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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo navrhnout vhodnou metodiku laboratornich testii
biodegradace polymernich latek v prostfedi kompostu. Vyhodnoceni biorozlozitelnosti
bylo provedeno na zdkladé produkce CO,, ktery byl detekovéan plynové chromatografickou
analyzou a analyzou titrani. Pfi nastaveni ,,optimalnich podminek* kompostovani jsou
vysledky obou metod srovnatelné a v budoucnu lze plynové chromatograficko koncovku

pouzit jako jediné kritérium hodnoceni biorozkladu polymerti v prostiedi kompostu.

Klicova slova: Biodegradace, kompostovani, plynova chromatografie.

ABSTRACT

The aim of this diploma work was to design a acceptable method for laboratory
testing of polymers in compost. The evaluation of biodegradability was evaluated by
means of CO, — production. CO, was assessed by gas chromatography and titration
method. Record are comparable of both methods at setting ,,optimum conditions" of
composting and it is possible the gas chromatografic method could be used as the only one

criterium for evaluation of polymer degradation in compost environment.

Keywords: Biodegradation, composting, gas chromatography.
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UvVOD

Na ustavu inzenyrstvi ochrany zivotniho prostfedi je jiz po dlouhou dobu
vénovana pozornost testovani biorozkladu polymernich latek ve vodném a pidnim
prostiedi. Testy v prostfedi kompostu nebyly dosud provadény a proto cilem této

diplomové prace je metodicky popsat praktickou realizaci téchto testi.

Vyhodou kompostovani je nejen vznik nového vyuzitelného produktu — humusu,
ale 1 stabilizace bioodpadu a jeho ,recyklace. Pti sprdvném provozovani technologii
kompostovani téméf nezatézuje zivotni prostiedi, nebot’ vstupujici odpad je v plném

rozsahu ptetvoien pro dalsi vyuziti.

Pro sledovani biodegradace polymernich latek béhem kompostovani byla

pouzita plynové-chromatograficka koncovka a titra¢ni analyza.
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1 DEGRADACE A BIODEGRADACE POLYMERU

1.1 Degradace

Degradace je nevratnd zména chemické struktury polymerti a jeho piislusnych

vlastnosti [1].
Polymer mtize degradaci podléhat péti interakénimi mechanismy [1]:

= Fotodegradaci dennim svétlem

= Oxidaci pomoci chemickych slou€enin
= Termickou degradaci, tzn. zahfatim

= Mechanickou degradaci

= Degradaci pomoci mikroorganismi, tzn. biodegradace

1.2 Biodegradace

Definici biodegradace je uvedeno n¢kolik. Biodegradace je schopnost substance
podstoupit mikrobialni utok. Biodegradace je eliminace organickych latek z ekosystému
pomoci metabolické aktivity biocendzy. V optimalnim piipadé¢ koneénym produktem
biodegradace je biomasa, oxid uhlicity, voda a ptipadné dalsi anorganické slouceniny

(amoniak, sulfat) [2].

Biodegradace se mize v prirod¢ odehravat dvéma zplsoby: aerobné (za piistupu
vzduchu) a anaerobné (za nepfistupu vzduchu). Tyto dvé moznosti biodegradace

probihaji jak v piidnim tak ve vodnim prostiedi [1].
Chemicky proces mliZze byt popsan nasledujicimi rovnicemi [1]:

= Aerobni proces ( kde C znaci uhlik)

Cpolymer+ 02 - CO2 + H2O + Czbytkovy+ Cbiomasa+ soli

= Anaerobni proces

Cpolymer — CO, + CHs + HO + Czbytkovy + Chiomasa + soli

Moznosti sledovani biologického rozkladu vyplyvajicich z uvedenych rovnic:
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= Stanoveni ubytku rozkladané latky (TOC)
Analyza je zalozena na detekci oxidu uhli¢itého vznikajiciho spalovanim latek

na katalyzatoru. Mnozstvi celkového organického uhliku (TOC) je dano zrozdilu

celkového uhliku (TC) a anorganického uhliku (IC).

= Stanoveni spotfeby kysliku
Me¢feni se provadi v uzavieném respirometru pomoci kyslikové elektrody nebo

napft. pomoci manometrického ptistroje Bial (kap. 3.1.4) [3].

= Stanoveni kone¢nych produktt
Stanoveni produkce CO, jako konec¢ného produktu biodegradace je mozné

provadét plynovou chromatografii, titraéni metodou nebo IR spektroskopii.

Norma, kterd by popisovala pfimo metodu meéfeni biodegradace s plynové
chromatografickou koncovkou neni, proto byla vyuzita norma ISO 6974-3 pro
stanoveni piirodnich plynti s plynové chromatografickou koncovkou. Metoda vyuziva
dvou chromatografickych kolon. Pro stanoveni vodiku, hélia, kysliku a dusiku se
pouziva kolona obsahujici molekulédrni sito s oznacenim 13X stermalné vodivostni
detektekci (TCD). Pro stanoveni dusiku, oxidu uhli¢it¢ého a uhlovodiku C1-C8 se
pouziva kolona naplnénd Porapakem R sdetekci TCD a plamenové-ionizatnim
detektorem (FID) v sériovém zapojeni. Tyto dvé analyzy jsou provedeny nezdvisle a

vysledky jsou kombinovany [4]

Titraéni metoda je zaloZena na jimani vyprodukované¢ho CO, v absorbérech,

které obsahuji NaOH. CO; se stanovuje titraci odmérnym roztokem HCI.

= Sledovani nartistu biomasy

Celkova biodegradace nastane pokud jiz nejsou pfitomny zadné zbytkové latky
polymeru, tzn. ptivodni polymer je kompletné pfeménén na plynné produkty a piislusné

soli [1].
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2 FAKTORY OVLIVNUJICIi PRUBEH BIODEGRADACE

Hlavnimi podminkami, bez kterych by biodegradace viibec nenastala, jsou

[1,5,6]:

0 Pfitomnost mikroorganismi

Zakladem pro kazdou biodegradace je existence mikroorganismii s vhodnym
metabolickym vybavenim k enzymové syntéze uritych polymernich latek. Tim dojde

k zahajeni nepolymeracniho procesu a k mineralizaci monomert a oligomert.

Zpusobilost mikroorganismii degradovat organické materidly je zavisla na

intenzit€ s jakou produkuji pro dany substrat specifické extracelularni enzymy.

0 Enviroment

Je n¢kolik faktort, které jsou k biodegaradaci nepostradatelné. Biodegradace je
ovlivilovana zejména témito vlivy prostfedi: teplota, svétlo, ziviny, pH, vlhkost a
mikroorganismy, ale podporuji ji 1 dalS§i procesy, napt. abiotickd hydrolyza,
fotodegradace, mechanické naruseni apod. Mikrobialni aktivita méni zaroven strukturu
latek kultivacniho média. V anaerobnich podminkach dochdzi vétSinou ke snizeni pH
vlivem organickych kyselin produkovanych mikroorganismy. Naproti tomu v aerobnim

prostiedi miize pH i vzrist (pfi kompostovani dochéazi obvykle ke zvySeni pH na 8-9)

O Substrat

vvvvvv

charakteristikami struktury polymerd je chemické slozeni, druhy chemickych vazeb,
stupet a typ vétveni, polymeracni stupeni, molekulova véha, krystalita a ostatni
morfologické vlastnosti. Tyto vlastnosti polymerniho materidlu rozhoduji o rychlosti

rozkladu, nebot’ ovliviiuji ptistupnost danych enzymu k povrchu polymerniho materialu.
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3 TESTOVANI BIODEGRADABILITY

Byla vyvinuta fada metodik, aby bylo vyhovéno vSem pozadavkiim na testovani
biorozlozitelnosti plasti v podminkéach pokryvajicich témér celé spektrum prostredi ve

kterych plasty po jejich upotiebeni konci [7].

3.1 Testovani biodegradability ve vodnim prostredi

Hlavni princip téchto testi spocivd v aerobnim rozkladu vzorku ve vodném
prostfedi pomoci ptislusného inokula. Velmi ¢astym zdrojem mikroorganismt byva
aktivovany kal zméstskych cistiren odpadnich vod. Testovany materidl se stava
jedinym zdrojem uhliku a energie v kultivaénim médiu. Mikroorganismy v ptitomnosti
kysliku pfevadéji uhlik na biomasu, oxid uhli¢ity a anorganicky nerozpustény uhlik.
Biodegradace je vSeobecn¢ hodnocena na zakladé spotifeby O, nebo produkci CO,.
Pfesn¢ji feCeno, dana kritéria se vztahuji na teoretické mnozstvi spotifebovaného

kysliku, ptipadné vyprodukovaného oxidu uhli¢itého [3].

3.1.1 Sturmuv test

Sturmiiv test je velmi vhodnd metoda pro méfeni biodegradability ve vodé
rozpustnych i nerozpustnych sloucenin ve vodném prostiedi. Kontinualni aerace
zabezpecuje dostatek kysliku uvnitf bioreaktoru. Méfeni v prabéhu degradace
uvolnovaného CO, zprostfedkovavd okamzitou informaci o biokonverzi uhlikatého
fetézce polymeru na konecné metabolické produkty a to 1épe nez testy zaloZzené na
urovani spotieby kysliku, jelikoz kyslik je vyuzivan také pfi nitrifikaci nebo chemické

oxidaci [2,7].

Sturmtiv test mé také nékolik slabin, napf. iniky plynti z velmi komplikovaného
systému propojovacich hadi¢ek mohou zavinit chybné nizké hodnoty produkce CO,.
Oxid uhli¢ity je zachycovéan v roztoku hydroxidu barnatého, ktery je pak titrovan jako

funkce Casu [2,7].

Pracnost metody byla hlavni pfi¢inou pro vyvinuti automatického zatizeni pro
stanovovani CQO,. Testovani biodegradability v tomto automatickém pfistroji je
zalozeno na meéfeni zmén elektrické vodivosti zdkladniho roztoku. Vodivost je
kalibrovana tak, aby vystupni hodnoty znazoriiovaly mnozstvi uvoliilovaného CO,. K

piistroji mize byt simultanné ptipojeno 24 a v ptipadé nutnosti az 80 bioreaktord. Pred



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

zapocetim testu je tieba zadat do pocitace teoretické mnozstvi CO,, které mize byt ze
vzorku vyprodukovano. Pocitac pak béhem testu kresli kumulativni kiivku uvolnéného

CO; jako procento maximalniho teoretického mnozstvi [2,7].

3.1.2 Zahn-Wellens test

Kritériem biorozkladu pro teto typ testu je stanoveni celkového organického
uhliku (TOC). Test lze realizovat pouze ve vodném prostfedi s dobie rozpustnymi
substraty. Organicky uhlik je stanovovan pomoci analyzatoru organického uhliku a

vyhodnocen jako procento odstranéni substratu pomoci hodnot TOC [2].

3.1.3 Head-space test

Kdyz je z divodu statistického zpracovani potieba testovat najednou velké
mnozstvi stejnych vzorkil, pak je vhodné pouzit néktery ze screening testl zalozenych
na stanovovani CO, v uzavienych bankach s aerovanym médiem obsahujicim
minerdlni Zziviny a inokulum mikroorganismli. Head-space test je zalozen na

stanovovani oxidu uhli¢itého v plynné a kapalné fazi [2,7].

3.1.4 Stanoveni biologické spotieby kysliku (BSK)

Nejbéznéjsi metodou stanoveni je standardizovana tzv. zied'ovaci metoda pro
stanoveni pétidenni BSK (BSKs5). Princip spoc¢iva ve stanoveni obsahu rozpusténého
kysliku v upraveném vzorku vody nult¢ho a patého dne inkubace. Vyhodou této
metody je, Ze nepotiebuje zadné specidlni pfistrojové vybaveni a tudiz neni

ekonomicky narocna [8].

Dalsi metodou méfeni BSK je metoda respirometrickd (manometricka), ktera je
zaloZzena na principech plynomérné analyzy. Sledovanou veli¢inou je zména tlaku,
resp. objemu plynné faze, ke které dochéazi v disledku ptestupu kysliku do kapalné
Lrespirujici faze®. Tento princip vyuzivaji napt. piistroje fady BIAL. Biochemicky
rozklad je urychlen tfepanim analyzovaného vzorku. BIAL obsahuje méfici jednotky
(sestaveny ze dvou lahvicek — mérné a kompenzacni) s mineralnim médiem,
testovanou latkou a inokulem. Do plastového uzavéru lahvicky je zasunuta vzdy
epruveta s obsahem KOH, ktery je ve form¢ peci¢ek nebo v roztoku. V ném je

sorbovan preménou ¢i endogenni respiraci vznikajici CO,. Pfi hodnoceni biologické
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rozlozitelnosti se pocita pomér BSK/TSK (teoreticka spotieba kysliku), v praxi ¢astéji

BSK/CHSK (chemicka spotieba kysliku) [3,8].

3.2 Testovani biodegradability v piidnim prostredi

3.2.1 Pidni testy

Mezindrodni norma , kterd poskytuje postup vybéru metody a jeji provadéni pro
stanovovani biorozlozitelnosti organickych latky v pidach za aerobnich podminek je
norma ,,ISO 11266: Pidni kvalita - fizeni biorozlozitelnosti organickych latek v
laboratornim testu v pad¢ za aerobnich podminek®. Norma nepopisuje konkrétni

metody testovani [9].

