 g/l. VVzhledem ke sku-
te¢nosti, Ze testovany anoxomer byl technické ¢istoty a nebylo znamo ptesné slozeni dané-
ho produktu, byla do testl na biologickou rozlozitelnost davkovana také ATM pro potlace-
ni ptipadnych nitrifikaénich pochodu. Do reakénich lahvi byl davkovan 1 ml allylthiomo-

¢oviny ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,5060 g/l. Objemy vsech reakénich lahvi byly

nasledné doplnény biomédiem I na stanoveny objem 50 ml.

Vyhodnoceni respirace bylo provedeno pouze pro biotické prostiedi obr. 9 a 10. Respirace
u abiotického prostfedi nebyla vyhodnocena z divodu naméfeni velmi nizkych az meznich
hodnot spotieby kysliku, které je schopen respirometr Micro-Oxymax detekovat. Z obr. 9
Ize pozorovat, ze naméfené hodnoty BSK u suspenzi s obsahem anoxomeru se pohybuji

mirné pod hodnotami respirace slepého pokusu.
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Biologicky rozklad anoxomeru je za piitomnosti ATM zndzornén na obr. 10. Stejné jako
u suspenzi bez ptidavku ATM se hodnoty respirace u suspenzi s obsahem anoxomeru
a ATM pohybuji po cely pribéh testu mirné pod hodnotami respirace slepého pokusu. Vy-
sledky respirometrického testu tak naznacuji, Ze pfi koncentracich cca 200 mg/l anoxomer
do jisté miry inhibuje respiraci mikroorganismi obsazenych v aktivovaném kalu. Ptidana
ATM nem¢éla na prub¢h respirace zadny vyznamny vliv. Sledované parametry v prib¢hu

testu u jednotlivych suspenzi jsou uvedeny v tabulce II.

800
700 SI. pokus 1
600 SI. pokus 2
E’ 500 —x—Sl. pokus 3
g 100 —<—B-Nal
< —*—B-Na2
a 300 —%—B-Na3
200 —o— Anoxomer 1 (0,0115g)
100 % 3 —o— Anoxomer 2 (0,0104q)
0 # . T T T . ) ©— Anoxomer 3 (0,0108g)
0 300 600 900 1200 1500 1800
th]
Obr. 9 Prubéh biologického rozkladu anoxomeru v aktivovaném kalu
800 —<—Sl. pokus 1
700
600 —<—Sl. pokus 2
200 Sl. pokus 3
— —<—SI. pokus
S P
£ 300 —— Anoxomer 1
« 200 (0,01049)
K 100 —¥— Anoxomer 2
0 (0,0100g)
—<— Anoxomer 3
0 300 600 900 1200 1500 1800 (0,0101g)
t[h]

Obr. 10 Priabéh biologického rozkladu anoxomeru v aktivovaném kalu
s pfidavkem ATM
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Tab. Il Sledované parametry jednotlivych suspenzi béhem biologického rozkladu

anoxomeru v aktivovaném kalu

Vzorek
Mérené
parametry slepy BN SI. pokus B-Na + Anoxo- | Anoxomer
-Na
pokus +ATM ATM mer +ATM
Doba testu
73 73 73 73 73 73
[dny]
PHpoc. 7,264 7,283 7,280 7,263
DOCpoz. [Mg/1] 25,13 139,90 36,14 148,72 178,14 166,01
Susina kalugoe.
510
[ma/1]
PHkon. 6,380 6,658 6,299 6,576
DOCyon. [Mg/I1] 24,50 29,27 38,80 32,22
Susina kalu-
108 115 108 115 104 104
kon.[mgll]
Celkovéa BSK73p .
336,748,3 681,246,9 | 345,0+8,5 | 666,648,7 | 287,0+7,2 | 251,945,3
[ma/1]
BSK/TSK [%] >95 93,8

“smérodatnd odchylka

6.1.2 Biologicky rozklad — modifikovany Zahn-Wellensiiv test

Pro ovéfeni biologické aktivity aerobniho kalu v pribéhu Zahn-Wellensova testu byla

v tomto ptipad¢ zvolena glukéza jako snadno biologicky rozlozitelna latka (prabéh rozkla-

du je pozvolngjsi oproti benzoanu sodnému, coz je vyhodnéjsi z hlediska odbéru vzorkt 1x

za 24 h). Béhem péti dnl byly odebirany vzorky suspenze ke stanoveni DOC. Z naméte-

nych hodnot lze zpozorovat klesajici tendenci mnozstvi DOC viiéi odebiranému ¢asu. Po-

sledni den odbéru byly hodnoty DOC pro slepy pokus a glukézu téméf totozné, procento
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biologického rozkladu podle DOC u glukézy bylo 96,02%. Potvrdilo se tak, Ze v pribéhu

testu dochazelo k rozkladu glukézy a Ze pouZity aktivovany kal je dostate¢né biologicky

aktivni.

Tab. lll. Namérené hodnoty TOC Zahn-Wellensova testu pro slepy pokus a glukézu

vzorek
Cas odbéru [h] SI. pokus Glukoéza
DOC [mg/1]
0 59,10 112,30
24 56,23 76,58
48 52,27 44,64
96 34,30 35,72

120

RN

S
g 60 \
—_ =>=S|. pokus
O 40
8 —>—Glukbza

20

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

¢as odbéru [h]

Obr. 11 Zavislost naméfenych hodnot TOC na ¢ase odbéru pro glukdzu a sl. pokus

6.1.3 FTIR analyza anoxomeru vystaveného pisobeni aktivovaného kalu

Po ukonceni respirometrického testu a Zahn-Wellensova testu byly vzorky anoxomeru

z biotického i abiotického prosttedi podrobeny FTIR analyze.

