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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva biologickym rozkladem polyvinylpyrrolidonu (PVP)
Vv pudnim prostiedi. Testovan byl vzorek polymeru PVP K15 o molekulové hmotnosti
10 000 g- mol™, jeho mozny biologicky rozklad ale nebyl potvrzen. Pozorovéan byl také
vliv adaptace pudniho prostiedi na kosubstrat (1-methyl-2-pyrrolidon, 1-oktyl-2-
pyrrolidon, N-acetyl-L-fenylalanin, akrylamid) na biologicky rozklad PVP. Pozitivni bio-
degradace PVP byla zjisténa pouze v ptipad¢ adaptace prostiedi na akrylamid, nicméné
dosazené vysledky je nutno jesté experimentalné provéfit. Dal§im tématem prace bylo tes-
tovani biologické rozlozitelnosti folii ptipravovanych z polymerni smési PVP s kyselinou
polymléénou (PLA) (50/50) a PVP/PLA/kosubstrat. Bylo zjiSténo, ze folie z polymerni
smé&si PVP/PLA podléhaly v ptidnim a vodném prostiedi s inokulem z aktivovaného kalu
vyrazné degradaci, nicméné k biologické degradaci béhem experiment nedochézelo. Folie

s ptidavkem kosubstratti podléhaly biodegradaci pouze v rozsahu ptidaného kosubstratu.

Kli¢ova slova: ptida, biodegradace, polyvinylpyrrolidon, kyselina polymlééna, 1-methyl-2-
pyrrolidon, 1-oktyl-2-pyrrolidon, N-acetyl-L-fenylalanin, akrylamid

ABSTRACT

This thesis deals with biodegradation of polyvinylpyrrolidone (PVP) in the soil environ-
ment. The tested sample was polymer PVP K15 (M,, 10 000 Daltons), but its possible bio-
degradation has not been confirmed. There was studied the influence of on the cosubstrate
adaptated soil (1-methyl-2-pyrrolidone, 1-oktyl-2-pyrrolidone, N-acetyl-L-phenylalanine,
acrylamide) on biodegradation of PVP. Positive biodegradation of PVP was detected only
in case of soil adaptated on acrylamide, however it is necessery to experimentally verified
this results yet. Another topic of this thesis was testing the biodegradability of films prepa-
red from a polymer blend of PVP and lactic acid (PLA) (50/50) and PVVP/PLA/cosubstrate.
It was found that the film of the polymer blend of PVP/PLA is distinctly degraded in the
soil and aqueous medium inoculated by sludge, however there was no biological degradati-
on registered. Films contained cosubstrates were biodegradaded but only in the range of

added cosubstrate.

Keywords: soil, biodegradation, polyvinylpyrrolidone, polylactic acid, 1-methyl-2-

pyrrolidone, 1-octyl-2-pyrrolidone, N-acetyl-L-phenylalanine, acrylamide
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UvVOD

Pidu Ize definovat jako pfirodni utvar, ktery vznikl vlivem reakci mezi atmosférou
a zemskou ktirou, tedy procesem zvétravani zemské klry a organickych zbytki za ptisobe-
ni pudotvornych faktord. Tento dynamicky a neustale se vyvijejici zivy systém byva popi-
sovan jako otevieny a vysoce heterogenni, nalezneme v ném jak fazi tuhou, tak i kapal-
nou a plynnou. Kapalnou fazi piedstavuje pudni voda (gravitacni, kapilarni), plynnou fazi
pak rozumime piidni vzduch, v némz je obsazen prevazné¢ oxid uhlicity, méné pak kyslik,
ptipadné amoniak. Tuhou fazi mizeme rozdélit do dvou skupin a to na organickou, ktera je
tvofena huminy, huminovymi kyselinami a fulvokyselinami. Zbyly anorganicky podil tvofi