Mezinarodni norma ,,ISO 17556:2003: Plasty - stanoveni kone¢né¢ho aerobniho
biorozkladu v pidé méfenim spotieby kysliku v respirometru nebo mnoZzstvim
vyprodukovaného oxidu uhli¢itého™ specifikuje metodu, ktera stanovuje konecné
produkty aerobni biodegradace u plastickych materidli v padé. Méti se spotieba
kysliku v uzavieném respirometru nebo mnozstvi vyprodukovaného CO,. Metoda je
navrzena tak, aby doSlo k optimalnimu stupni biodegradace regulovanim vlhkosti
zkusebni pidy. Jestli je nepfizplisobend pida pouzivana jako oCkovaci latka, tak test
simuluje biodegradacni procesy, které se odehravaji v ptirozeném plidnim prostiedi;
jestlize je puda predem pfipravena (adaptovand), mize byt pouzivana jako metoda pro

zjistovani potencialni biorozlozitelnosti testovaného materialu [10].

Tato metoda plati pro nasledujici materialy: Pfirozeny nebo synteticky polymer,
kopolymer nebo jejich smési. Plastické materialy, které obsahuji ptisady jako jsou
zmékcéovadla nebo barviva. Vodorozpustny polymer. Materialy, které ve zkuSebnich
nastavenych podminkach nebudou piekéazet aktivit¢ mikroorganismi pfitomnych v

ptdé [10].

Standardni zkuSebni metodou srovnatelnou s piedeslou normou ISO 17556 [10]
je metoda popsana organizaci ASTM (American Society for Testing and Materials)
,»D5988-03 Standardni zkuSebni metoda urcujici aerobni biodegradaci v pudé pro

plastické materialy nebo zbytkové plastické materidly po kompostovani [11].

Tato metoda je urena pro sledovani biodegradability syntetickych plasta

(v€etné¢ rozkladuschopnych ptisad) v ptidé nebo ve zralém kompostu s nastolenim
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laboratornich podminek. Dale je uréena pro stejné materidly jako norma ISO

17556.[11]

3.2.2 ,,Burial“ testy

Jsou to testy zamétené na stanoveni biodegradability riznych plasti jak v pidé
tak v kompostu. Stanoveni biodegradace je provadéno gravimetrickou metodou.
Princip spocivéa v zahrabani vzorku do environmentu. Vzorek je zvaZen na zacatku a
konci testu a zrozdilu hodnot miizeme vypocitat G¢innost odstranéni polymeru z
environmentu. Tyto testy nadm tedy ukazuji jak dany polymer bude podléhat
mikrobidlnimu napadeni v pfirozeném prostiedi. Pfipadné vzorky miizou podstoupit

dalsi chemické, mechanické nebo fyzikalni testy [12].

3.3 Biologické rozklady v podminkach kompostovani

Kompostovani je biooxidativni proces, ve kterém jsou organické latky postupné

rozlozeny az na CO,, vodu, mineralni soli a humus [6].

Kompostovani je zplsob vyuziti biodegradabilnich odpadi k vyrobé
organického hnojiva - kompostu, ktery je nejstar§im a nejpiirozenéjSim prosttedkem ke
zlepSovani pudy, ktery zndme. Pfeménu organické hmoty odpadt na humusové slozky
pii kompostovani zabezpecuji prevazne aerobni mikroorganismy. Na tvorbé humusu se
hlavn¢ podili bakterie, fasy, houby, stonozky, hmyz, jeho larvy a dalsi. Jde o

analogické procesy jako pii pfeméné organické hmoty v pfirodnim prostiedi [13].

Jsou dv€ moznosti, jak se miZe rozkladat organicka hmota [13]:

O Hniti (za nepfistupu vzduchu)

Na rozdil od tleni se vyskytuje hniti tam, kde ptevlada nedostatek kysliku. Hniti
tedy neni pfi kompostovani zddouci byt’ v podminkéach nastavenych pro kompostovani
muze probihat. Pfi tomto procesu se ¢innosti uréitych druht bakterii tvofi zapachajici
plyny, naptiklad sirovodik a ¢pavek, a jedovaté slouceniny. Hniti dale podporuje
tvorbu rtznych ptvodci chorob (slepi¢i mor, mor prasat, turbekulozu, tetanus,
epidemickou zloutenku, détskou obrnu, ...). Kromé toho se poSkozuje trodnost pudy a

puda se obohacuje ,,nevhodnymi* mikroorganismy.

0 Tleni (za ptistupu vzduchu)
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Na tleni se podileji naopak zcela jiné mikroorganismy a to bakterie, plisné,
kvasinky a  aktinomycety, které vyzaduji kyslik. Ziviny nejsou pieménény
v zapachajici plyny, nybrz jsou nejdiive vazany v mikroorganismech a pozdéji jsou
k dispozici pro tvorbu humusu. Organické latky jsou pak postupné rozklddany az
mineralizovany za vzniku CO;. Pfi tleni jsou zneskodiiovany ptivodci chorob — nejen
vysokymi teplotami, nybrz také tvorbou tfady pfirodnich antibiotik. Tleni vede ke

tvorbé cennych humusovych latek.

3.3.1 Faze pri procesu kompostovani

Kompostovani je kontinudlni proces a proto nelze presné vymezit rizné useky

tleni. Pfesto se tleni rozd¢€luje do tii fazi (Obr. 1) [13]:
A. Féaze rozkladu
B. Faze premény

C. Faze vystavby (syntézy)

ad A) Faze rozkladu

Tato faze trva asi 3 az 4 tydny, teplota stoupa podle vychoziho materidlu na 50
az 70°C. Je to ¢innost bakterii a hub, které rozkladaji lehce rozlozitelné slouceniny,
jako jsou naptiklad cukry, bilkoviny a Skrob. Kone¢nym produktem jsou malé
»stavebni kameny* - naptiklad dusi¢nany, oxid uhliCity, ¢pavek, aminokyseliny a
polysacharidy. Ziviny, které jsou vazany v organické hmotg, se tak uvoliiuji a z&asti
prechazeji az do pivodni mineralni formy. Tento proces proto nazyvame také

,,mineralizace®.
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ad B) Faze ptemény

Trva od ¢tvrtého az do osmého respektive desatého tydne. Teplota zacind opét
klesat, mineralizované ziviny jsou jako zékladni kameny zabudovany do ,,humusového
komplexu®. Kompost ziskava stejnomérné¢ hnédou barvu, drobtovitou strukturu a ma

lehkou viini po lesni zeminé. V tomto stadiu ma nejlepsi vyzivaisky ucinek!

ad C) Faze syntézy (zralosti)
KdyZ ponechame kompost jeSté déle, ziskava stale vice zemitou strukturu.
,Zivny humus® se pfeméiiuje na ,.trvaly humus®, hnojaisky aéinek je slabsi (Ziviny

jsou stale pevnéji vazany).

°C
70
60

50

9 10 1

f 2 8 4 5 6 17
faze rozkladu féze pfemény féze syntézy
doba v tydnech

Obr. 1: Prubéh teploty a faze tleni [13]

3.3.2 Optimalizace kompostovani

Ve svém zékladé¢ Ize technologie kompostovani rozdélit na dvé kategorie. Zatimco
kompostovani anaerobni se pouziva v men$i mife a vyhradné pfi velkych objemech
kompostovaného materialu (nad 20 000 tun/rok) o pomérné vysoké vlhkosti, aerobni
kompostovani je podstatné rozsifenéjsi. Jednad se o technologicky jednodussi proces,
1kdyz je tfeba si uvédomit, Ze nastoleni optimdlnich podminek jak pii ptipravé
materialu, tak ivpribéhu procesu, ma piimy vliv na délku procesu i kvalitu

vysledného produktu [13,14,15,16].
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0 Skladba surovin

Obvykle se sklada z kuchynskych zbytkl, odpadii z potravin, odpadt z vyroby
pochutin, odpadu ze zelen¢, popi. kalti bez obsahu nezadoucich slozek, zejm. tézkych
kovi. K problému kalt je tieba poznamenat, Ze Skodliviny jako jsou napt. tézké kovy
se kompostovanim ani v nejmensim neodbourdvaji, naopak vzhledem k tomu, zZe
biologickd slozka se pfi procesu cCastecné odbourdva, koncentrace tézkych kovi
v celkovém mnozstvi produktu timto nartsta. DalSi komponenty jsou do zakladky
pfidavany z divodu zajisténi specifickych podminek pro Zivot mikroorganismi

nezbytnych pro kompostovaci proces.
0 Pomér uhlik:dusik

Tento dulezity parametr uruje pravdépodobnou rychlost rozkladu organickych
zbytkll. Optiméalni hodnota tohoto poméru se pohybuje (20-30):1 u zralého kompostu.
Pro Cerstvé zalozeny kompost sloZzeny z prevazné Casti ze zbytkové biomasy je vhodny
pomér C:N= (30-35):1. Pfi poméru mensim nez 15:1, bude rozklad rychly, ale dusik se
muze unikat jako amoniak, protoze mnozstvi dusiku pievazuje metabolickou potiebu
mikroorganismil. Hmoty s pomérem C:N nad 50:1 se rozkladdaji pomalu, prodluzuje se
zrani kompostu. Hlavnim zdrojem uhliku je odpad ze zelené, dusiku pak napf.

Cistirenské kaly.

Pomér C/N se béhem spravné provadéného kompostovani snizuje, coz zavisi na

mnozstvi organického uhliku preménéného do formy CO; a mife denitrifikace.

0 Vlhkost a provzdusihovani

Protoze kompostovani je aerobni samozahfevny biologicky rozklad
degradovatelného materidlu zplisobeny aerobni mikroflorou, je nutné pro jeji rozvoj
zabezpecCit v kompostové zaklddce optimalni vlhkost materidlu a s ni souvisejici
mnozstvi kysliku. Pro komposty je vhodnd pocatecni vlhkost 50-60%. Dostatecny
obsah vody je nezbytny, nebot’ mikroorganismy ptisobici pii procesu Cerpaji znacnou
¢ast zivin pravé z ni. Nepfiznivy vliv ma vSak i nadmérnd vlhkost, protoze v tomto
ptipadé voda zaplni pory, vytlaci kyslik a ptibrzdi aerobni proces. Vlh¢eni smési se na
rozdil od provzdusnovani neprovadi kontinudlné, protoze voda se spotiebovéava

podstatné pomaleji nez kyslik.
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0 Teplota

Vétsina mikroorganismii v organickém materidlu je mezofilnich (optimdlni
teplota jejich rozvoje je 20-30°C). Avsak az pii vysSich teplotach zacina prevazovat
skupina termofilnich aerobnich mikroorganismii, které jsou pro spravny priabch
kompostovani nezbytné. Optimalni vyse této teploty se pohybuje v rozmezi 45-65°C.
Tato teplota zarucuje potlaceni klic¢ivosti semen plevelll, patogennich mikroorganismu

apod.

0 Hodnota pH

Optimalni hodnota pH u cerstvého kompostu se pohybuje v rozmezi 6-8,

protoze vétSina mikroorganisml vykazuje nejpiiznivéjsi rozvoj a aktivitu pravé v

tomto rozmezi.

3.3.3 Rizika spojena s kompostovanim

Pii vybéru materidlu pro kompostovani je pozornost vénovana piedevSim
chemickému slozeni, zejména obsahu tézkych kovu a dalSich cizorodych latek. Tento
zdjem je opravnény, protoZze obsah cizorodych latek nebezpecnych pro zivotni
prostiedi, kulturni rostliny, zivocCichy 1 lidi se ¢asto v priabchu kompostovaciho procesu
nemeéni a zistava i v konecném produktu, takze s nim ptechazeji do zemédeélské pudy

apod.[17].

S ohledem na biologicka rizika pouzivani kompostl bylo ve svété iunas
provedeno velké mnozstvi studii, které mély za hlavni cil urcit velikost rizika a jeho
druhy. V ramci téchto praci byly v kompostech sledovany vyskyty jednotlivych typt
organismu, které maji urCity vztah ke vzniku ohrozeni. Stanoveni byla provadéna jak

v kompostech, tak ve vzduchu kompostaren, skladovacich prostorech komposti a pod.

Pfi studiu obsahu rtiznych organismi ve vzduchu kompostaren byly zjistovany plisn¢,
aktinomycety, gramnegativni bakterie ikvasinky. U pracovnikli v kompostarnach
(ptedevsim zpracovavajicich piebyte¢ny aktivovany kal a organicky podil domovniho
odpadu) byly zjistény i zdravotni problémy [18].

Mikroorganismy pfichazejici do procesu se zpracovavanym odpadem jsou

vétSinou spojeny se zazivacim traktem a vétSina by jich méla v pribéhu kompostovani

vymizet. Organismy, které se vyvinou v prubéhu kompostovani a podileji se na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

degradaci organické hmoty, jsou vétSinou mezofilni a termofilni bakterie a plisné. Mezi
nimi se vyskytuje nc€kolik podminéné patogennich druhli. Toxiny téchto organismi
ohrozuji zdravi pracovnikli kompostaren iuzivateld komposti. Do organismu se

dostavaji predev§im dychacimi cestami [19].