FTIR spektra pro anoxomer, ktery byl vystaven ptisobeni biotického a abiotického prostie-
di s vyznaenymi vyznamnymi specifickymi funkénimi skupinami, jsou znazornény na
obr. 13 a 14. Pro porovnani byl podroben FTIR analyze i vzorek ,,¢istého* anoxomeru na

obr. 12 (jedna se o vzorek, ktery nebyl vystaven pusobeni mikroorganismt).
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Obr. 12 FTIR spektrum ,,¢istého* anoxomeru
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Obr. 13 FTIR spektrum anoxomeru vystavené¢ho ptsobeni mikroorganismui
aktivovaného kalu
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Obr. 14 FTIR spektrum anoxomeru vystaveneho abiotickym podminkam

(vodné prostredi)
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Srovnavany byly oblasti s vyznamnymi charakteristickymi vibraénimi pasy:

e 3627 cm™: volné hydroxylové skupiny

e 2952 - 2871 cm™: asymetrické a symetrické C-H valen¢ni vibrace —CH, skupiny
e 1432 cm™: deformaéni vibrace —CHs skupiny

e 1230 a1150 cm™: -CH vibrace 1,2-substituovaného fenylu

e 866 cm™: -CH vibrace p-disubstituovaného fenylu

e 769 cm™: mimorovinna vibrace skupiny —CH a vibrace aromatického jadra

Z namétenych FTIR spekter je patrné, Ze v pribéhu testt nedoslo k Z&dnym vyznamnym
strukturnim zménam, zmény nastaly pouze u rozsahu naméfené absorbance. Pro lepsi
srovnani piipadnych kvantitativnich zmén byly ze spekter odecteny plochy vyznamnych
charakteristickych vibraénich pastt vrozsahu vinovych délek 3720cm™+3550cm™;
3310cm™+2740cm™; 1550cm™+1400cm™; 1275cm™+1063cm™; 769cm™ a vypoditany byly
nasledujici poméry, které jsou uvedeny v tab. 3. Vibrace aromatického jadra (769cm™)
byla vybrana jako referen¢ni, a to na zakladé predpokladané rezistence anoxomeru viéi

degrada¢nim pochodim.
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Tab. IV. Vypocitané pomery ploch FTIR spekter pro ,, Cisty* anoxomer a pro anoxomer

vystaveny piisobenim aerobniho kalu

Vzorek Anoxomeru
Mérené parametry Z biotického Z abiotického
Cisty
prostiedi prostiedi
Doba expozice [dny] 0 73 73
-OH Asmao ~ Ascso 2,68 2,74 2,71
‘4."(:‘:‘
Aagen — Fam
C-H; -CH, 310 Ao 12,21 11,8 11,9
‘4'.'6'}
Aieen — A
-CH; e 3,51 2,97 3,54
“1?65
Ayqre — A
CH 175 TTL083 6,79 6,16 6,44
‘4?69

Srovnanim hodnot pomérti ploch pro jednotlivé oblasti, nebyly mezi vypoc¢itanymi hodno-
tami poméri zpozorovany zadné vyrazné rozdily. Nejvétsi zmény (v poklesu) byly zazna-
menany u anoxomeru vystaveného biotickému ptisobeni aktivovaného kalu, a to u vibrac-
nich past v rozsahu vinovych délek 1550cm™+1400cm™ a 1275cm™+1063cm™. V t&chto
vinovych délkach je pravdépodobné, ze bude dochazet ke zménam u koncovych -CHj;
a -CH skupin vlivem pusobeni mikroorganismu v aktivovaném kalu. V abiotickém pro-
stfedi nebyly zaznamenany Zadné vyrazné zmény, snad pouze v oblasti 3720cm™+3550
cm™, kdy u obou prosttedi bylo zaznamenano mirné navy3eni hodnot poméri ploch, které
mohlo byt podle poznatkt z védecké prace J. Browna a T. Parkinsona [15] zptsobeno si-
tovanim polymerd, tato teorie vSak vyzaduje fadu dalsich analyz. Z naméfenych vysledka
je vSak patrné, Ze u anoxomeru Vv aktivovaném kalu po dobu 73 dni nedoslo

k biologickému rozkladu.
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6.1.4 Skenova elektronova mikroskopie

Pro potvrzeni, Ze anoxomer nepodléha biologickému rozkladu v aktivovaném kalu, byly
zhotoveny snimky skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM snimky povrchu anoxomeru
v rozlieni 500 um a 100 um). Ze snimki na obr. 15 lze zpozorovat, Zze na povrchu anoxo-
meru vystaveného biotickym i abiotickym podminkam nedochéazi ke vzniku trhlin ¢i pért,
které by mohly byt typickym indikatorem pro biodegradaci. Naopak povrch zkoumané
latky zastava relativné hladky i po expozici 73 dni v aktivovaném kalu. To koresponduje

s vysledky respirometrického testu FTIR analyzy, Ze anoxomer je vuci biologickym po-

chodim v aktivovaném kalu po dobu 73 dnt zcela inertni.

SEM MAG: 100 x Det: SE Delector
SEMHV:1000k¥  PC: 10 00 m SEM MAG: 100 x Det: SE Detector | . VEGAW TESCAN
WD: 10.6960 mm Date(midly): 0210513 Digital Microscoy SEM HV:5.00 kv Pc: 6

WD: 17.6370 mm Date(midly): 0424113

SEM MAG: 100 X Dat: SE Detector | IR VEGAN TESCAN
SEM HV: 5.00 KV PC: 5 500 pm 7
WD: 18.7500 mm Date(midh): 0472413

Digital Microscopy \mag\ngn

Digilal Microscopy Imngingn

SEM MAG: 500 x Det: SE Detector VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 kv PC: 6 100 um
WD: 17.5580 mm Date(m/dfy): 0424113

SEM MAG: 500 x Det: SE Detector VEGAW TESCAN
SEM HV: 5.00 kv PC: 6
WD: 17.7720 mm Date(m/dfy): 0424/13

Digital Microscopy Imaging! /] Digital Microscopy Imaging! /]

Cisty anoxomer — doba biotické podminky — doba abiotické podminky — doba

expozice 0 dni expozice 73 dni expozice 73 dni

Obr. 15 SEM snimky povrchu anoxomeru pied a po expozici v aktivovaném kalu
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6.2 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru v anaerobnim kalu

Hodnoceni anaerobni biologické rozloZitelnosti anoxomeru v anaerobnim kalu probihalo
v aparaturach pro volumetrické stanoveni anaerobniho rozkladu. Inokulem byl zvolen
anaerobni kal z COV v Malenovicich. Test probihal pouze pro biotické prostiedi po dobu
46 dni v termostatu (MLW typ U2C) pii teploté 35 + 1°C. Biologicka aktivita anaerobniho
kalu byla potvrzena vyprodukovanym mnoZstvim bioplynu, coZ se projevilo tak, Ze pist
sklenéné stiikacky se zakonCenim Luer-Lock byl vyprodukovanym mnoZstvim bioplynu
vytlaéen ven ze sklenéné stiikacky. Avsak z divodu reprodukovatelnosti dat (objem vy-
produkovaného bioplynu) dané stafim volumetrické aparatury, nemohlo byt aplikovano
volumetrické stanoveni anaerobniho rozkladu. Pro zhodnoceni biologického rozkladu byla
tedy pouZita pouze FTIR analyza. Anaerobni podminky na konci testu byly kontrolovany
stanoveni ORP v jednotlivych testovacich barikach a pohybovalo se pod hodnotami 150
mV.