jilové mineraly, oxidy a hydroxidy."?*

Puda piedstavuje Zivotni prostiedi pro edafon, fytocendézu a umoznuje ¢lovéku ji ob-
jeji tenké svrchni vrstvy, pedosféry, je jeji trodnost. Urodnost Ize popsat jako slozity celek
specifickych znakli ve vztahu k rostlindm a jejich vyZzivé. Pro rostliny tedy musi pida
zprostiedkovat dostatek Zivin a vody. Podminky ovliviiyjici trodnost pidy ovliviiuji na-
vzajem také sebe, mizeme sem zafadit povétrnostni podminky, teplotu, obsah ptdni vody
a vzduchu i kyselost ptudy, a jiné. M¢énit se také v mensi mife mohou fyzikalni vlastnosti
pudy. Nejvétsi podil na zménu vlastnosti plidy mé ¢lovek, ktery zahlcuje piidu organicky-
mi, anebo mineralnimi hnojivy a pidu mechanicky zpracovava. Néekteré latky mohou
v pud¢ diky sorpénim vlastnostem pretrvavat i nékolik let. Z pudy se tak stava vyznamny
zdroj potencialné rizikovych latek, pficemz mize dochéazet k naruseni ptirozeného kolob¢-

hu latek. '3

Je potieba si uvédomit, ze piida pfedstavuje nejcenné;jsi ptirodni bohatstvi kazdého sta-
tu. Je tedy nezbytné chranit pidu nejen pro soucasnost, ale i pro budouci generace. Je zna-
mo, ze centimetr krychlovy plidy se vyviji desitky az stovky let. Znicen vSak mulze byt

v disledku erozi, nebo ekologické katastrofy béhem nékolika minut.*

Jednou z potencialné nebezpecnych latek pro pidni prostfedi by mohl byt i polyvinyl-
pyrrolidon (PVP). O jeho osudu v environmentu neni znamo mnoho informaci, nebot’ je
povazovan za latku biologicky inaktivni a netoxickou. PVP se dostava na Cistirnu odpad-
nich vod (COV) jako soudast &isticich prostiedkil, 16¢iv, ¢i prostiedki pro osobni pééi.
Z informaci uvedenych v literatufe se da predpokladat, ze nemusi dochazet k jejich odstra-

néni pii procesu Cisténi, nybrz jen k ¢asteéné sorpci a tudiz se muze dostavat do recipientu
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a nasledné do pid, kde se mize hromadit a predstavovat tak do budoucna velky problém
pro Zivotni prostfedi.* PVP se do puidniho prostiedi miize dostavat také pii zemé&d&lské
¢innosti - aplikaci hnojiv ¢i pesticidnich piipravki, do nichz mtze byt pfi vyrob¢ pridavan.
Z mnohych studii se zda byt PVP biologicky nerozlozitelny a i v jeho bezpe¢nostnim listu
najdeme, Ze jeho biologicka odbouratelnost je nesnadna.’ Ve v&tsing piipadii jsou syntetic-
ky vyrabéné polymery neschopné ptirozeného mikrobidlniho rozkladu, v lepSim ptipadé
jsou tyto polymery rozlozitelné, avSak proces ma dlouhého trvani. Aby nedochazelo
k jejich hromadéni v environmentu, je nutné hledat zptisoby a moznosti odstraiovani téch-
to latek.’® Podrobn&j§i charakteristika a vyuZiti PVP i moZné zpisoby jeho degrada-
ce prevazné ve vodném prostedi byly popsany v nékolika pracich, na néz tato prace nava-
zuje.’

Tato studie se zabyva biologickym rozkladem PVP v piidnim prostiedi a navazuje tak

na sérii diplomovych praci provadénych na Ustavu Inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostie-

di.
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. TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA PVP

Polyvinylpyrrolidon (PVP), jehoZz strukturni vzorec je znazornén na obrazku 1, byl po-
prvé syntetizovan polymerni reakci N-vinylpyrrolidonu, pojmenovanou podle svého autora
Waltera Reppeho, Reppeho syntéza (1939), ktery se na jejim vyzkumu podilel spole¢né se
svymi kolegy. Vyuziti PVP nabralo rtiznych smért, své prvni uplatnéni nasel ve 40. letech
20. stoleti jako nahrada krevni plazmy, poté co bylo zjisténo, Ze nemusi dochazet k jeho
metabolickému odbouravani v lidském téle, a mohl by se v ném ukladat, bylo od této ¢in-
nosti ustoupeno.®® Cisty PVP je bile & bilo-zluté zabarveny prasek, ktery je snadno roz-
pustny ve vodé. Diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem, z nichz nékteré jsou uvede-
ny v tabulce 1, je dnes vyuzivanym polymerem v mnoha aplikacich, miZze poslouzit jako
aditivum do riznych plast, pouziva se pii vyrob¢ lepicich pasek ¢i natérovych hmot. Na-
jdeme ho v oblasti farmaceutického prumyslu, zde slouzi jako potahovy material tablet i
v oblasti potravinafstvi, kde se uplatnil jako stabilizator™ & zahustovadlo (E 1201)™.
Uplatnil se také v kosmetickém odvétvi, a je vyuzivan i ve formé& riznych smési jako oba-
lovy materidl. Hojn¢ vyuzivan pro funkci obalového materidlu je v zeméd¢lstvi, slouzi pro
enkapsulaci pesticida ¢i hnojiv, jez maji do pudy prichazet s postupnym uvoliiovanim nebo
také jako jejich pojivo.™