3.3.4 Laboratorni kompostovaci testy

ASTM (American Society for Testing and Materials) popsala standardni
kompostovaci test (ASTM D 5338) [27]. Tato metodika je zaloZena na méfeni
produkce CO, ve vzorku. Dvou az pétilitrové bailky jsou naplnény vyzralym
kompostem a vzorkem plastu (ve formé prouzkti, granuli, praSku apod.) v poméru 6:1 v
pfepoctu na susinu a jsou ohiivany z vnéjSku. Metoda ASTM urcuje teplotni profil (1.
den 35°C, 2.-5. den 58°C, 6.-28. den 50°C a 29.-48. den 23°C). CO, se zachytava bud’
v Ba(OH), a nasledné titruje, nebo se méti pomoci plynové chromatografie. Vedle
pozitivni kontroly se pracuje i s negativni kontrolou (Cisty PE) a s nulovou kontrolou

(pouze kompost) [7].

Dalsim zptisobem testovani biodegradability polymeru v prostiedi kompostu je
tzv. CO, kompostovaci test. Tento test je také zaloZen na stanoveni CO, vzniklého pfi
kompostovani, ale teplota neni udrzovana uméle, nybrz je vysledkem piirozené
mikrobidlni aktivity. V prubéhu testu je urCovéana teplota a pH; po jeho ukonceni se
doporucuje zméiit pomér C/N, NHa, NO;, NO,, suSinu, spalitelné latky a humifikaci
[7].

Mezindrodni norma zabyvajici se biodegradacemi v prostiedi kompostu je
Norma ,,JSO 14855: Stanoveni aerobni biodegradace a rozklad plastickych materialt
pomoci kontrolovanych kompostovacich podminek — Metoda analyzy vyvijejiciho se

oxidu uhlic¢itého* [20].

Tato mezinarodni norma piedepisuje metodu pro stanoveni aerobni
biodegradace plastl pii simulovanych kompostovacich podminkach méfenim mnozstvi
oxidu uhli¢itého a stanovenim stupné rozkladu plastu na konci testu. Metoda je
navrzena tak, aby simulovala typické aerobni kompostovaci podminky pro organické
frakce pochazejici z pevného smiseného méstského odpadu. Kompostovani se
odehravd v environmentu sfizenou a kontrolovanou teplotou, vlhkosti a

provzdusnovanim. ZkusSebni metoda je navrzend tak, aby urcila procentualni konverzi
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uhliku ve zkouseném materidlu k vyprodukovanému oxidu uhli¢itému. Podminky
popsané v této mezinarodni normé nemusi vzdy odpovidat optimalnim podminkdm pro

dosazeni maximalniho stupné biodegradace [20].

3.3.5 Shrnuti dosavadnich poznatki

Ptehledné shrnuti vhodnych podminek na pocatku kompostovani, v jeho

pribéhu az po jeho ukonceni, je zpracovano v tab. 1.

Tab. I: Prehled parametri metody kompostovani

) . Optimalni C/N 30-35/1%°
Min. obsah P [% P,Os] 0,2%°
Doba kompostovéani [mésice] min. 2-3%°
Spravna vlhkost [%] 70% pér(z]\;ictl(())itziozaplnéno
V pribehu Obvykla teplota [°C] optimalni 50-60; max. 68%
kompostovani Poticba kysliku [% O v o
prostiedi] min. 4
Max. koncentrace CO; 17*
Max. vyska zakladky [m] 4%
Max. C/N 30/1%
Po kompostovani pH 6,0-8,522
Vlhkost [%] min. 40; max. 6577

Pozn. Horni index oznacuje prislusnou citaci.
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4 CHARAKTERISTIKY TESTOVANYCH LATEK, PRiIPADNE
JEJICH APLIKACE V LABORATORNICH PODMINKACH

4.1 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilni polymer rozpustny ve vodé€. Rozpustnost
¢i botnavost ve vod€ je zavisld na stupni zesitovani, tzn. rozpustnost lze odstranit
sitovanim. Ve své struktufe vZzdy obsahuje proménlivé mnoZstvi acetatovych skupin,
které mohou znacné ovlivnit jeho vlastnosti. PVA je odolny vici abiogennim
degrada¢nim procesim. V suchém stavu je odolny vici plisnim 1 bakteriim, ale jeho

vodné roztoky podléhaji mikrobidlni degradaci [24,25].

Ptipravuje se hydrolyzou polyvinilacetatu, protoze monomerni vinylalkohol

neni stabilni slou¢eninou a rychle se méni na acetaldehyd [24].

PVA jako pomérné rozsifeny polymer byl modifikovan fadou ptirodnich
polymeri jako je odpadni Zelatina, cukrova titina, Skrob atd. a syntetickych latek napft.
kyselinou poly(3-hydroxybutyrovou). Tyto latky se pouzivaji ve smésich s PVA nejen
jako plnivo, ale také jako modifikatory zlepSujici biologicky rozklad v rGznych

inkubacnich podminkach [25].

Prace [26] se zabyvala biodegrada¢nimi testy PVA v prostiedi kompostu.
Inkubac¢ni podminky pro simulovany kompostovaci test byly ¢aste¢né odvozeny z
ASTM D 5338 - 92 testu [27]. Degradacni testy s PVA probihaly v 150 ml valcovych
nadobach naplnénych 30 g stabilizovaného kompostu. Ke kompostu byl piidan
natrhany polymerni vzorek. Ve zkuSebnich vzorcich bylo 71% organického uhliku a za
ucelem simulovat termofilni a mezofilni fdze byl aplikovan teplotni program. Vysledky
ziskané simulovanym kompostovacim testem, vyjadfenymi jako teoretické procento
produkce CO,, ukazuji Ze biodegradace PVA nepiesahla 7% ve 48 dnech. Pfi
termofilni fazi simulovaného kompostovaciho postupu, byla produkce CO, u PVA folie
niz8i nez u slepého pokusu. Toto chovéni autofi pfisuzovali Skodlivym U€inkiim
polymerniho vzorku na termofilni mikrofléru v kompostu.

V roce 2001 stejny kolektiv jako v predeslém piipadé uvetejnil vysledky svych
testi [28], kde se pokusily o srovnani biodegradace PVA pfti aerobnich podminkéach

v riznych prostiedi jako je prostiedi kompostu, ptidni prostiedi a vodné prostredi.
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Rozklad vzorkii byl sledovan respirometrickou metodou a nasledné bylo pocitano
procento odstranéni substratu. V ptipadé kompostovacich testd byly inkubacni
podminky ¢astecné odvozeny z ASTM D 5338-92 [27]. Pti inkubaci byl aplikovan
teplotni program pro napodobeni teplotnich podminek pii procesu kompostovani.
Kompost byl pouzit z méstského komunalniho odpadu. Jako modelova latka byl pouzit
Skrob, ktery byl pfi stejnych podminkach rozloZzen ze 75%. Biodegradace
nepievysSovala 7% ve 48 dnech testu. Pii ptdnich testech byl PVA rozlozen jen z 9%
v 74 dnech inkubace a pfi testech ve vodném prostiedi, kdy byl jako inokulum pouzit
aktivovany kal, doSlo krozkladu ze 13% ve 21 dnech. Vysledek ovSem autofi
nepovazuji za konecny, nebot se domnivaji, Ze 21 dnl je velmi kratka doba a pfi

pokracovani ve zkousce by biodegradace byla mnohem vétsi.

4.2 Polysacharidy

4.2.1 Xanthan

Producentem extracelularniho Xanthanu jsou baktérie rodu Xanthomonas.
Hlavni fetézec xanthanu je tvoten B-D-(1->4) glukosovymi jednotkami stejné jako u
celulosy. Postranni fetézce (obvykle trisacharidy) jsou tvofeny zbytkem D-glukuronové
kyseliny a dvéma zbytky D-maltosy. Struktura se muze liSit stupném substituce
v zavislosti na produkénim kmenu bakterii. Relativni molekulova hmotnost byva
kolem 15 000 kDa. Xanthanové molekuly tvofi jednoduchou nebo dvojitou Sroubovici

stabilizovanou postrannimi fetézci [25].

Xanthan je dobfe rozpustny ve vodé. Viskozita silné zavisi na teploté. Pii
zahtevu nejprve klesa, ale pfi dalSim zahfevu opét roste (souvislost se zménami
konformace molekul). Disperze Xanthanu jsou stabilni v kyselém i alkalickém

prostiedi a pfi zvySené teploté (do 80°C) [25].

Xanthan slouzi ptredevsim jako zahustovadlo, stabilizator emulzi, v kombinaci
s jinymi hydrokoloidy 1 jako télotvornd latka. Termostability Xanthanu se bézné
vyuziva pii ptipravé instancnich polévek, omacek a jako pojidla v riznych konzervach

[25].

Zminky o pokusech zaloZenych na stanoveni biodegradace Xanthanu pomoci

kompostovani jsou pouze v patentové literatute, kterd bohuzel neni zdarma dostupna.
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4.2.2 Gellan

Gellan (gellanovd guma) je ndzev extracelularniho polysacharidu baktérii
Pseudomonas elodea. Linearni heteropolysacharid gellan (gellanovd guma) je slozen
z opakujicich se tetrasacharidovych jednotek. Molekulovd hmotnost se pohybuje

v tisicich az desitkach tisicti kDa. Molekuly tvoti levotoc¢ivou dvojitou Sroubovici [25].

Gellan se rozpousti ve vod¢ za vzniku vysoce viskoznich roztokt jiz pii nizké
koncentraci. Je gelotvornou latkou. Zelatinace zavisi na stupni acetylace. Nativni
acetylovany produkt tvoii mekké, pruzné gely, deacetylovany produkt tvoii gely tvrdé
a kiehké. Pritomnosti kationt (gellan je kysely polysacharid tvotici soli) vznikaji
termoreverzibilni gely. Zelatinace zavisi na druhu kationtu a na jeho mocenstvi.

Dvojmocné kationy tvoii pevnéjsi a elastictéjsi gely nez jednomocné kationy [25].

Podle struktury tvoii gellan gely za studena, za tepla, termoreverzibilni a
termoireverzibilni, coz ho fadi mezi Sirok4a Zelatinani ¢inidla pouzivand v ftadé
potravinarskych i nepotravinaiskych aplikaci (Uprava textury, stabilizace pén a emulzi).
Uziva se téZz v kombinaci s jinymi hydrokoloidy, napf. s Xanthanem, lokustovou

gumou a zelatinou [25].

4.2.3 Skrob

Skrob je makromolekularni latka se vzorcem (C¢H;¢Os),. Je slozeny z dvou
riznych polysacharidii: amylézy a amylopektinu, tvofenych nékolika tisici az
desetitisici molekulami glukézy. Je to bily prasek bez chuté a viin€, nerozpustny ve

studené vodé&. Jedna se o kone¢ny produkt fotosyntézy rostlin [25].

Kromé glukosy obsahuje skrob v malém mnozstvi lipidy, proteiny a zhruba 10
az 20 % vody. Skrob neni alkoholicky zkvasitelny, teprve enzymaticky (v travici
soustavé zivoCichli a ¢lovéka) se odbourdva na zkvasitelné sacharidy. Zahiivanim
Skrobu se tvoti Skrobovy maz, jeho hydrolyzou vzniké Skrobovy sirup, Skrobovy cukr a
glukoéza. Prazenim Skrobu se tvofi dextrin. Dikaz Skrobu v neznamé latce se provadi

roztokem jodu, jehoZ ptfitomnost prozrazuje modrofialové zbarveni [25].

vvvvvv

Vzniké jako hlavni metabolicky produkt v chloroplastech listti zelenych rostlin; poté
byva degradovan na rozpustné sacharidy, z nichz je v jinych ¢astech rostlin (hlizy,

oddenky, plody atd.) syntetizovan zasobni skrob, ktery se ukladd v podobé skrobovych
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zrn ve zvlastnich organelach, amyloplastech. Zvlasté bohaté na skrob jsou brambory,
banidny a obilniny. Podle surovin, ze kterych je vyrobeny, rozeznavdme Skrob
bramborovy, kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryzovy a jiné. Je vyznamnou surovinou uplatiiujici
se zejména v potravinafském, textilnim a papirenském primyslu, v kvasném pramyslu,

ve farmacii, k vyrobé¢ lepidel, natérti a apretur a pro vyrobu skrobovych derivatt [25].

Prace [29] se zabyva sledovanim biodegradace skrobu v prostfedi kompostu
podle normy ISO 14855:1997, ASTM D 5338-92 a CEN. Jako referen¢ni latka byla
v testech pouzita mikrokrystalicka celuléza. Skrob byl pfidavan v riiznych mnoZstvi
(100, 60 a 30g) k 600g susiny vyzralého kompostu. Testy probihaly pfi aerobnich
podminkach 44 dnt pfi konstantni teploté 58°C tfikrat vedle sebe. Na zacatku testu byl
obsah vody v testované smési nastaven na 50% a v prib¢hu testu byl reaktor se smési
pravidelné vazen a obsah vody byl upravovan. Vysledky testu ukazaly, ze Skrob byl
v ptipadé navéazky 100g rozlozen z 97,5%, 60g z 63,7% a 30g z32,5%. Primérna
hodnota rozkladu mikrokrystalické celulozy, kterd slouzila jako modelova latka, byla

ve 47 dnech 96,8% + 6,7%.