6.2.1 FTIR analyza anoxomeru vystaveného pisobeni anaerobniho kalu

FTIR analyza anoxomeru z prostfedi anaerobniho kalu s vyzna¢enymi vyznamnymi speci-
fickymi funkénimi skupinami na obr. 17. se vii¢i FTIR analyze ,,Cistého anoxomeru na
obr. 16 1i8i pouze v namétenych hodnotich absorbance. Tak jako u anoxomeru vystavené-
ho piisobeni aerobniho kalu, byly pro lepsi srovnani kvantitativnich zmén vypocteny po-

méry oblasti ploch s vyznamnymi charakteristickymi vibra¢nimi pasy uvedené v tab. V.

3672em! (-OH)

T

0.7 7 2954cmt (-CH2)
143Zemt (-CHa:) Te—

0.5 i /

Absorbance

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Wavenumbers [cm1]

Obr. 16 FTIR spektrum ,,¢istého* anoxomeru
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a9 367 2cm (-OH)

7

143 2cmt (-CH: ) 2854em- (-CHaz)

Absorbance

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Wawvenumbers [em]

Obr. 17 FTIR spektrum anoxomeru vystaveného ptisobeni

mikroorganisma anaerobniho kalu

Tab. V. Vypocitané poméry ploch FTIR spekter pro ,,Cisty* anoxomer a pro anoxomer

vystaveny pisobenim anaerobniho kalu

Vzorek anoxomeru
Méiené parametry
Cisty Z anaerobniho kalu
Doba expozice [dny] 0 46
-OH A3720 ~ Asez0 2,68 2.90
'q'."b‘i‘
A A,
C-H; 'CH2 3110 2780 11,9 12,23
A?E?
4 — £
-CH; 55010 3,54 3,02
A7z
Ajqee — A
-CH e L 6,44 6,19
A?SE‘

U hodnot jednotlivych pomérii ploch nedochazi k zddnym vyraznym zménam. Nejvétsi
rozdil pomért ploch byl zaznamenan u vibraénich past vrozsahu vinovych délek
1550cm™+1400cm™. V t&chto vInovych délkach je pravdépodobné, Ze bude dochazet ke
zménam pouze u koncovych -CH; a -CH skupin vlivem pusobeni mikroorganismu
Vv anaerobnim kalu. Tyto drobné zmény vSak nic neméni na skute¢nosti, Ze u anoxomeru

Vv anaerobnim kalu béhem 46 dni nedoslo k biologickému rozkladu.
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6.3 Hodnoceni biologickeho rozkladu anoxomeru v ¥i¢ni vodé

K hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti anoxomeru v ti¢ni vodé byla jako inoku-
lum zvolena ti¢ni voda z feky Dievnice (odbérové misto Zlin-stfed). Méteni aerobniho
biologického rozkladu bylo provedeno pomoci respirometru Micro-Oxymax (corp. Co-
lombus instruments, USA), kdy v pribéhu méfeni byla zaznamenavana biologicka spotie-
ba kysliku a procento biologického rozkladu bylo hodnoceno na zakladé poméru
BSK/TSK. Vsechna méfeni BSK byla provedena pii standardni laboratorni teploté 25+1°C
vzdy tiikrat vedle sebe pro biotické i abiotické prostiedi. Hodnoceni biologické rozlozitel-
nosti anoxomeru bylo rozdéleno na dva po sobé& jdouci nezavislé testy. V prvnim testu,
ktery probihal 47 dni, byla nedopatfenim koncentrace anoxomeru v reakénich lahvich pou-
ze 127mg/l. Z diavodu lepsiho srovnani vysledki BSK u jednotlivych testovanych prostiedi
byl proveden i druhy test. Tento test byl jiz optimalizovéan, trval 27 dni a koncentrace ano-
xomeru V reakénich lahvich byla 205mg/l. Na zakladé prabéznych vysledkt (prvniho) re-
spirometrického testu byl ptfipraven také modifikovany Zahn-Wellensiv test pro ziskani
dostatecného mnozstvi testovaného anoxomeru, aby bylo mozno realizovat FTIR analyzu

a piipadn¢ dalsi charakteristiky.

6.3.1 Biologicky rozklad anoxomeru — respirometricky test |

Do reakénich lahvi 0 objemu 200 ml bylo dévkovano 99 ml ti¢ni vody a 1ml zasobniho
roztoku biomeédia I. Koncentrace substratu v reakénich lahvich byla 127 mg/l. Substratem
byla bud’ zkoumana latka anoxomer, nebo standardni latka benzoan sodny. Pfidanim za-
sobniho roztoku biomédia I do ti¢ni vody doslo zaroven k jeho vysréZeni, coz pro mikro-
organismy Vv fi¢ni vodé nebylo idedlni. Na prubéh biologického rozkladu standardni latky
vysrazeni biomedia I vliv nemélo, z tohoto dtivodu bylo dale v testu pokracovano po dobu
jiz zminénych 47 dni.

Z prubéhu respirace, ktera je graficky znazornéna na obr. 18, 1ze zpozorovat, ze hodnoty
BSK u suspenzi s obsahem anoxomeru se pohybuji okolo hodnot 97,3+7,9 mg/l a tudiZ na
arovni hodnot BSK slepého pokusu (91,4+4,9 mg/l). Anoxomer o koncentraci 127 mg/I
Vv fi¢ni vod¢ tak nema na prubéh respirace mikroorganismi zadny negativni vliv. ZvySeni
hodnot BSK v dob¢ testu 600-800 hodin, které nastaly u jednotlivych respiracnich kiivek

jak pro slepy pokus, tak i pro anoxomer, jsou nejspise zptisobeny nitrifikaénimi pochody
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(obsah dusikatych latek v fi¢ni vodé nebyl stanoven). Sledované parametry v pribéhu testu

jsou uvedeny v tab. VI.