Tabulka 1 Zakladni informace o PVP*

CAS ¢islo 9003-39-8

obchodni nazev Kollidon, Luvitec &

Muy[g-mol ] 10 000-2 200 000 N O
plg-em™] 1,23-1,29

Tm[°C] 100-140 n

Tq[°C] 175-180

LDso[mg°kg'1] 100 000 Obrazek 1 Obecny strukturni vzorec
Kkrysa, orslnipodani PVP2

L Csolmg "] 100

Daphnia magna (48 hod)

Existuje mnoho zptsobti a cest, jakymi se PVP do prostiedi dostava, nicméné o jeho
dal$im osudu v ném neni zndmo mnoho informaci a neni tedy jasné, zda mizZe dochazet

k jeho biologickému rozkladu nebo zda ziistava v prostfedi nezménén.
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2 BIOLOGICKY ROZKLAD

Biodegradace je proces, kdy dochazi k rozkladu substratu vlivem mikroorganismut pii-
tomnych v daném prostiedi, kde jsou optimalni podminky pro jejich zivot a dobrou funkci
jejich metabolismu. Metabolismus lze popsat jako vysoce organizovany systém pracujici
ve dvou zakladnich smérech - anabolismu, kterym jsou nazyvany procesy syntézy a je pfi
nich nutné dodavat energii a katabolismu, pfi kterém dochazi k rozkladnym procesim a
uvoliiovani energie. Pro spravnou funkci metabolismu je potieba zdroje vody, energie,
uhliku, koenzymd, zdroje fosforu, dusiku, siry, ¢i jinych mineralnich latek a také jinych

specifickych latek, predstavujicich vitaminy & aminokyseliny.*®

V zavislosti na typu mikroorganismu pak biodegradace miize probihat bud’ za pfistupu
kysliku (aerobni) ¢i bez ptistupu kysliku (anaerobni). V aerobnich podminkach dochdzi
k rozkladu substratu na oxid uhli¢ity, vodu a dochazi také k tvorbé nové biomasy, kdezto
V podminkéch anaerobnich dochazi pfedevsim ke vzniku methanu, v mensi mife pak oxidu

uhlicitého a dale také vody, mineralnich soli a K tvorbé nové biomasy.

Mikroorganismy si zadaji pro svou cinnost ur¢ité podminky, které zahrnuji optimalni
hodnotu pH, pfitomnost Zivin, intenzitu svétla, vhodnou miru koncentrace kysliku v piipa-
dé aerobniho rozkladu ¢i vlhkosti. Pfi naruseni téchto podminek mize dochazet k poklesu
mikrobialni ¢innosti. V pribeéhu biodegradace také hraji dlileZitou roli struktura, molekulo-
va hmotnost, stupel hydrolyzy, aditiva a jiné vlastnosti substratu a samoziejmé také vliv
ostatnich fyzikalné-chemickych procest probihajicich v daném prostiedi, napiiklad fo-

todegradace ¢i degradace mechanicka a tepelnél.14

2.1 Biologicky rozklad polymeri

Proces biodegradace polymeru zacina v okamziku, kdy dochazi k jeho ataku mikrobial-
nimi enzymy, které polymer za¢nou $té€pit na oligomerni a monomerni jednotky, jimiz mo-
hou byt naptiklad hydroxykyseliny. Ty jsou dale vyuzivany jako zdroj uhliku pro rast mi-
kroorganismtl. Na biomasu je pfevedena mensi ¢ast organické slouceniny — polymeru. Me-

ziprodukty a jiné zbytky se skladaji z nedegradovatelné ¢asti polymeru.