Prace [30] se zabyvala stejn¢ jako predchozi, biodegradaci skrobu v fizenych
kompostovacich podminkach. I zde byl Skrob podroben standardnim zkuSebnim
metoddm ve zralém kompostu. Test probihal po dobu 24 dni a pomoci vysoko t€inné
kapalinové chromatografie byl stanovovan produkt rozkladu, tedy CO,. Po dobu testu
se odstranil veskery Skrob. Z prace je patrné, ze Skrob jako ptirodni polymer velice

dobfte podléha biologickému rozkladu.
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4.3 Proteiny

Jsou to makromolekuldrni pfirodni latky sloZené zfetézcli aminokyselin

spojenych peptidovou vazbou:
—HN-CH-CO -

R

Pfic¢emz substituenty R mohou obsahovat vedle uhliku a vodiku skupiny kyslikaté,
dusikaté i sirné. Mechanismus vzniku proteinii v zivych organismech je mimotradné
slozita polykondenzace.. Molekuly proteinti mohou vytvéaiet protahlé, vldknité, ve vodé
nerozpustné struktury, skleroproteiny, a kulovité nebo elipsoidni, ve vod¢ rozpustné
sferoproteiny. V protikladu ke skleroproteiniim (vlasy, rohovina, chrupavky) lze skoro
u vSech sferoproteinti (napt. enzymy, svalova tkan) varem nebo piisobenim kyselin a
louhtt (zménou hodnoty pH) rozrusit jejich terciarni a sekundarni strukturu (koagulace,
denaturace). Ptitom se ztraceji n¢které biologické vlastnosti proteind, napt. schopnost

enzymd $tépit potravu [24].

Pro technické aplikace jsou vyznamné predevsim proteiny: ptirodni hedvabi,

vlna a kolagenové vlakna [24].

Prace [31] je zalozena na biodegradaci sojového proteinu, ktery je izolovan ze
“zelené” pryskyftice, v kompostovacich podminkdch. Kompostovaci proces probihal
deset tydnii a protein byl charakterizovan ztratou na hmotnosti. Dale pfi prubéhu
kompostovani sledovali zmény na povrchu a mikrostrukturu pryskyfice s pouzitim
elektronové mikroskopie. Kompost byl ptipraven z kuteciho trusu a pilin v poméru 1:1
a pomér C/N byl 50/50. Organickd hmota, naptiklad piliny byly pfidany pro zvySeni
procenta C/N tak, aby byly dosazeny optimalni podminky biodegradace. Studie

ukdzala, Ze v prib&hu 21 dnl pryskyfice ztratila 93,8% své pivodni hmotnosti.
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4.4 Jiné aplikace

Prace [32] se zamé&fuje na rozklad lignoceluldzy v kompostovacim prostfedim a
to ztoho divodu, Ze lignin je hlavni slozkou humusu pii kompostovani papiru.
Komplexni organické slouCeniny jako je lignin jsou degradovany pievazné
termofilnimi houbami a aktinomycéty. Hlavni podminkou biodegradace ligninu je
zvySena teplota. Optimalni teplota pro termofilni houby je v rozmezi 40-50°C coZ je
také optimalni teplota pro rozklad ligninu v kompostu. Prace vyuziva zkusebni metodu
vyvinutou Evropskou organizaci pro normalizaci (CEN) pro vyhodnocovani kompostu

s pouzitim ruznych obalovych materiald.
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5 NAVAZNOST A CILE DIPLOMOVE PRACE

Na tstavu inZenyrstvi ochrany Zivotni prostfedi je jiz fadu let vénovana pozornost
biodegradace polymernich latek ve vodném a padnim prostfedi. Testovani
biorozlozitelnosti latek v prostfedi kompostu nebylo doposud realizovano, proto cilem
této diplomové prace bylo navrhnout a odzkouset vhodnou metodiku pro uskuteénéni
takovych testll v laboratornich podminkach. Pracovni postupy a zvolené podminky

kompostovani vychazely z poznatkl ziskanych z literarni reserse.

Pribéh testli v prostfedi kompostu byl sledovan pomoci plynové-chromatografické
analyzy ( CO,, O,) a analyzy titra¢ni (CO;). Jako testované vzorky slouzily modelové

polymerni latky Xanthan, karboxymetyl celul6za a mikrokrystalicka celuldza.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie, biologicky material, testované vzorky

6.1.1 Pouzité chemikalie

Pti laboratornich pokusech byly pouzity chemikalie Cistoty p. a. od firmy

Lachema a. s..

Hydroxid sodny, chlorid barnaty, kyselina chlorovodikova, 0,5% roztok
fenoftaleinu,  methyloranz,  hydrogenuhli¢itan  draselny, siran  amonny,
hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid sodny, kyselina sirova, peroxodisiran draselny,
nosny plyn He Cistoty 4.6, smésny synteticky plyn obsahujici CH4 (4,05 0bj.%), CO,
(0,798 0bj.%), N2 (95,152 0bj.%)

Piiprava mineralniho média

K pfipravé minerdlniho média byly pouzity zésobni roztoky, které byly
pfipraveny rozpu$ténim nasledujicich soli v 1 litru destilované vody dle normy CSN
EN 29408 [33] s tim rozdilem, ze byl pfipraven vlastni fosfatovy puft:

A. 10,0g (NH4)2SOy4 - siran amonny
27,5g CaCl, - chlorid vapenaty
0,25g FeCls. 6 H,O - chlorid Zelezity hexahydrat
22,5g¢ MgSO, .7 H,0 - siran hotfecnaty heptahydrat

m o 0w

Roztok stopovych prvki:

0,75g H3BO; - kyselina borita;
0, 05g (NH4)sM070,4 .4 H,0 - molybdenyn amonny tetrahydrat;

0,18g CoS04 .7 H,O - siran kobaltnaty heptahydrat;
0,5¢ MnSO, .4 H,O - siran manganaty tetrahydrat;
0,05g CuSOy .5 H,0 - siran méd’naty pentahydrat;
0,1 g ZnSO4 .7 H,O - siran zine¢naty heptehydrat;

3g FeSOy4 .7 H,0 - siran zeleznaty heptahydrat
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F.  Vlastni fosfatovy pufr
Vlastni fosfatovy pufr byl pfipraven neutralizaci cca 1M-H3;POy4 cca.

3M-NaOH. pH takto ptipraveného pufru bylo 7,05.

Do 800 ml destilované vody bylo nadavkovano po 1 ml zasobnich roztokii B, C,
D, E. Déle bylo pfiddno 5 ml zdsobniho roztoku A a 100 ml z&sobniho roztoku F.

Vznikly roztok byl doplnén do 1 litru destilovanou vodou.
6.1.2 Pouzité substraty

Pudni substrat

Jako pidni substrat slouzila smés dvou komeréné vyrabénych ptidnich substrata
(zahradniho padniho substratu a hrobového ptidniho substratu) od firmy AGRO CS a
surové pfirodni pidy. Smés byla pfipravena v poméru: zahradni, hrobovy a pfirodni
substrat = 2:1:1. Stanovené charakteristiky kompostu jsou uvedeny v tab. II. Pro

postupy stanoveni viz. kap. 6.7.

Tab. II: Charakteristiky stanovené u smési pud

pH 6,56
Susina 49,7%
Tékavé pevné latky 59,5%
Celkovy dusik 0,5%
Celkovy uhlik 32,9%
Celkovy fosfor 0,17%

Kompostovy substrat

Pro kompostovaci testy byl pouzit komeréné¢ vyrabény kompost od firmy
AGRO CS. Cast tohoto kompostu byla pieseta pies sito o velikosti cca 0,7 cm a
dozréavala asi 5 tydnt pii 55°C, 50% vlhkosti a za kontinudlniho provzdusnovéni. U
kompostu byly stanoveny zékladni charakteristiky (tab. III). Postupy stanoveni v kap.
6.7.
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Tab. III: Charakteristiky stanovené a udavané vyrobcem u vyzralého kompostu

Skladba* Rostlinny ptivod s piidavkem véapence
SuSina 50,90%
pH 7,22 6,0-8,5*
Tekavé pevné latky 49,47% 45%*
Celkovy dusik 0,51% 0,6%*
Celkovy uhlik 33,61%
Celkovy fosfor 0,40%
Nerozlozitelné pfiméesi* max. 2%
Obsah  rizikovych  prvkia|Cd 2
i v peden
Hg 1
As 10
Cr 100
Cu 100
Mo 5
Ni 50
Zn 300

* hodnoty udavané vyrobcem

6.1.3 Pouzity inertni material

Jako inertni material byl pouZit v kompostovacich testech material s obchodnim
nazvem AGROPERLIT (dale jen Perlit). Firma AGRO CS sviij produkt
charakterizovala jako expandovanou vulkanickou horninu, jejiz pfiddnim do volné
pudy se zvysi poérovitost pidy a jeji provzdusnéni. U Perlitu bylo zméfeno pH dle
normy [34]; hodnota pH byla 6,65. Pro chemické a fyzikalni vlastnosti Perlitu udavané

vyrobcem viz tab. IV.
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Tab. IV: Chemické a fyzikdlni vlastnosti inertniho materidlu Perlitu udavané
vyrobcem

Vlhkost Max. 2,0%

pH 6,0-7,5

Obsah c¢astic pod 0,3 mm max. 15%

Obsah c¢astic pod 1,0 mm max. 25%

Obsah ¢astic 1,0 az 4,0 mm max. 75%

Sypna hmotnost 200 kg.m'3

Obsah  rizikovych  prvka|Cd 2

i iy pedrsne
Hg 1
As 10
Cr 100
Cu 100
Mo 5
Ni 50
Zn 300

6.1.4 Biologicky material

Pro testy ve vodném prostiedi s pudnim extraktem

Inokulum 1 — zdrojem mikroorganismt byl extrakt z pidy. Pro ptipravu ptidniho
extraktu viz. kap. 6.7. Extrakt byl 24 hodin intenzivné¢ provzdusiovan a pied
vlastnim pouZitim byl stanoven celkovy organicky uhlik (TOC) a zméfeno pH. Pro

charakteristiky pouzitych ptidnich substratl jsou uvedeny v kap. 6.1.2.

Inokulum 2 — Zdrojem mikroorganismti byl adaptovany aktivovany kal. Adaptované
inokulum bylo ziskdno z tydenni adaptace aktivovaného kalu na uhlikaty substrat

PVA 88-08 [35,36].
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Pro testy ve vodném prostiedi s kompostnim extraktem

Inokulum 3 - zdrojem mikroorganismi byl extrakt zkompostu. Pfiprava
kompostniho extraktu byla analogickd jako piiprava extraktu ptidniho s tim
rozdilem, Ze byl pouzit dobfe vyzraly kompost misto smési pid. Charakteristiky
kompostu v kap. 6.1.2. Kompostni extrakt byl stejné jako ptidni 24 hodin intenzivné
provzdusnovan a pfed vlastnim pouzitim byl stanoven celkovy organicky uhlik

(TOC) a zméfeno pH.

Pro testy v prostiedi kompostu

Inokulum 4 — zdrojem mikroorganismtii byl vyzradly kompost. Charakteristiky

kompostu v kap. 6.1.2.

6.1.5 Charakteristika testovanych vzorku

Polyvinylalkohol

Obchodni oznaceni SLOVIOL P88-08, viskozita 4% vodného roztoku pfi teploté
20°C: 8 mPa.s, stupent hydrolyzy 88 mol%, obsah acetatovych skupin 12%,

praskova forma, vyrobce Novacké chemické zavody, a.s., SR.
Xanthan

Bily prasek, rozpustny ve vod¢, ptirodni, vyrobce FLUKA CHEMIE.
Gellan

Bily prasek, deacylovana forma, vyrobce FLUKA CHEMIE.

Karboxymetyl celuldza

Bily prasek, My, ca. 250,00; DS = 0,9, vyrobce Aldrich chemical company, Inc..

Mikrokrystalicka celuloza

Ochodni oznaceni AVICEL (R) PH-101, velikost ¢astic approx. 50 um, vyrobce
SIGMA-ALDRICH.
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6.2 Pristrojové vybaveni

Analyzator celkového organického uhliku TOC-5000 A, Shimadzu Corp., Australie
Plynovy chromatograf CHROM 5, Laboratorni piistroje Praha

Integrator Hewlett&Packard HP 3396A

Plynotésné injekéni stiikacky Hamilton o objemech 250 pl a 1 ml

TedlarGv vak o objemu 0,6 1

Dalsi pouzité ptistroje a laboratorni sklo jsou béznym laboratornim vybavenim.

6.3 Testovaci aparatury

6.3.1 Testovaci lahve

Vsechny pokusy byly provadény v jednolitrovych lahvich, které byly pted
pouzitim nejprve fadné€ umyty, po té€ z divodu mikrobialniho znecisténi vyplachnuty

1%-ni HCI a znovu fadné¢ umyty destilovanou vodou. Lahve byly usuSeny v susarné.