300 —x—Sl. pokus 1
250 Sl. pokus 2
200 —x—$l. pokus 3
— —o— Anoxomer 1
> 10 (0,01379)
e —O— Anoxomer 2
v 100 (0,01329)
wn —O— Anoxomer 3
@ 50 (0,01139)
—A—B-Nal
0 @ ' —A—B-Na2
0 200 400 600 800 1000 1200

sv v

Obr. 18 Priabéh biologického rozkladu anoxomeru s niZsi koncentraci v fi¢ni vodé

Tab. VI Sledované parametry jednotlivych suspenzi béhem biologického rozkladu anoxo-

meru Vv ti¢ni vodé — respirometricky test |

Vzorek
Mérené parametry
slepy pokus B-Na Anoxomer
Doba testu [dny] 47 47 47
PHpot. 7,721 7,753 ;
DOCpoz. [Mg/1] 28,97 51,15 104,0

PHion. 7,811 7,804 ;

DOCyon. [Mg/1] 2,030 4,687 -
BSK470 [Mg/1] 91,4449 276,4+32" 97,3+7,9

BSK/TSK [%] - 100 -

“smérodatnd odchylka

6.3.2 Biologicky rozklad anoxomeru — respirometricky test 11

Zména postupu pro respirometricky test I nastala pouze ve zméné koncentrace substratu
(dvojnasobnad navazka) a optimalizovaného sloZeni pouZitého biomédia. Biomédium Il
obsahovalo podstatné méné nutricnich prvki: N, S, P. Pribéh biologického rozkladu ano-

Xomeru Vv fi¢ni vod¢ je graficky znazornén na obr. 19. Pro lepsi orientaci v grafu vSak byl
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pouZit obr. 20, na kterém neni zobrazena respirace standardni latky (benzoanu sodného).
Na obr. 20 tak muzeme vidét, ze hodnoty BSK u suspenzi s obsahem anoxomeru (BSK;7p
30,3+3,3) se pohybuji mirné pod hodnotami BSK slepého pokusu (BSK,7p 35,8+2,7) po
cely prib¢h testu. Také zaroven plati, ze ¢im vétsi byla navazka anoxomeru, tim mensich
hodnot BSK bylo na konci respirometrického testu dosazeno. ZvySeni koncentrace anoxo-
meru ze 127 mg/l na 205 mg/l ma za nasledek, ze respirace mikroorganisma v fi¢ni vodé je
mirn¢ inhibovana. Vysledky téchto test tak naznacuji, Ze s rostouci koncentraci anoxome-
ru (potencialni akumulace v jednotlivych slozkach ZP) bude dochazet ke zvy3eni jeho ne-

gativniho vlivu na ZP. Sledované parametry v pribé&hu testu jsou uvedeny v tabulce VII.

500

150 SI. pokus 1
400 v 0600000 X0 ~ Anoxomer 1
. 350 ot ==mc = o i (0,0219g)
S 300 L T i —&— Anoxomer 2
E, 250 275 (0,0201g)
< 200 e —o— Anoxomer 3
Q (0,01979)
150 1 —<—B-Na1(0,0223g)
100
—<—B-Na 2 (0,0238g)
& B-Na3(0,0201g)
0 100 200 300 t[h] 400 500 600 700

v v

Obr. 19 Pribéh biologického rozkladu anoxomeru s vySSi koncentraci v #i¢ni vodé

—~—Sl. pokus 1

—~—Sl. pokus 2

—~—Sl. pokus 3

Anoxomer 1
(0,02199q)
—o— Anoxomer 2

(0,02019g)
—o— Anoxomer 3
T . . . . ) (0,01979g)

0 500 600 700

Obr. 20 Pribéh respirace slepého pokusu a fiéni vody s obsahem anoxomeru
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Tab. VII. Sledované parametry jednotlivych suspenzi béhem biologického rozkladu ano-

Xomeru Vv ti¢ni vodé — respirometricky test Il

Vzorek
MEfené parametry slepy pokus B-Na Anoxomer
Doba testu [dny] 27 27 27
PHpot. 7,803 7,885 -
DOCpoe [Mg/1] 21,96 162,8 168,0
pPHkon. 7,940 7,913 -
DOCyon. [Mg/1] 7,020 35,13 -
BSK27p [Mg/1] 35,842,7" 402,148,0 30,3+3,3
BSK/TSK [%] - 100 -

“smérodatnd odchylka

6.3.3 FTIR analyza anoxomeru vystaveného piisobeni ¥i¢ni vody

Vzorky anoxomeru z testu II byly podrobeny FTIR analyze. Naméfena FTIR spektra pro

biotické i abiotické prostfedi s vyznacenymi vyznamnymi funkénimi skupinami jsou uve-

dena na obr. 22 a 23 a porovhavana s naméfenym spektrem ,,¢istého* anoxomeru obr. 21.

Absorbance

1432cmt(-CH: )}

2854emt (<CHa)

3672em (-OH)

T

400 800

1200 1600 2000

2400 2800

wWavenumbers [cm1]

Obr. 21 FTIR spektrum ,,¢istého* anoxomeru

3600 4000
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Obr. 22 FTIR spektrum anoxomeru vystaveného ptsobeni mikroorganismt
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Obr. 23 FTIR spektrum anoxomeru vystaveného abiotickym podminkam

(vodné prostredi)

Porovname-li singularni FTIR spektra, dojdeme opét k zavéru, ze ke zménam mezi namé-

fenymi spektry dochazi pouze u rozsahu namétené absorbance. Pro pritkaznéjsi kvantita-

tivni porovnani byly z naméfenych FTIR spekter spo¢teny poméry ploch piku, které jsou

uvedeny v tab. VIII.
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Tab. VIII. Vypocitané poméry ploch FTIR spekter pro ,,Cisty” anoxomer a pro anoxomer

vystaveny pisobenim fi¢ni vody

Vzorek Anoxomeru
Méfené parametry Z biotického Z abiotického
Cisty
prostiedi prostiedi
Daoba expozice [dny] 0 27 27
Agrapg —A
-OH —E720  TEeE0 2,68 2,80 2,69
A?S'}
A A,
C-H; -CH, | 2. —2%=0 12,21 12,14 11,73
‘4?6'5
An — A
-CHs 1350 a0 3,51 3,26 3,29
A?EE‘
Aoz — Ao
-CH _Li7s  TApe3 6,79 6,65 6,62
‘4?63'

U ,,Cistého* anoxomeru, stejn¢ tak jako u anoxomeru vystaveného plisobeni ficni vody, se
ziskané hodnoty poméru ploch pikti pro jednotlivé oblasti FTIR spektra nikterak zasadné
neodliSuji (v ramci chyby méfteni), z éehoz plyne, Ze zkoumana latka anoxomer nepodléha

béhem 27 dni biologickému rozkladu v fi¢ni vodé.