Lahev (obr. 2), do které¢ byl nadavkovan biologicky material piipadné i
substrat, byla plynotésn€ uzaviena. Viko lahve bylo opatfeno tfemi otvory. Otvor
uprostied byl vybaven patronou se septem a slouzil k odbéru plynné slozky v lahvi
pro naslednou chromatografickou analyzu. Zbylé dva otvory se silikonovymi
hadi¢kami priskrcenymi pomoci tlacek, slouzily k provzdusiovani lahve a v ptipadé

extraktl k odebirani vzork z kapalné faze za pomoci jehly sahajici az na dno lahve.
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R

Obr. 2: Schéma lahve

6.3.2 Schéma aparatury pro titracni analyzu

Aparatura uréend pro titracni analyzu a zaroven pro provzdusiovani lahvi
(obr. 3) byla sloZena ztzv. promyvaci €asti, reaktori a absorpcni ¢ésti. Pomoci
¢erpadla byl do aparatury vhanén vzduch, ktery nejprve prochazel promyvaci ¢asti.
Promyvaci ¢ast slouZzila k zdchytu atmosférického CO, v roztoku SM-NaOH. Prvni
a posledni ldhve slouzily jako pojistné a prostfedni dvé lahve slouzily k samotnému
zachytu. Daéle se vzduch zbaveny atmosférického CO; rozdéloval v rozvodové 1ahvi
do péti vétvi. Kazda vétev byla opatfena teflonovym kohoutem pro regulovani
pritoku vzduchu lahvemi (reaktory). Do lahve proudil vzduch jehlou u dna ldhve a
vytésiioval CO, do absorp¢ni ¢asti. Absorp¢ni ¢ast byla tvofena tfemi zkumavkami,
prostiedni se 30 ml 1M-NaOH, zbylé¢ dvé zkumavky slouzily jako pojistné.

Mnozstvi vyprodukovaného CO; bylo stanoveno titraéni metodou (v kap. 6.4.1.2.).

Pro efektivnéj$i uvolnéni oxidu uhlicitého byly ldhve s pevnym biologickym
materidlem béhem provzdusiovani asi kazdych 20min ru¢né protiepavany.
V ptipad€ extraktli bylo promichavani zajiSt€éno po celou dobu provzduSiovani
pomoci michadla. Po provzdusnéni byly ldhve z aparatury odpojeny a silikonové
hadi¢ky byly opét ptiSkrceny pomoci tlacek tak, aby byla zajiSténa plynotésnost

lahvi.
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Obr. 3: Schéma aparatury pro titracni analyzu

6.4 Zpusoby hodnoceni aerobni biorozlozitelnosti latek

Biodegradace polymernich latek byla hodnocena ptedevsim podle produkce
CO; mikrobidlni kulturou, ktera se podili na jejich rozkladu. Dal$imi moZnostmi
sledovani byl ubytek kysliku a u test s vodorozpustnymi substraty probihajicich ve
vodném prostiedi bylo procento degradace urceno i za pomoci stanoveni celkového
organického uhliku (TOC), které slouzilo jako dopliujici kritérium. Nadavkovany
substrat byl jedinym zdrojem uhliku a energie pro mikroorganismy. Testy probihaly

jednak ve vodném prostiedi, jednak v prostfedi kompostu.

A. Testy probihajici ve vodném prostiedi

Do testovaci ladhve bylo nadavkovano mineralni médium (kap. 6.1.1),
inokulum a ptislusny substrat. Lahve s pidnim extraktem (inokulum 1, kap. 6.1.4) a
adaptovanym aktivovanym kalem (inokulum 2, kap. 6.1.4) jako inokulem, byly
kultivovany za stalého michdni vtemnu v mistnosti temperované na 25°C.
Testovaci ldhve s kompostnim extraktem (inokulum 3, kap. 6.1.4) byly kultivovany
za stalého michani v termostatu pfi 58°C. Vysledky u testil, které probihaly ve
vodném prostiedi byly korigovany o vliv fdzové a acidobazické rovnovahy CO,

v systému plyn-kapalina.
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B. Testy v prostfedi kompostu

Biologicky materidl (inokulum 4, kap. 6.1.4) s pfislusSnym substratem byl
davkovan do testovaci lahve a plynotésné uzavien. Takto pfipravené lahve byly
kultivovany ve vodni lazni pii 58°C. Michani systému bylo zajist€éno denné ruénim

protiepanim ldhve po dobu cca 3 minut.

6.4.1 Hodnoceni biodegradace z hlediska produkce CO; a ubytku O,

Aerobni biodegradaci polymernich latek dochazi jednak k produkci oxidu
uhlic¢itého a jednak ke spotiebé kysliku z reakéniho prostiedi. U vSech provedenych
testl byla sledovana biorozlozitelnost podle produkce CO, mikrobiadlnim inokulem a
sledovani ubytku kysliku bylo provadéno spiSe z divodl orientacnich, zda test
probihd za predepsanych aerobnich podminek. Pro stanoveni oxidu uhli¢itého
vyprodukovaného v testovacich lahvich a pro stanoveni aktudlniho procenta kysliku
v lahvich byla pouzita jako analytickd koncovka plynova chromatografie (kap.
6.4.1.1). Jako dopliujici kritérium byla u nckolika provadénych testd pouzita i

normou stanovena titracni metoda [20] (kap. 6.4.1.2).

U probihajicich testll byl analyzovan CO; nejprve plynovou chromatografii,
kde pomoci uzavéru se septem (kap. 6.3.1, obr. 2) umisténé¢ho na viku testovaci
lahve byl odebran plynny vzorek a nésledné analyzovan. Po analyze na plynové
chromatografii byl v pfipadé poklesu procenta kysliku v 1ahvi na spodni hranici 8%
nebo v pfipadé nadmérné¢ produkce CO, vldhvi nad rozsah kalibrace byl

vyprodukovany CO, z lahve vyfoukan do absorpcniho roztoku a stanoven titracné.

Procento biodegradace je dano jako pomér skutecné vyprodukovaného
mnozstvi CO, mikrobidlni kulturou k maximalnimu teoretickému mnozstvi CO,

(ThCOy). Pro vypocty viz. kap. 6.6.

6.4.1.1 Analyza CO; a O;na plynovém chromatografu CHROM 5

Stanoveni mnozstvi CO,, resp. O, bylo realizovano na dvou sklenénych
naplnovych kolonach dlouhych 3,6m s vnitinim primérem 3mm. Kolona A slouzici
pro stanoveni CO; byla naplnéna Porapakem R a kolona B slouzici pro stanoveni O,
Molekulovym sitem 13X. Ob& naplné do kolon byly zakoupeny od firmy Alltech
Associates a velikost ¢astic u obou naplni byla 80/100 MESH. K detekci byl pouzit
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tepelné vodivostni detektor (TCD). Signal byl vyhodnocovan pomoci integratoru

HP 3396A.

Tab. V: Souhrn podminek chromatografické analyzy CO,a O,

naplnova s naplnova s
Kolona Porapakem R molekulovym sitem 13X
(analyza CO2) (analyza O2)
nastrik 100°C 30°C
teplota o o
Teploty termostatu 50°C 20°C
TCD 100°C 100°C
He (Cistota 4.6)
Nosny plyn —
prutok kolonou a TCD 30 ml-min
TCD vystupni citlivost 4 4

Kalibrace pro stanoveni CO,

Pro sestrojeni kalibra¢ni piimky byl pouzit jako kalibra¢ni standard smésny
synteticky plyn od dodavatele LINDE TECHNOPLYN, ktery obsahoval N, ( 95,152
0bj.%), CH4 (4,05 0bj.%) a CO, (0,798 0bj.%). Plyn byl z tlakové ldhve odebiran do
Tedlarova vaku. Z vaku bylo pomoci plynotésné¢ stiikaCky Hamilton odebirdno
postupné 0,2; 0,5 a 1,0 ml plynu a analyzovdno na plynovém chromatografu za
podminek uvedenych v tabulce V. Kalibracni pfimka byla ziskdna vynesenim
zavislosti plochy piku na Cistém objemu nadavkovaného CO, (obr. 4). Pii dalSich
meéfenich byla jen kontrolovéana odezva detektoru vzdy na jeden kalibra¢ni bod pfi

davkovani 1 ml.
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Obr. 4: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni CO,

Kalibrace pro stanoveni O,

Pro sestrojeni kalibra¢ni piimky nebyl pouzit kalibracni standard, ale
kalibrace byla provedena na mnozstvi kysliku ve vzduchu. Pomoci plynotésné
sttikacky Hamilton bylo odebirdno postupné 50, 100, 150, 200 a 250 um vzduchu a
analyzovano na plynovém chromatografu za podminek uvedenych v tab.V.
Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena z naméfenych dat jako zavislost plochy piku na
Cistém objemu nadavkovaného O, (obr. 5). V dalSich dnech méfeni byla pak jen

kontrolovéana odezva detektoru na jeden kalibracni bod pii davkovani 100 um.
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Obr. 5: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni O,
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6.4.1.2 Analyza CO; titracni metodou

Z lahve vyfoukany a nasledné zachyceny CO, ve 30 ml 1M-NaOH pomoci
promyvaci aparatury (kap. 6.3.2) byl stanoven titracni metodou tak, Ze ze zkumavky
bylo vzdy odpipetovano Sml 1M-NaOH a k nému ptidano 5,5 ml 0,5M-BaCl, pro
vytvofeni bilé srazeniny BaCOs. Zbytkové mnoZstvi NaOH se stanovuje titraci
roztokem 1M-HCI na fenoftalein do odbarveni. Koncentrace odmérného roztoku

1M-HCI byla pfesné stanovena na standard KHCO:s.
Chemismus:
CO,+2NaOH — Na,COs; + H,O
Na,CO3; + BaCl, — |BaCO;+ 2 NaCl

NaOH + HCl1 — NaCl + H,O

6.4.2 Hodnoceni biodegradace z hlediska ubytku TOC

Sledovani ubytku celkového organického uhliku zreakéniho prostiedi je
dalsi alternativou posouzeni biodegradability dané slozky. Princip spociva
v odstraniovani organického uhliku zreakéniho prostfedi plisobenim piitomnych
mikroorganismil, kterym uhlik slouZzi jako zdroj energie a pro tvorbu nové biomasy.
Podminkami pro tyto zkousky je dobrad rozpustnost substratu ve vode¢, davkovany
substrat do reak¢niho prostiedi musi byt ve formé roztoku, nikoliv pfimou
navazkou, a testovany substrat musi slouzit jako jediny zdroj uhliku pro
mikroorganismy. Analyza je provadéna pouze ve vodném prostiedi. V prostiedi

kompostu jsou tyto testy vylouceny.

Vzorky byly odebirany z kultivacniho prostiedi, ptefiltrovany pies piedem
horkou destilovanou vodou promyty a nasledné¢ vysuSeny filtraéni papir; a
analyzovany na analyzatoru celkového organického uhliku TOC-5000A,

SHIMADZU Corporation.

Princip stanoveni uveden v kap. 6.7.
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6.5 Popis provedenych testii

6.5.1 Biodegradace ve vodném prostiedi s pidnim vyluhem jako inokulem

Pokus ma vazbu na prace z minulych let [35,36,37] a byl nasazen predevsim

z diivodu osvojeni si techniky.
Pokus €. 1

Biodegradace probihala v jednolitrovych lahvich a objem kapalné faze
v lahvi byl 100ml a plynné faze 1040ml. Jako inokulum byl ve vétSin€ ptipada
pouzit pudni extrakt (inokulum 1, kap. 6.1.4) a v n€kolika lahvi byl pouzit jako
biologicky material adaptovany kal na PVA (inokulum 2, kap. 6.1.4). Davkovani
inokula bylo provedeno tak, aby koncentrace mikroorganismi byla cca 10° KTJ/ml
[35,36]. V pokusu byly testovany polymerni latky PVA, Gellan a Xanthan.
Substraty Xanthan a PVA byly davkovéany ze zasobnich roztokli o koncetraci 1,5
g/l. Gellan byl davkovan z pevné navazky tak, aby vysledna koncentrace v lahvi
byla cca 300 mg/l. Vysledny objem ve vSech zkusSebnich lahvich byl 100 ml.
V testech byla sledovana produkce CO, pomoci plynové chromatografie a jako

dopliujici kritérium bylo stanovovano TOC u rozpustnych substrata.

Tab. VI: Rozmisténi pozic pro test ¢.1

pozice vzorek substrat biomédium inokulum
[mg], [ml] [mi] [mi]
1 slepy pokus — 30 o
2 slepy pokus — 90 0
3 slepy pokus* . 90 0
4 slepy pokus* - 90 10
5 PVA 20 ml 70 0
6 PVA 20 ml 70 0
7 PVA* 20 mi 77 3
8 PVA* 20 ml 77 3
9 Gellan 30,9 mg 90 70
10 Gellan 31,8 mg 90 70
11 Xanthan 20 ml 70 70
12 Xanthan 20 ml 70 70

* jako inokulum byl pouzit adaptovany kal
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Pokus &. 2

Test €.2 byl analogicky jako test ¢.1 stim rozdilem, Ze jako zkouSené
materidly byly pouzity smésné folie na bazi PVA a Skrob. Testy ¢.1 (vysledky
uvedeny v této diplomové praci) i test €.2 byly provadény spolecné s Martinem

Druzbikem; podrobny popis a pribéh testu ¢.2 je v druhé diplomové praci [38].

6.5.2 Biodegradace ve vodném prostiedi s kompostnim extraktem jako

inokulem

Pro pokusy s kompostnim extraktem jako inokulem byly vyuzity stejné
postupy jako pro pokusy s piidnim inokulem (pokus ¢.1,2) s tim rozdilem, Ze jako
zdroj mikroorganismi byl pouzit vyzrdly kompost a kultivace probihala

v termostatu pii 58°C.
Pokus €. 3

U tohoto pokusu byla sledovana biodegradace polymernich latek Xanthanu a
karboxymetyl celulozy v prostiedi kompostniho extraktu (inokulum 3, kap. 6.1.4).
Jako jediné kritérium biorozloZitelnosti byla pouZzita plynové chromatograficka
analyza pro méteni vyprodukovaného CO, mikrobidlni florou. Méteni kysliku na
kolon¢ s molekulovym sitem bylo provadéno ptedev§im pro kontrolu dodrzeni
aerobnich podminek test. Biologicka spotfeba kysliku nebyla v testech pouzita
jako kritérium biorozkladu. Polymerni latky Xanthan a karboxymetyl celuléza byly
davkovany pfimou navazkou tak, aby vysledna koncentrace latek v lahvi byla 200
mg/l. Vysledny objem v testovaci lahvi byl 100 ml. Rozpis testu je uveden v tab.
VIL

Tab. VII: Rozmisténi pozic pro test ¢.3

pozice vzorek substrat mineralni médium inokulum

[mg] [mi] [ml]
1 slepy pokus - 90 10
2 slepy pokus - 90 10
3 Xanthan 24,0 90 10
4 Xanthan 24,5 90 10
5 karboxymetyl celuléza 23,2 90 10
6 karboxymetyl celul6za 22,4 90 10
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6.5.3 Biodegradace v prostiedi kompostu

Aerobni biodegradacni testy, ve kterych byl pouzit vyzraly kompost jako
zdroj mikroorganismi, nebyly na Gstavu inzenyrstvi ochrany Zzivotniho prostiedi
zatim realizovany. Hlavnim cilem nebylo tedy sledovani biodegradace urcitych
substratti, ale navrhnout vhodnou metodiku laboratornich testd v prostiedi
kompostu; proto byly voleny jako substraty modelové latky. Norma [20] doporucuje
jako modelové latky pouzit mikrokrystalickou celulozu a polyhydroxybutyrat
(PHB). PHB je ve vod¢ nerozpustny proto byl volen Xanthan a na misto v tu chvili

nedostupné mikrokrystalické celuldzy byla pouzita karboxymetyl celuloza.

Biodegradace v prostiedi kompostu byla hodnocena na zikladé méieni
produkce CO, v testovacich lahvich. Hodnoticim kritériem zde bylo mnozstvi
vyprodukovaného CO,, procentudlni vyjadfeni biodegradace (DCO,), které bylo
zjisténo chromatografickou analyzou (kap. 6.4.1.1) a pfipadné¢ jako doplnujici
kritérium analyzou titraéni (kap. 6.4.1.2). Dale byl chromatograficky sledovéan
ubytek O, v reaktoru. Stanoveni ubytku O, v ldhvi bylo provadéno s ohledem na

zachovani aerobnich podminek a nebylo pouzito jako kritérium biorozkladu.

Pokusy €. 4.5

V pokusu ¢.4 byla sledovana endogenni respirace vyzralého kompostu.
Dévkovani inokula (inokulum 4, kap. 6.1.4) do lahvi bylo provedeno dle normy
[20], tj. 200g vyzralého kompostu o 50% susiné bylo nadavkovano do lahve o
objemu 1000 ml. Plynna faze v lahvi ¢inila 1020 ml a objem pevné faze byl cca 200
ml. Test byl nasazen 3x vedle sebe a endogenni respirace byla posuzovana pomoci
produkce CO,. Produkce CO, a aktualni procento O, v ldhvi bylo sledovéano

plynovou chromatografii.

Endogenni respirace u téchto pokust byla vysokd, proto bylo mnoZstvi
inokula v lahvich sniZzeno na polovinu, tj. 100g vyzralého kompostu o 50% susin¢ v
lahvi o objemu 1000ml. Plynna faze v lahvi po této tprave cinila 1080 ml a objem

pevné faze byl cca 100 ml.

V pribéhu testu byla vizualn€ sledovdna konzistence kompostu a jeho
,»Sypkosti®, pfi pozorovatelné zméné byla stanovena susina a upravena na vychozich

50%. Reaktory byly cca 3x tydné po chromatografické analyze otevieny a
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provzdusnény. Po provzdusnéni byla vtéto sérii vzdy zméfena zbytkova

koncentrace CO; v l1ahvi, ktera byla nasledné€ zahrnuta do vypocti.

Pokus ¢.5 navazoval na piedchozi test ¢.4. Prvni lahev byla ponechdna bez
pfidavku substratu a slouzila jako slepy pokus. Do zbylych dvou lahvich bylo
pridano odlisné mnozstvi substratu Xanthanu — v prvnim ptipad¢ ,,dle vlastniho
uvazeni“ (1,7g do testovaci lahve; vtab. VIII, pozice 2) a v druhém piipadé
v souladu s doporuenim normy [39], tj. pfimou navazkou vpoméru 1 dil
zkouSené¢ho materidlu + 6 dilt inokula (pocitdno na suSinu) (tab. VIII, pozice 3).

Smés byla vzdy dobte promichana.

Tab. VIII: Rozmisténi pozic pro test ¢.5

Celkova susina
pozice vzorek substrat inokula
[d] [d]
1 slepy pokus - 50
2 Xanthan 1,7071 50
3 Xanthan 8,2960 50
Pokus €. 6

Tyto testy byly provadény s vyzralym kompostem jako inokulem (inokulum
4, kap. 6.1.4) fedénym pomoci inertniho materidlu. Divodem ,fedéni“ bylo
zpomaleni procesu ,,endogenni“ respirace a tim i produkce CO,. ISO norma [20]
doporucuje ,fedéni“ pomoci motského pisku. Tato alternativa se neosvedcila,
ponévadz po smichdni pisku s kompostem upravenym dle normy na vlhkost 70%,
vznikla hutna soudrzna smés prakticky neprovzdusnitelna. Proto byl jako inertni
materidl pouzit material s obchodnim ndzvem AGROPERLIT (déle jen Perlit) (kap.
6.1.3).

M _6C

Kompost byl ,,fedén* Perlitem v poméru 1:6 (podle normy [39]) a 1:2. Jako
substrat byly pouzity modelové latky Xanthan a karboxymetyl celuléza. Davkovani
mnozstvi substratu bylo provedeno v souladu s normou [39], tj. pfimou navazkou
byl pfidan substrat v poméru 1 dil substratu k 6 dilim celkové suSiny inokula; smés
byla dobfe promichdna. Smés v inflzni lahvi zaujimala ve vSech piipadech objem

cca 200 ml a plynna faze zaujimala cca 1065ml. Rozpis testii uveden v tab. IX.
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Tab. IX: Rozmisténi pozic pro test ¢.6

Celkova susina Celkova susina
pozice vzorek substrat inokula inertniho materialu

[d] [d] [d]
1 slepy pokus - 10 20
2 | Xanthan 1,7029 10 20
3 karboxymetyl celuléza 1,7162 10 20
4 slepy pokus - 3,5 21
5 | Xanthan 0,6120 3,5 21
6 karboxymetyl celuléza 0,6199 3,5 21

Pokus ¢. 7

ovéteni ,,optimalnich® podminek. Opét pouZito kompostni inokulum (inokulum 4,
kap. 6.1.4), inertni material Perlit, substrat Xanthan. V predeslém testu se nejlépe
osvédcilo smichani biologického materidlu s inertnim materidlem v poméru 1:2,
proto bylo pouzito i vtomto pokusu. Testy byly nasazeny vzdy 3x vedle sebe.
K dobfe promichané smési biologického materidlu s inertnim materidlem Perlitem
byl ptidan Xanthan pfimou navazkou, ve stejném mnozstvi jako predesle (pokus
¢.6), tj. 1 dil substratu + 6 dilt inokula (vztazeno na suSinu). Smés v jednolitrové

lahvi opét zaujimala objem cca 200 ml, objem plynné faze byl cca 1065ml.

Rozdé€leni pozic je uvedeno v tab. X.

Tab. X: Rozmisténi pozic pro test ¢.7

V tomto pokusu se vychazelo z jiz diive zjiSténych poznatkii a ucelem bylo

substrat

Celkova susina

Celkova susina

pozice vzorek inokula inertniho materialu

[d] [d] [d]
1 slepy pokus - 10 20
2 slepy pokus - 10 20
3 slepy pokus - 10 20
4 | Xanthan 1,7022 10 20
5 | Xanthan 1,7119 10 20
6 | Xanthan 1,7038 10 20
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6.6 Zpracovani namérenych hodnot

A. Teoretické mnozstvi CO; pro rozpustné vzorky - ThCO; [mol] [20]

ThCO, = (7 OCVZM_ T0Cs) -V, /1/
C

kde

TOCyzjeobsah organického uhliku ve vzorku na zacatku testu [g/1]
TOCsp obsah organického uhliku ve vzorku na konci testu [g/1]
Mc atomova hmotnost uhliku [g/mol]

Vi objem kapalné faze v lahvi [1]

B. Teoretické mnozstvi CO; pro nerozpustné vzorky - ThCO, [mol] [20]

ThCO, = % 12/

C

kde
mg je navazka substratu [g]

C relativni mnozstvi celkového organického uhliku v celkové suSing

zkouseného materialu [g/g]

Mc atomova hmotnost uhliku [g/mol]
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C. Titra¢ni analyza - mnozstvi CO, zachycené v roztoku 1M-NaOH - nco, [mol] [20]

1, * Cuar *Viua %
Reo, = E (Cxaorr *Vivaor — % Vvaor) /3/
NaOHtitr

kde

Cnaon J€ pocatecni koncentrace NaOH v absorbéru [mol/l]
Vinaorn ~ objem NaOH v absorbéru [1]

VNaontiir objem NaOH odebirany z absorbéru k titraci [1]
CHCI koncentrace odmérného roztoku HCI [mol/1]

Ve spotteba HCI pii titraci [1]

D. Produkce CO, mikrobialni ¢innosti stanovend plynovou chromatografii pro pevné
vzorky - ngco, [mmol]

VeV 107
Rep, = —————— 14/
*V,-22414
kde
Vg o objem plynné faze v lahvi [ml]

Viegeovennn. objem CO, odecteny z kalibra¢ni pfimky [pl]

Vb davkovany objem plynu z lahve na chromatografickou analyzu [ml]
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E. Produkce CO;, mikrobialni ¢innosti stanovend plynovou chromatografii pro kapalné
vzorky - njco, [mmol] [40]

Heo, = |V, +V, % K\ * (1410775 #1077 |x e, /s/

kde

Vg oo objem plynné faze v lahvi [ml]

Vi, objem kapalné faze v lahvi [ml]

K/1 ........ disociacni konstanta H,COs; do prvniho stupné je rovna 6,35 (tabulkova
hodnota)

| SCT rozdélovaci koeficient CO2 v kyselém prostfedi mezi 1-g fazi pii pH < 4,

pii 25°C je roven 0,83 (tabulkova hodnota), pti 58°C je roven 0,451
(tabulkova hodnota)

CCOg- -+ koncentrace CO2 v plynu stanovena chromatografickou analyzou

F. Procento odstranéni substratu podle produkce CO; - Dco. [%] [20]

— (CO2)1‘ _(COZ)b 100

16/
o ThCO,

kde
(CO»), je kumulované mnozstvi oxidu uhli¢itého uvolnéného v lahvi [mol]

(COy)p pramérné kumulované mnozstvi oxidu uhli¢itého uvolnéného pii slepych

pokusech [mol]

ThCO, teoretické mnozstvi CO, ze zkouSeného materialu ve zkuSebni nadobé

[mol]
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G. Procento odstranéni substratu podle stanoveni TOC - Droc [%] [41]

T —Ti
DTOC — 1 OCvz.kon. OCston. %k 100 /7/

" TOC. . —TOC

vz.poc. sl.poc.

kde

TOC,, poc. je  TOC vzorku na zacatku testu [mg.1"]

TOCz. kon. TOC vzorku na konci testu [mg.1"]

TOCqip. poc. TOC slepého pokusu na zacatku testu [mg.l'l]
TOCs1p. kon. TOC slepého pokusu na konci testu [mg.l'l]

6.7 Ostatni metodiky a postupy

Celkova suSina

Vzorek, u kterého byla stanovovana susina, byl navazen na Petriho misku vzdy 3x
vedle sebe a vloZen do susarny. Zde byl ponechan tfi hodiny pti 105°C. Po tfech hodinach
byl piesunut do exsikatoru, kde se ochladil na laboratorni teplotu a nasledné byl zvaZen na
analytickych vahach. Z hodnot byla vypoctena susSina vzorku, kterd byla vyjadfovana

v procentech [42]

Tekavé pevné latky

U pevného vzorku byla nejprve stanovena susSina (popsano vyse) a nasledné bylo
znamé mnoZzstvi kompostu Zihano v keramickém kelimku pfi teploté 550°C po dobu dvou
hodin. Obsah tékavych latek byl vypocten odectenim zbytku zkouSené¢ho materidlu po
spaleni od celkové suSiny téhoz vzorku a vyjadien v procentech. Obsah tékavych pevnych

latek je indikace mnozstvi organické hmoty [39]

Méfeni pH kompostu

Meéfteni pH kompostu bylo provedeno dle normy CSN EN 14046 [39]. P¥ipravila se
smés 1 dilu kompostového inokula s 5 dily deionizované vody (w/w). Smés se promichala

trepanim a okamzité€ se stanovilo pH.