6.4 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru v Fiénim sedimentu

Pro hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti anoxomeru v fi¢nim sedimentu byl jako
inokulum zvolen ti¢ni sediment z vody Dievnice (misto odbéru Zlin-stied). Méfeni bylo
provedeno pomoci respirometru Micro-Oxymax (corp. Colombus instruments, USA), kdy
V pribéhu méfeni byla zaznamenavana biologicka spotieba kysliku a procento biologické-
ho rozkladu bylo hodnoceno na zakladé¢ poméru BSK/TSK. Vsechna méfeni BSK byla
provedena vzdy tfikrat vedle sebe. Test probihal po dobu 47 dnli pouze pro biotické pro-
stiedi, pfi standardni laboratorni teploté 25+1°C. Po ukonceni respirometrického testu byly

vzorky anoxomeru z ti¢niho sedimentu podrobeny FTIR analyze.
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Objem suspenze v reaktoru byl stanoven na 50ml do 200ml reak¢nich lahvich. Sediment
v reak¢nich lahvich byl tvofen vodnou (fi¢ni voda — Dievnice, odbérové misto Zlin—Stied)
a tuhou fazi v poméru 1:1. Do vodné faze byl navic pfidavan 1ml zasobniho roztoku bio-
média Il. Koncentrace anoxomeru v suspenzi byla 266 mg/l. Jako standardni latka byl pou-

Zit benzoan sodny.

6.4.1 Biologicky rozklad anoxomeru — respirometricky test

Z prab¢hu biologického rozkladu anoxomeru v ficnim sedimentu, ktery je zndzornén na
obr. 24, lze vyvodit, ze anoxomer mirn¢ inhibuje respiraci mikroorganismu v fi¢nim sedi-
mentu. A to z diivodu, Zze naméfené hodnoty (se smérodatnymi odchylkami) u suspenzi
s obsahem anoxomeru (BSK47p 943,0+8,0) se pohybuji lehce pod hodnotami slepého po-
kusu (BSKa7p 965,7+5,5) po celou dobu testu. V tab. IX jsou uvedeny sledované parametry

u fiéniho sedimentu.

1400
1200 SI. pokus 1
1000 —o& Sl. pokus 2
800 —o—Sl. pokus 3
E) 600 —x— Anoxomer 1 (0,0133g)
£ 400
;' —— Anoxomer 2 (0,0135g)
200 :
8 0 ‘ —+— Anoxomer 3 (0,0132g)
0 200 400 600 800 1000 1200 B-Na 1 (0,01009)
~+ B-Na 2 (0,0100g)
t[h]

Obr. 24 Prubéh biologického rozkladu anoxomeru v fiénim sedimentu
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Tab. IX. Sledované parametry jednotlivych suspenzi béhem biologického rozkladu

anoxomeru V ricnim sedimentu

Vzorek
Mérené parametry
slepy pokus B-Na Anoxomer
Doba testu [dny] 47 47 47
PHpoz. 7,136 7,201 ]
PHkon. 7,519 7,603 ]
BSK47p [mg/1] 965,745,5" 1265,3+4,6 943,048,0
BSK/TSK [%] - >95 -
Spalitelna cast vodné faze
97,69
sedimentu [%]
Spalitelna cast tuhé faze
20,11

sedimentu [%]

“smérodamd odchylka

6.4.2 FTIR analyza anoxomeru vystaveného piisobeni Fi¢niho sedimentu

Po ukonceni respirometrického testu byly vzorky anoxomeru z biotického prostredi fi¢niho

sedimentu podrobeny FTIR analyze obr. 26 a srovnavany s namétenym FTIR spektrem pro

,,Cisty* anoxomer na obr. 25. Tak jako u pfedchozich prostedi nastava zména u vyhodno-

cenych FTIR spekter pouze v hodnotach naméfené absorbance. V tab. X jsou pro prikaz-

néjsi kvantitativni porovnani vypocteny poméry ploch pikti pro jednotlivé oblasti spektra.
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Obr. 25 FTIR spektrum ,,¢istého* anoxomeru
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Obr. 26 FTIR spektrum anoxomeru Vv biotickém prostiedi ficniho sedimentu
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Tab. X. Vypocitané poméry ploch FTIR spekter pro ,,Cisty* anoxomer a pro anoxomer

Z biotického prostredi ficniho sedimentu

Vzorek anoxomeru
Mérené parametry
Cisty Z anaerobniho kalu
Doba expozice [dny] 0 47
_OH Asran — Asezn 2,68 2,65
A?ES‘
Aoy — A
C-H: -CH, 311U sl 11,9 11,45
ATS'}
-CHs “15 ~ A1 3,54 3,04
A?EE
A, — A,
-CH Tis  Taues 6,44 6,17
‘4?65"

Srovnanim hodnot pomért ploch pro jednotlivé oblasti nebyly mezi vypocitanymi hodno-
tami zpozorovany vyraznéj$i zmény. Nejvétsich rozdilli bylo dosazeno v oblastech vino-
vych délek 1550cm™+1400cm™ a 1275cm™+1063cm™ V t&chto vinovych délkéch je prav-
dépodobné, ze bude dochazet ke zménam u koncovych -CHs a -CH skupin vlivem pisobe-
ni mikroorganismii v fi¢nim sedimentu. Stejné tak jako u pfedchozich prostfedi tyto malé
zmény nemaji vliv na celkovy biologicky rozklad anoxomeru. U anoxomeru tak po dobu

27 dni v fi¢nim sedimentu nedoslo k biologickému rozkladu.

6.5 Hodnoceni biologické rozlozitelnosti anoxomeru v pidnim prostiedi

Poslednim testovanym prostiedim pro hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti ano-
xomeru bylo zvoleno pidni prostfedi. Pfed samotnym méfenim byla provedena optimali-
zace testu, ktera zahrnovala zvoleni vhodného typu pidy. Za inokulum byla zvolena podle
normy CSN EN ISO 11721-1 piidni smés (viz kapitola 5.2). Méfeni bylo provedeno pomo-
ci elektrochemického respirometru Bi-2000 (Bioscience corp., USA). Bylo tedy nutné, aby

byly béhem méteni na respirometru Bi-2000 dodrzeny dvé zasadni podminky:
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a) Zajisténi co nejvétsi prodysnosti piudy z divodu dobrého piestupu Kysliku
z plynné do pevné faze. Z tohoto duvodu byla vytvofena smés zemédélské
zeminy a komercniho kompostu.
b) Zabezpecit co nejvétsi spotiebu kysliku, aby v prubéhu méteni nedochazelo
k vyraznym chybam, které mohou byt zptisobeny vlivem zmén atmosféric-
kého tlaku a teploty, protoze méfici cely nejsou umistény v uzavieném a
temperovaném prostoru. Z tohoto diéivodu je nutné davkovat ptiblizné 1 g
rozlozitelné latky na 500 ml pudy do reakéni lahve o objemu 1000 ml, v pti-
padé Spatné rozlozitelnych latek je nutné mnozstvi studované latky navysit
az na 2 g na 500 ml pady v 1000 ml reakéni lahvi. V pfipadé anoxomeru se
tak jedna o extrémné vysoké testované koncentrace, které v realnych pod-
minkach nenastanou.
V prubéhu méteni byla zaznamendvana biologicka spotieba kysliku. VSechna méfeni BSK
byla provedena vzdy Ctyfikrat vedle sebe. Test probihal po dobu 68 dnl v biotickém i abio-
tickém prostiedi, pii standardni laboratorni teploté 25+1°C. Po ukonceni respirometrického

testu nasledovaly doplikové analyzy FTIR spektroskopie a mikrobiologicky rozbor pud.

Pro ovéfeni biologické aktivity v ptidni smési byla pouzita glukoza jako snadno biologicky
rozlozitelna latka. Experiment probihal 13 dni, kdy pro plidni smés bylo dosazeno 60%
rozkladu glukézy. To znaci, ze mikroorganismy v pidni smesi jsou biologicky aktivni.

Pribéh biologického rozkladu glukézy je znazornén na obr. 27.
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Obr. 27 Prabeh biologického rozkladu glukdzy v ptidnim prostiedi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

6.5.1 Biologicky rozklad anoxomeru — respirometricky test

Vyhodnoceni respirace prob&hlo pouze pro biotické prostiedi. Z prabéhu respirace (obr.
28) lze vidét, ze od 0-200 hodiny testu se hodnoty BSK pro slepy pokus a pro pidni smés
s obsahem anoxomeru pohybovaly na stejné urovni. Po 200 hodinach testu vSak nastava
zlom. Respirace mikroorganismi v samotné ptidni smesi (slepy pokus) kontinualné roste,
zatimco u pudni smési s obsahem anoxomeru dochazi k poklesu hodnot kumulativni BSK
a hodnoty naméfené BSK u ptdy s obsahem anoxomeru (BSKggp 1152,4+11,5) se pohybuji
vyrazné¢ pod hodnotami slepého pokusu (BSKggp 1875,4£12,3). S nardstajicim Casem se
rozdil naméfenych hodnot BSK neustile zvétSuje. Z toho vyplyva, Ze anoxomer
V testované koncentraci 2 g/500 ml pudy vyrazné ovliviiuje respiraci mikroorganismi

Vv pudnim prostiedi. Sledované parametry v prub&hu testu jsou uvedeny v tab. XI

2000 —o—Sl. pokus 1
1288 Sl. pokus 2
1400
1200 SI. pokus 3
(@)
.E. 1000 —x—Anoxomer 1
800 (2,00029g)
(0,3) 600 —x— Anoxomer 2
400 (2,00819)
200 —<—Anoxomer 3
0 & ' - - - . - (2,0007g)
0 300 600 900 1200 1500 1800 Anoxomer 4
t[h] (2,00029)

Obr. 28 Pribéeh biologického rozkladu anoxomeru v pidnim prostiedi
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Tab. XI. Sledované parametry béhem biologického rozkladu anoxomeru v pudé

Vzorek
MEfené parametry slepy pokus Glukoza Anoxomer
Doba testu [dny] 68 13 68
PHpot. 6,845 6,845 6,845
PHyon. 6,283 6,809 6,102
Vlhkost piidy,.: [%] 59,8 59,8 59,8
Vlhkost ptidy,n [%] 57,6 60,0 60,4
BSKssp [Mg/1] 1875,4+12,3* 962,6+11,4 1152,4+11,5
BSK/TSK [%] - 67,3

*  smerodatna odchylka

6.5.2 Mikrobiologicky rozbor pidy

Mikrobiologickym rozborem pud bylo hodnoceno do jaké miry anoxomer ovlivituje pocet
mikroorganismu obsazenych v pudni smési. Porovnavany byly poéty aktynomicét, vlakni-
tych plisni a celkovy pocet bakterii viz tab. XIl. Zména se projevila pouze v celkovém po-
¢tu bakterii, kde hodnoty u smésné pidy s obsahem anoxomeru byly o fad nizsi nez hodno-
ty pro smésnou pudu bez obsahu anoxomeru. Tyto malé¢ zmény vSak neméni nic na tom, zZe

anoxomer se vici mikroorganismiim obsazenych v ptidé chova netoxicky.

Tab. XII. Pocet aktinomycét, vlaknitych plisni a celkovy pocet mikroorganismii obsazeny

u smésné pudy bez anoxomeru a s obsahem anoxomeru

vy 2 typ pudy
Merene parametry . —
smésna puda smésna ptida + anoxomer
doba expozice [dny] 0 68
pocet aktynomicét v 1g ptdy 2.10° 2.10°
pocet vlaknitych plisni v 1g pady 19 - 10° 19 -10°
pocet celkovych bakterii [KT)/g] 33-10° 68 - 10°*

Ve spolupréci s M. Bartutikovou bylo stanoveno mnozstvi dusiku a uhliku v ptidni mikro-
bialni biomase fumiga¢né extrakéni metodou. Z vysledk uvedenych v tab. XIll, Ize zpo-

zorovat, Ze hodnoty celkového uhliku a dusiku v padni mikrobialni biomase u pidni smési
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S obsahem anoxomeru jsou nizsi nez u pidni smési bez obsahu anoxomeru. Lze tak tvrdit,
Ze anoxomer piitomny Vv pidni smési negativné ovliviiuje (sniZzuje) mnozstvi celkového

uhliku a dusiku v mikrobialni biomase.