Stanoveni celkového organického uhliku (TOC) (kap. 6.4.2)
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Princip stanoveni celkového uhliku (TC) je =zalozen na pfeméné uhliku
v naddvkovaném vzorku ve spalovaci trubici, ktera je naplnéna oxida¢nim katalyzatorem a
zahi4td na 680°C, na CO,. Rizenou rychlosti trubici proudi O, jako nosny plyn a unasi
vznikly CO; do NDIR detektoru (Non-Disperse Infrared Detector). Signal je vyhodnocen

jako plocha piku pfimo umérné koncentraci TC ve vzorku. [43]

Pii stanoveni anorganického uhliku (IC) je vzorek davkovéan v proudu nosného
plynu na inertni nosi¢ s kyselinou fosfore¢nou, kde dochézi k vytésnéni oxidu uhli¢itého.

Vyhodnoceni signalu je shodné jako u stanoveni TC. [43]

Celkovy organicky uhlik (TOC) je vypocten zrozdilu celkového uhliku a
anorganického uhliku. [43]

Stanoveni celkového dusiku

Stanoveni bylo provedeno metodou dle Kjeldahla [44]. Principem metody je
mineralizace organické latky v prostfedi koncentrované kyseliny sirové. Dusik v ni
obsazeny se pievede na amonny ion. Amonné ionty byly stanoveny coulometrickou

koncovkou. Stanoveni bylo provedeno bez redukce dusitanti a dusi¢nant.

Stanoveni celkového fosforu

Pro stanoveni celkového fosforu viz. [44].

Piiprava pudniho extraktu

Pro ptipravu pudniho extraktu byla pouZzita smés zahradniho, hrobového a
pfirodniho substratu v poméru 2:1:1. 60g této smésy o 50% susin€ bylo smichano s 300ml
vytiepavaciho roztoku. Vytiepavaci roztok byl ptipraven z 1,5g NaCl, 1,2 g difosfore¢nanu
sodného a 300ml mineralniho média. Suspenze byla intenzivné tfepana na tfepacce po

dobu 2 hodin a poté byla prefiltrovana ptes pfedem promyty filtrani papir.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Sledovani biodegradace ve vodném prostredi

Pokusy zamétfené na sledovani biorozkladu polymernich materidli ve vodném
prostiedi s pidnim vyluhem jako inokulem navazovaly na piedchozi diplomové préace
[35,36], kde byla nejprve navrzena vhodnd metodika laboratornich testi s plynoveé-
chromatografickou analyzou plynnych produkti biodegradace (CO,, O;) a nasledné
odzkousena v laboratornich podminkach. Test ¢.1 a test ¢.2 byly provadény v navaznosti

na predchozi testy pro jejich doplnéni [35,36] a také pro osvojeni si postupu prace.

Pro testovani biorozlozitelnosti polymera za pomoci kompostnich mikroorganismu
(inokulum 3, kap. 6.1.4) (pokus €.3) byly pouzity stejné postupy a stejné kritéria hodnoceni
jako pro testy ve vodném prosttedi s pidnim extraktem (pokusy ¢. 1,2). Rozdilnd byla

kultivace — v termostatu pii 58°C.

Biorozlozitelnost polymernich substratii ve vodném prostiedi byla hodnocena na
zékladé meéteni produkce CO,. Mnozstvi vyprodukovaného CO, bylo stanovovano
chromatografickou analyzou. Z naméfenych hodnot byla pocitina denni produkce CO,,
kterd byla korigovana o vliv fazové a acidobazické rovnovahy — rovnice /5/. Dale bylo
pocitdno procentuelni odstranéni substratu (DCO;) — rovnice /6/ - coz je skute¢né
vyprodukované mnozstvi CO, k teoreticky vyprodukovanému mnozstvi (ThCO,). Jako
doplitujici  kritérium biorozkladu pro rozpustné substraty bylo stanoveni celkového
organického uhliku (TOC) (kap. 6.4.2). Z hodnot TOC stanovenych na zacatku a na konci
testu bylo nasledné vypocteno procentuelni odstranéni substratu dle TOC (Droc) —
rovnice /7/. Ke stanoveni organického uhliku byl pouzit analyzator celkového organického

uhliku model TOC-5000A, Shimadzu Corporation.

Pokus €. 1

Test posuzoval schopnost pludnich mikroorganisma rozkladat rtizné polymerni
substraty. Byly pouzity materialy dobfe rozlozitelné (Xanthan a Gellan) i substraty obtizné

rozlozitelné jako je PVA [35].
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Pti testovani biorozlozitelnosti polymernich latek ve vodnim prostiedi byl pro test
¢.1 jako inokulum pouzit pidni extrakt (inokulum 1, kap. 6.1.4). Pro rozpis testu viz. kap.

6.5.1.

Testovaci ladhve byly kultivovany v temperované temné mistnosti na 25°C za

stalého michani. Testy byly provadény duplicitné.

Pomoci plynové chromatografie byla sledovana produkce CO; a z hodnot pocitano
procento rozkladu substratu. Z obsahu TOC, kdy byl celkovy organicky uhlik zjistén na
zacatku a na konci testu, bylo vypocteno procento rozkladu jednotlivych substrati (Droc).
Vyjimkou byly lahve, kde byl jako substrat pouzit Gellan, ktery je ve vodé malorozpustny

a byl proto pfimo navazovan.

Tab. XI: Naméfené hodnoty pouzitého inokula a destilované vody - pokus ¢.1

pH TOC

[1] [mg.I"]
Pddni inokulum 6,71 132,53
Destilovana voda - 3,65

Tab. XII: Hodnoty pH a TOC a vypocet procenta odstranéni substratu pomoci hodnot
TOC - pokus ¢.1

Zacatek testu Konec testu
Doba testu pH TOC PH TOC Dtoc
pozice vzorek [h] [1] Img.l" | [] | [mg.I"] [%]
1 slepy pokus 2108 22,98 7,22
2 slepy pokus 2108 7,08 21,34 | 7,22 | 4433
3 slepy pokus™* 2132 5,57 7,12
4 slepy pokus* 2132 7,13 6,84 7,15 7,65
5 PVA 2108 182,18 | 7,11 | 151,60 32,6
6 PVA 2108 7,14 185,98 | 7,06 | 24,97 111,9
7 PVA* 2132 169,96 | 7,07 | 10,73 98,1
8 PVA* 2132 717 170,56 | 7,07 8,01 99,8
9 Gellan 959 --- 7,08
10 Gellan 959 7,15 7,13
11 Xanthan 959 207,40 | 7,09 | 23,69 111,2
12 Xanthan 959 7,15 159,22 | 7,09 | 19,95 117,9
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Z denni produkce CO, (stanoveni GC analyzou) byla pocitana kumulativni
produkce korigovand s ohledem na fazovou a acidobazikou rovnovahu (obr.6,7) a dale
pocitano procento odstranéni substratu (DCO;) z reakéniho prosttedi (obr.8,9). DCO; je
pomérem skute¢n¢ vyprodukovaného mnozstvi CO, mikrobialni kulturou k maximalnimu
teoretickému mnozstvi CO, (ThCO,). Vzorce pro vypocet jsou uvedeny v kapitole 6.6.

Pro vypocty DCO; byly hodnoty slepych pokust vzdy primérovany.

U testll se substratem Xanthanem bylo po cca 950 hodindch procento odstranéni
substratu (DCO,) cca 93%, resp. 96%; u testit s Gellanem 82%, resp. 92% (obr. 6,9). Pti
hodnoceni biodegradace pomoci TOC byly vysledky pro Xanthan cca 111% resp. 118%
(tab. XII); Droc u testu se substratem Gellanem nebylo stanoveno, protoze Gellan byl
pridavan do reaktoru v pevném stavu. Vysledky ukazaly, ze Xanthan 1 Gellan lze podle

oc¢ekavani povazovat za substraty dobte odbouratelné.

Vysledky testi se substradtem PVA a s ptidnimi mikroorganismy vyhodnocenych
metodou plynové chromatografie se rozchdzeji. Po cca 1500 hodinach dosahlo procento
rozkladu (DCO,) v prvnim ptipad€ cca 25% a ve druhém cca 65% (obr. 6,8). Hodnoty
procentuelniho rozkladu substratu podle TOC (Droc) byly cca 33% resp. 112% (tab. XII).
Vysledky dvou na sobé nezavislych parametri (Droc, DCO;) potvrdily skutec¢nost, ze se
nejednalo o chybu plynové-chromatografické analyzy. Oba testy byly zahdjeny za
srovnatelnych podminek, rozdilny pribéh byl ziejme zpisoben heterogenitou inokula.
Rychly pribéh rozkladu PVA nebyl bézny [35,36], proto byl obsah lahve podroben

mikrobiologickym testim (vysledky budou znamy pozdéji).

V piipad¢ testli sadaptovanym aktivovanym kalem (inokulum 2, kap. 6.1.4)
dosahovalo procento odstranéni substratu (DCO,) cca 59% resp. 68% (obr. 7,8). Hodnota
procenta odstranéni substratu podle TOC (Dtoc) byla 98% resp.99% (tab. XII).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

2CO, (mmol)

1500 1800

900 1200

2100

t (hod.)

—e— Slepy pokus 1 — —0— — Slepy pokus 2 —e—PVA 1 -——-—-PVA2

—a&— Gellan 1 — —O0— — Gellan 2 —a— Xanthan 1 — —— — Xanthan 2

Obr. 6: Kumulativni produkce CO; - pokus ¢€.1, ¢ast 1

1o - T X=X
12
©
€ 09 -
E
8N 0,6 -
W
0,3 2% 6 o0-—-0-————0-=0
0,0 \ \ \
0 400 800 1200 1600
t (hod.)

—@—— Slepy pokus* 1 — —0— — Slepy pokus* 2 —>¢—PVA* 1 — =>¢ —PVA*2

Kumulativni produkce CO; - pokus ¢.1, ¢ast 2

Obr. 7:



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

100
80 - ———— X~ ——x
60 -

40 -

D CO, (%)

20 -

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

t (hod.)
—e—PVA1 ——<—-PVA2 —x—PVA* 1 — > —PVA*2

Obr. 8: Procentuelni odstranéni substratu podle produkce CO,-DCO,- pokus ¢.1,

¢ast 1

100

80 -

60 -

D CO (%)

0= ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

t (hod.)
—8&— Gellan 1 — 8- — Gellan 2 —aA— Xanthan 1 — —A— — Xanthan 2

Obr. 9: Procentuelni odstranéni substratu podle produkce CO,-DCO;- pokus ¢.1,

Cast 2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Pokus ¢. 3

V tomto testu byla sledovdna biodegradace modelovych polymernich materiala
(uvedeny v kap. 6.5.3) opét ve vodném prostiedi, jako zdroj mikroorganismu ale byl pouzit
kompostni extrakt. Jeho pfiprava je popsdna v kap. 6.7). Analogické bylo i posuzovani
experimentalnich dat: Pomoci plynové chromatografie byly sledovany denni produkce
COy, nésledné pocitany kumulativni produkce CO, a procento odstranéni substratu podle
produkce CO, (DCO;). Ve vSech vypoctech byly zohlednény fazové a acidobazické
podminky (rovnice 5). Hodnoty pH pfi nasazeni testu a v prub¢hu testu jsou uvedeny v tab.
XIII. Relativné malé zmény pH v prabéhu celého testu opraviiovaly pouziti vstupnich

hodnot pH ve vypoctech. Testy byly opét provadény duplicitné.

U jednoho testu se substratem Xanthanem, byly vysledky kumulativni produkce
CO2 (obr. 10) i procentuelniho odstranéni substratu (DCO;) naprosto rozdilné (obr. 11).
Xanthan byl rozloZen ze 17% resp. 93% za cca 600h. Pna zéklad€ vysledkt analyzy TOC u
obou testli s Xanthanem a slepych pokust byla potvrzena spravnost hodnot stanovenych
plynové chromatograficky, soudé¢ zhodnot DCO, a Dyoc (tab. XIV). Podobny
(ptekvapivy) prabéh byl pozorovan i u ptfedchoziho testu (pokus €.1, rozklad PVA

neadaptovanym pidnim extraktem).

Karboxymetyl celuloza se prakticky nerozkléddala — hodnoty splyvaly s pozadim (tj.
slepymi pokusy).

Atypicky prubéh byl ovéfovan opakovanymi pifidavky substrati Xanthanu a
mikrokrystalické celulozy (pouzita misto karboxymethyl celuloézy). Vysledky v zasadé
korespondovaly s predchozimi: Xanthan byl rozlozen z 34% resp. 93% zacca 700h;
mikrokrystalicka celul6za se opét prakticky nerozkladala. Celkova doba pokusu ¢. 3 byla

cca 1300h.

Pribéhy testi jsou ziejmé z obr. 10,11. Svisla carkovana ¢ara znaci opakované
pfidani substratl. Hodnoty pH pii nasazeni testu a v pribchu testu jsou uvedeny v tab.