Tab. XIII. Stanoveni dusiku a uhliku v piidni mikrobidlni biomase fumigacné extrakcni

metodou

Stanoveni uhliku padni mikrobialni biomasy

TOC: TOCy TOComs
Smésna plida 91,131 30,084 61,047
Smésna puda + anoxomer 67,013 28,598 38,415
Stanoveni dusiku padni mikrobialni biomasy
TN: TNy TNems
Smésna plda 23,757 20,515 3,242
Smésna plda + anoxomer 19,666 17,623 2,043
Kde:
TOCk.......... celkovy organicky uhlik — fumigovana smés
TOCw......... celkovy organicky uhlik — nefumigovana smés

TOCpms....... celkovy organicky uhlik — ptidni mikrobialni biomasy

TN celkovy dusik — fumigovana smés
TNNceeeeen. celkovy dusik — nefumigovana smés
TNpMB «-- - celkovy dusik — ptidni mikrobialni biomasa

6.5.3 FTIR analyza anoxomeru vystaveného ptisobeni pudy

Vzorky anoxomeru z pudni smési byly podrobeny FTIR analyze. Namétena FTIR spektra
pro biotické i abiotické prostiedi s vyznaCenymi vyznamnymi funkénimi skupinami jsou
uvedena na obr. 30 a 31 a porovndvana s naméfenym spektrem ,,¢istého anoxomeru obr.
29.
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Obr. 29 FTIR spektrum ,,¢istého* anoxomeru
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Obr. 30 FTIR spektrum anoxomeru v biotickém prosttedi pady
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Obr. 31 FTIR spektrum anoxomeru Vv biotickém prostiedi pady

Porovname-li jednotlivd FTIR spektra, pozorujeme zmény pouze v rozsahu naméfené ab-

sorbance jako v ptedchézejicich studovanych prostiedich. Pro prikazngj$i kvantitativni

porovnani byly z namétenych FTIR spekter spoéteny poméry ploch pikd, které jsou uve-
deny v tab. XIV.
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Tab. XIV. Vypocitané poméry ploch FTIR spekter pro ,,¢isty* anoxomer a pro anoxomer

vystaveny pusobeni pudy

Vzorek Anoxomeru
Méfené parametry Z biotického Z abiotického
Cisty
prostiredi prostiedi
Doba expozice [dny] 0 68 68
Agrapg —A
-OH 5720 Eeed 2,68 2,64 2,51
A?GE‘
I
C-H; -CH, = 12,21 12,17 11,20
F-'.’E»'}
Ayeen — A
-CH;, e L 3,51 3,32 3,03
A?SE
Ay — A
-CH s Tieed 6,79 6,55 6,69
""1'-'6'3'

U ,.Cistého* anoxomeru, stejné tak jako u anoxomeru vystaveného pusobeni pudy, se zis-
kané hodnoty poméru ploch piki pro jednotlivé oblasti FTIR spektra nikterak zasadné ne-
odli$uji. Nejveétsi zména je zaznamenana u vibranich past vrozsahu vinovych délek
3110cm™+2740cm™ a 1550cm™+1400cm™ pro abiotické prostiedi. V t&chto vinovych dél-
kach je pravdépodobné, Ze bude dochazet ke zménam pouze u koncovych -CHz a -CH sku-
pin vlivem vlhkosti pidy. Ale ani tyto zmény nemaji vliv na biologicky rozklad anoxome-
ru v piidnim prostfedi. Anoxomer se tak po dobu 68 dni v pidnim prostfedi biologicky

nerozlozil.
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ZAVER

Tato prace se zabyva studiem biologického rozkladu polymerniho antioxidantu anoxomeru
v Cistirenskych procesech a v jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi. Kromé biologic-
kého rozkladu anoxomeru se prace zabyva zjisténim, zda jsou jednotlivé slozky zivotniho

prostiedi a predevsim mikroorganismy v nich obsazené pfitomnosti anoxomeru negativné

ovliviiovany.

Pokusy o rozloZeni anoxomeru probihaly v péti vybranych prostredich. Konkrétné v akti-
vovaném kalu, anaerobnim kalu, fi¢ni vodé¢, ficnim sedimentu a pidé. Prabéh biodegra-
dacnich procest byl sledovan méfenim BSK. Vyhodnocovani biologického rozkladu bylo
provadéno pomoci respirometrického testu, modifikovaného Zahn-Wellensova testu a
FTIR analyzy, popiipadé dalsich vhodnych doplikovych analyz. VSechny testy byly pro-

vadény za srovnatelnych laboratornich podminek.

V Zadném z vySe zminénych prostiedi nedoslo k biologickému rozkladu anoxomeru. Pouze
pomoci FTIR analyzy doSlo k zaznamenani mensich zmén u vibra¢nich past v rozsahu
vlnovych délek 1550cm™+1400cm™ a 1275cm™+1063cm™. V t&chto vlnovych délkach je
pravdépodobné, ze bude dochazet ke zménam u koncovych -CHsz a -CH skupin, k cemuz
dochazi vlivem piasobeni mikroorganismti (u anoxomeru vystaveného piisobeni abiotic-
kych podminek tyto zmény zaznamenany nebyly). Tyto drobné zmény vSak nic neméni na

skute¢nosti, Ze v prub&hu testi u anoxomeru k biologickému rozkladu nedoslo.

Z hlediska ovlivnéni mikroorganismi v prostiedi, které byly plisobeni anoxomeru vystave-
ny, vyslo najevo, ze ve ¢tyiech z péti prostiedi (aktivovany kal, anaerobni kal, ¥i¢ni voda,
fi¢ni sediment) byla zaznamenéna mirna inhibice respirace mikroorganismu pro koncent-
raci anoxomeru cca 200 mg/l. V pétém — padnim prostiedi — byla zaregistrovana vyrazné
vy38i mira inhibice respirace mikroorganismut. Coz vSak bylo zptusobeno daleko vyssi kon-
centraci uzitého anoxomeru, a to cca 2 g/500 ml pudy. Z toho vyplyva, Ze pravdépodobné
s rostouci koncentraci pouzitého anoxomeru piimo tmérné poroste mira inhibice respirace

mikroorganismi.
Koncentrace anoxomeru, které byly v testech této prace pouzity, jsou vSak mnohonasobné
Vy38i, neZ jaké by se pti realném uzivani anoxomeru v prostfedi mohly vyskytovat — viz

védecka prace T. M. Parkinsona a J. P. Browna[15].
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Ackoli v Z&ddném z testovanych prostiedi k biologickému rozkladu anoxomeru nedoslo, je
velmi pravdépodobné, Ze s jeho pouZivanim bude v danych prosttedich dochazet k jeho
akumulaci a tim i neustalému zvy3ovani jeho koncentrace v prostiedi, coz by se na respira-
ci mikroorganismu a tim i na mikroorganismech samotnych mohlo v budoucnu teoreticky

negativné projevit.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

MUSILOVA, L., UHLIK, O., MACKOVA, M., MACEK. T. Uloha sekundarnich
metabolittl rostlin v bakterialni degradaci organickych xenobiotik. Chemické listy
106. 2012 str. 1029

KOTYZA, J., SOUDEK, P., KAFKA, Z., VANEK. T. ,Novy*“ environmentalni
polutant. Chemicke listy 103. 2009 str.540

VRBOVA, T. Vime co jime? Aneb privodce ,,E¢ky“ v potravinach. 2001 ISBN:
80-238-7504-3

FETZNER, S. Biodegradation of xenobiotics. Encyclopedia of Life Support Sys-
tems (EOLSS). [online]. [Cit. 2013-02-10]. Dostupny z WWW:
http://www.eolss.net/

Xenobiotika [online]. [Cit. 2013-02-18]. Dostupny z WWW:
http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/ AJEBC.htm

HOLOUBEK, I. Osud chemickych latek v prostiedi. [online]. [Cit. 2013-02-22].
Dostupny z WWW: http://www.recetox.muni.cz/

GU, JI-GUANG.,GU, JI-DONG. Methods currently used in microbiological de-

gradation and deterioration. Journal of Polymers and the Environment, VVol.13,
No.1, January 2005 DOI 10.1007/s10924-004-1230-7

Asimilace. Biotech slovnik [online]. [Cit. 2013-02-22]. Dostupny z WWW:
http://www.gate2biotech.cz/dictionary.php?word=370

HOFFMAN, J., REZNICKOVA, 1., RUZICKA, J. Technologicka cvi¢eni

Z ochrany zivotniho prosttedi II. Zlin, srpen 2000

ASTM [online]. [Cit. 2013-02-18]. Dostupny z WWW:

http://www.astm.org

Celkovy organicky uhlik a chemicka spotieba kysliku [online]. [Cit. 2013-03-17].
Dostupny z WWW:

http://www.irz.cz/node/125

CSN EN ISO 7827: 1997, Jakost vod. Hodnoceni dpIné aerobni biologické rozlo-

Zitelnosti organickych latek ve vodnim prostiedi. Metoda stanoveni rozpusténého

organického uhliku (DOC)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

WEINSHENKER, NED M. Anoxomer a new nonabsorbable antioxidant. Food
Technology 1980

Emulgétory [online]. [Cit. 2013-01-25]. Dostupny z WWW:
http://www.emulgatory.cz/seznam-ecek?prisada=E323

BROWN, J.P., PARKINSON, T.M. Nonabsorbable food additives trough poly-
meric design. Drug metabolism reviews, 16 (4), 389-422 (1985-86)
PARKINSON, T.M. Intestinal absorbation of two potential polymeric food aditi-
ves in man. Department of Biological Sciences, Dynapol, Palo Alto, California
94304, USA

BROWN, J.P., BROWN, R.J. Gut microflora interactions with two experimental
polymeric food aditives in the rat. Department of Biological Sciences, Dynapol,
1454 Page Mill Road, Palo Alto. CA 94304, USA

DRIMAL, P., HOFFMAN, J. Automatizovany systém kontinualniho sledovani
aerobniho biologického rozkladu latek ve vodnim i pidnim prostiedi. Chemické
listy 102, 139-147 (2008)

Bioscience, Inc.: BI-2000 Electrolytic Respirometer User’s Reference Manual and

Troubleshooting Guide. 2001

GENCUROVA, M., Biodeterioracia PVC/DOP/MMT nanokompozitov vo vodnom a
podnom prostiedi, diplomova prace, Zlin, 2011, Univerzita Toma3e Bati, Fakulta
technologicka

CSN EN ISO 9408: 1995, Jakost vod. Hodnoceni GplIné biologické rozloZitelnosti
organickych latek ve vodnim prostredi. Metoda stanoveni spotreby kysliku v respiro-
metru

Hrncitik, J., Klima, J., Kupec, J. Aparatura pro volumetrické sledovani anaerobniho
rozkladu organickych latek. Chemickeé listy 91, 877-883 (1997)

Pekatova, S., Iniciace biologického rozkladu polyvinylalkoholu v piidnim prostied:,
diplomova prace, Zlin, 2012, Univerzita TomasSe Bati, Fakulta technologicka
Instruction manual Total organic carbon analyser model TOC — 5000A, Shimadzu
Cor-poration, Japan, 1996

Ruzicka, J. Mikrobiologicka cviéeni - skriptum. Zlin, Univerzita Tomase Bati,
2001. ISBN 80-7318-017-0.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

74

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK
ATM
BFRs
BHA
BSK
CHSK
cov
CSN
DOC
DDT
EIS
KOH
KTJ
PAH
PCBs
TBHQ

TOC

Aktivovany kal

Allylthiomocovina

Polybromované retardatory hoteni
Butylhydroxyanisol

Biochemicka spotteba kysliku
Chemicka spotreba kysliku

Cisti¢ka odpadnich vod

Ceska statni norma

Rozpustény organicky uhlik
1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie
Hydroxid draselny

Kolonie tvotici jednotku

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Polychlorované bifenyly

Tercialni butylhydrochinon

Celkovy organicky uhlik

Zivotni prostiedi
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