XIII.

Na zdkladé¢ pouze dvou soubéznych a pfitom zdsadné odlisSnych prabéha
biorozkladu Xanthanu po inokulaci kmpostnim extraktem nebylo mozné jednozna¢né urcit
pricinu téchto diferenci. Po skonceni testu byla podobné jako u pokusu ¢.1 odebrana

suspenze pro nasledné mikrobiologické rozbory, které by mohly zalezitost osvétlit.
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U testu ¢.3 byla métena plynové chromatograficky koncentrace kysliku v 1ahvi,
nasledn¢ pocitano procento kysliku v plynné fazi. Procento nekleslo po celou dobu testu

pod hranici 17%, ¢imz byly zachovany aerobni podminky.

Tab. XIII: Hodnoty pH - pokus ¢.3

Zacatek testu Pred opétovnym
nadavkovanim substratu
pozice vzorek oH o
(1] [1]

1 slepy pokus 7,33
py p 7.25

2 slepy pokus 7,33

3 Xanthan 7,33
7,25

4 Xanthan 7,28

5 karboxymetyl celuléza 728 7,34

6 karboxymetyl celuléza ’ 7,34

Tab. XIV: Hodnoty TOC a Droc zjisténé v prubehu pokusu- pokus ¢.3

_ TOC Droc
pozice vzorek — %]
1 slepy pokus 64,44 —
2 slepy pokus 52,05 -
3 Xanthan 119,13 1,4
4 Xanthan 71,82 40,6
5 karboxymetyl celuléza 128,73 0
6 karboxymetyl celuléza 124,8 0
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7.2 Sledovani biodegradace v prostiedi kompostu

Dalsi pokusy jiz byly provadény v prostifedi kompostu. Cilem prace bylo navrhnout

vhodné ,,optimalni* podminky pro aplikaci kompostovani v laboratornich testech.

Aerobni biodegradace v prostiedi kompostu byla opét hodnocena na zakladé
stanoveni vyvijejiciho se CO, v testovacich lahvich. Pro detekci byla pouzita plynova
chromatografie a nepravidelné¢ jako doplnujici kritérium byla vyuzita titracni metoda podle
normy ISO 14855 [20]. Pomoci obou metod stanoveni produkce CO, byl pocitan stupen
rozkladu plasti (DCO;) — rovnice /6/.

Chromatograficky méteny ubytek O, v 1ahvi byl stanovovan pro kontrolu aerobnich

podminek v testovacich lahvich a nebyl pouzit pro urceni stupné biorozkladu.

Pokusy ¢. 4,5

Pokusy s vyzralym kompostem jako inokulem nebyly na pracovisti zatim nikdy
provadény a proto bylo nutné v prvni fadé vyzkousSet jak se vyzraly kompost (pfiprava -
kap. 6.1.2) bude chovat v uzavieném systému. U pokusu ¢.4 byla sledovana ,,endogenni
respirace kompostu. Znalost respirace samotného kompostu byla uzitecna z hlediska
,hasazeni“ pokusu (davkovani kompostu) a jeho harmonogramu (zejména frekvence

analyz).

Za pomoci plynové chromatografie byla stanovovana denni produkce CO,
pfitomnymi mikroorganismy a z toho nasledné pocitdna kumulativni produkce CO,, jeji
zavislost na Case je vynesena do grafu (obr. 12). Graf je rozd€len na dvé¢ Casti, v ¢asti I je
znazornéna kumulativni produkce CO; u kompostu, ktery byl ddvkovan v mnozstvi 200g
kompostu o 50%ni suSin¢ do testovaci lahve ( v souladu snormou [20]). Mnozstvi
kompostu v ldhvi bylo poté sniZzeno na polovinu; v ¢asti II je vidét respirace polovi¢niho
mnozstvi kompostu, tj. 100g o 50%ni suSiné v lahvi. Denni produkce CO, v ¢asti |
odpovidala hodnot€ cca 3,52 mmol, v ¢asti II potom hodnoté¢ cca 1,75 mmol CO, za 24h —

byly tedy v ptesné relaci k davkovanému mnozstvi kompostu.

Hodnota pH na zac¢atku pokusu byla pH = 7,22.
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Obr.
12: Kumulativni produkce CO, - pokus ¢.4

Pokus €.5 navézal na pokus ¢.4. Do testovanych lahvi s kompostem (100g o 50%-ni
susing v lahvi) z pokusu ¢.4 byl pfidan substrat Xanthan v mnozstvi 1,7g a 8,3g — rozpis

testu v kap. 6.4.3.

Po ptidani 8,3 g Xanthanu ke 100g vyzralého kompostu o 50% susing, doslo ke
slepeni obou slozek a k vytvoreni jednoho velkého kompaktniho celku. Hodnoty z této
lahve se nedaji povazovat za reprodukovatelné, presto nebyl pokus v lahvi ihned zrusen a

byl po néjakou dobu analyzovan.

Postup hodnoceni byl stejny jako v predeslém pokusu: byla sledovana denni
produkce CO,, z ni pocitana kumulativni produkce CO, (obr. 13) a procento odstranéni

substratu podle produkce CO, (obr. 14).

Hodnota DCO, v 600 hodin€ pro Xanthan - ddvkovany v mnozstvi 8,3g — se
pohybovala kolem cca 16%, pii davce 1,7g byla maximalni hodnota procenta biodegradace
DCO; vcca 550 hodin€é cca 31%. V dalSim pribéhu méla kiivka rozkladu Xanthanu
sestupny trend (obr. 14), ktery nebyl zptisoben nedostatkem kysliku v testovacich lahvich;
kyslikové poméry jsou ilustrovany na obr. 15. Pfi¢ina nebyla dale zkoumana, ponévadz
(zatim) Slo o ojedinély vysledek. Pfi vyméné atmosféry v reakénim prostiedi (refresh)

vzrostl obsah v testovaci 1ahvi na hodnotu kolem 21% (obsah kysliku v atmosféte).
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Pokus €. 6

Vzhledem k relativné vysoké hodnoté endogenni respirace samotného kompostu (pokus
¢.4) a z toho plynouci nutnosti ¢asté¢ho provzdusnovani testovacich lahvi (cca obden) byla
dalsi série testli provedena v prostfedi kompostu ,.fedéného® inertnim materidlem Perlit

(charakteristika Perlitu v kap. 6.1.3).
Kompost byl smichan s Perlitem v poméru 1:2 a 1:6. Rozpis pokusu v kap. 6.5.3.

Soubézné byla provadéna plynovéchromatografickd analyza slozeni plynné faze a
mén¢ Casto titracni analyza — pokud obsah kysliku v plynné fazi klesl pod cca 12% (norma
[20] pfipousti minimalni obsah kysliku dokonce 6%). Naslednost analyzy pak byla: GC
analyza, vyfoukani + absorpce + titrace CO,, pfipadné znovu GC analyza zbytkového
mnozstvi CO, (postup v kap. 6.4.1). Analyza zbytkového CO, se ukazala jako zbytecna
(prakticky nulové hodnoty) a proto nebyla od cca 600 hodiny testu provadéna.

Vysledky jsou graficky znazornény na obr. 16,17 — kumulativni produkce CO,
stanovenda plynovéchromatograficky, resp. titracné, na obr. 18,19 pak uvedeny analogické
zavislosti DCO,. Z obrazka je ziejma velmi dobra srovnatelnost vysledki zjisténych GC a
titracné.

Pti ,,fedéni® kompostu Perlitem v poméru 1:2 bylo procento biodegradace (DCO,)
pro pouzity substrat Xanthan cca 34%; pii poméru 1:6 cca 14%, coz teoreticky i prakticky
odpovida cca jedné tfetiné pii fedéni 1:2.

Pti ,fedéni vpoméru 1:2 a 1:6 se substratem karboxymetyl celulézou byla
produkce CO, srovnatelna nebo nizs$i nez produkce CO, u slepého pokusu (stanoveno
chromatografickou i titraéni analyzou, obr. 16, 17) — nenastal prakticky zadny rozklad
substratu nebo mohl byt dokonce mirné¢ toxicky pro piitomné mikroorganismy (obr.
18,19). Titra¢ni analyza byla provadéna jen pokud byla nutnd vyména atmosféry

v reaktorech (mnoZstvi kysliku v reaktoru kleslo pod hranici 12%).

Chromatograficky bylo sledovano kromé také mnozstvi O, vplynné fazi a
prepocitavano na aktudlni koncentraci v lahvi v procentech (obr.20). Obr. 20 slouzil pii
testech jako kontrola dodrzeni aerobnich podminek. Vyménou Cerstvé atmosféry v lahvi
(refresh) vzrostlo procentuelni zastoupeni kysliku v 1ahvi na hodnotu kolem 21% (obsah

kysliku v atmosfére)
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Pokus &. 7

Tento test byl nasazen na zaklad¢ vysledkii ptredchozich testi. Kompost byl
smichén s Perlitem v poméru 1:2 a jako substrat byl pouzit Xanthan ddvkovany v mnozstvi
1,7g (v souladu s normou [39]). Testy byly nasazeny 3x vedle sebe (3x test, 3x slepy
pokus). Podrobny rozpis testu viz. kap. 6.5.3.

Vyprodukovany CO, byl stanovovan chromatograficky a titra¢ni analyzou (obr.
21,22). Procento biodegradace DCO, dosahovalo po cca 700h hodnot cca 70%, 85% a
91% (obr. 23) — stanoveno GC a cca 64%, 80% a 82% - stanoveno titraén¢. Z priabchu
biodegradacnich zavislosti 1 limitnich hodnot DCO; je zfejma dobra ,,zastupitelnost* obou

variant testil (jejich analytickych koncovek).

Spotieba O, v reakénim prostiedi byla natolik vysokd, ze bylo nutno po kazdé
chromatografické analyze vzduch v reaktoru vymyt (refresh). Soucasné byla provedeno
titracni stanoveni. Aktudlni procento v testovacich lahvich je zndzornéno na obr. 24
Z technickych dtvodi nebyla koncentrace kysliku v testovacich ldhvich mezi 190 a 250

hodinou méfena.
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Obr. 21: Kumulativni produkce CO; - pokus ¢.7 - chromatograficka analyza
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Obr. 22: Kumulativni produkce CO; - pokus €.7 - titra¢ni analyza
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Obr. 23: Procento odstranéni substratu podle produkce CO; - pokus ¢.7
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Obr. 24: Aktualni obsah O, v plynné fazi - pokus €.7
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8 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo metodicky popsat praktickou realizaci testd sledovani

biodegradace ve vodném prostiedi s kompostnim extraktem jako inokulem a v prostiedi

vyzralého kompostu.

Aerobni proces biodegradace byl hodnocen zakladé sledovani vyvijejiciho se
mnozstvi CO, v plynné fazi reakéniho prostfedi. Mnozstvi CO, bylo stanovovano
plynovou chromatografii (realizovano na naplnové kolon¢ s PORAPAKEM R, v kap.
6.4.1.1) a normou udéavanou titracni analyzou (v kap. 6.4.1.2), ztéchto hodnot byla
nasledn¢ pocitana procentuelni biodegradace (jako pomér skute¢né vyprodukované¢ho CO,
k teoretickému). Pii testech s GC i titracni koncovkou bylo dosahovéno srovnatelnych
vysledki - proto lze aplikovat plynové chromatografické stanoveni produkce CO, jako

jediné kritérium pro hodnoceni biorozlozitelnosti polymernich latek.

Pti testech v prostfedi kompostu byla stanovovana plynovou chromatografii
koncentrace O, v plynné fazi reakéniho prostiedi (realizovdno na napliiové koloné
s Molekulovym sitem 13X, v kap. 6.4.1.1). Stanoveni bylo provadéno s ohledem na

zachovani aerobnich podminek, vysledky nebyly pouzivany pro urceni pritbé¢hu rozkladu.

V navaznosti na predeslé diplomové prace byla provedena série test ve vodném
prostiedi s ptidnim vyluhem jako inokulem. Vysledky testl potvrdily jiz diive zjiSténou
skutecnost, ze polysacharidy Xanthan a Gellan patfi mezi lehce odbouratelné substraty
narozdil od PVA, ktery se ve vodném prostfedi s pidnim extraktem odbourdva velmi
obtizné.

Na zéklad¢ dosazenych vysledki lze doporucit nésledujici podminky testh

v prostfedi kompostu:

objem reaktoru: 1000ml
— objem pevné faze cca 200ml, plynné cca 1065ml
— rozsah pokusu: 3x slepy pokus + 3x test

— davkovani: 20g vyzradlého kompostu o 50%-ni sus$in€¢ + 20g inertniho

materialu Perlitu - ,,fedéni kompost:inertni material Perlit — 1:2

— kultivace v temnu pfi teploté 58°C
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— pouzita analytickd koncovka: plynové chromatograficka analyza

— doplitkové kritérium: titrani analyza

— intervaly stanoveni: 2x tydné

— intervaly aerace: 2x tydné — koncentrace O, by nemély klesnout pod 10%

— referentni substrat: Xanthan

Na provedeni testii za zvolenych ,optimalnich podminek se pfedpoklada

navaznost v dalSich diplomovych pracich.
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ASTM Americka spolecnost pro testovani materialu
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CEN Evropské organizace pro normalizaci
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