Biodegradace ptedstavuje cely komplex riznych mechanismi, které mohou probihat
soucasné nebo postupné. Mezi tyto mechanismy miizeme zahrnout rozpad, disperzi, roz-
pousténi, erozi, hydrolyzu a enzymatickou degradaci. Vétsina z mikrobidlnich reakci, jsou

sekvenéni, coz znamena, Ze koneény produkt metabolismu jednoho organismu se stava
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substratem pro dalsi organismy. Cely proces biodegradace muze trvat dny, mésice az roky

a je pro vé&tsinu polymert rozdilny.*

2.2 Zpisoby testovani biologické rozlozitelnosti polymeri

Biologicky rozklad polymert je mozno pozorovat respektive hodnotit né¢kolika zptso-
by. Tyto zptsoby testovani mizeme rozdélit do tii zakladnich skupin: testy provadéné
V terénu, simulac¢ni testy a testy laboratorni. Miru biologického rozkladu pak Ize pozorovat
metodami uvedenymi v nasledujicich podkapitolach pro polymery nerozpustné a rozpustné

. 16
ve vodé

2.2.1 Polymery nerozpustné ve vodé

Mezi zpiisoby testovani polymert nerozpustnych ve vodé fadime: vizudlni zkousky,
zmény termo-mechanickych a fyzikélnich vlastnosti, snizeni molekulové hmotnosti, che-
mické zmény ve struktufe, tepelnou degradaci (kompostovani nebo rozklad za anaerobnich
podminek) ¢i hydrolyzu polymeru (vodné prostiedi), zménu hmotnosti polymeru a respi-

rometrické testovani sledujici produkci oxidu uhli€¢itého ¢i spottebu kysliku.
Vizualni zkouSky

Vizualni zkousky zahrnuji hodnoceni makroskopickych zmén struktury na povrchu bio-
degradovaného polymeru: zdrsnéni povrchu, vytvofeni otvort a trhlin, zménu barvy, tvor-
bu mikrobialnich kolonii na povrchu, atd. Vizudlni zmé&ny mohou byt pouZity pro letmy
odhad biodegradace, respektive zda probiha ¢i nikoliv. V dnesni dobé lze pouzit mnohé
mikroskopické techniky, mimo klasickou mikroskopii v prochazejicim svétle jsou to pola-
riza¢ni mikroskopie, elektronova mikroskopie, skenovaci elektronova mikroskopii (SEM)
¢i mikroskopie atomarnich sil (AFM, SFM), ktera slouzi k trojrozmérnému zobrazovani
povrchu. Mezi vizualni zkousky lze také zatadit pocitani vyrostlych mikrobialnich kolonii,
které¢ jsou viditelné pouhym okem. Jedna se o jednoduchy, levny a rychly zpi-
sob méfeni. Jeho vysledky jsou vSak pouze kvalitativni, nebot’ nelze pouhym vizualnim
hodnocenim prokazat, ze mikrobidlni kolonie nevznikaly s vyuzitim jiné latky obsazené
v polymeru, ale s vyuzitim polymeru samotného. Krom¢ toho mohou byt nékteré struktu-

ralni zmény polymeru zpiisobeny degradaci chemickou a nikoliv biologickou.*>*®

Zmény termo-mechanickych a fyzikalnich vlastnosti

Béhem procesu degradace se pouzivaji k méfeni mechanickych zmén polymeru testy

napéti a deformace (pevnost v tahu, prodlouzeni pfi pretrzeni, modul a mez kluzu). Stejné
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standardizované mechanické zkousky pouzivané pro konvencni polymery lze pouzit i pro
biopolymery. Nevyhodou vyuziti této metody pro sledovani biologické rozlozitelnosti je,
7e tyto testy mohou byt provadény pouze v ranych fazich procesu biodegradace. Tepelné
vlastnosti, jako je teplota skelného ptechodu (Ty), teplota tani (Tr), entalpie, krystalinita se
obvykle stanovuji pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) a termogravimetrické
analyzy (TGA). Zménu krystalové struktury lze také pozorovat pomoci rentgenové difrak-

ce.15’16

Snizeni molekulové hmotnosti

Snizeni pramérné molekulové hmotnosti poskytuje prvni ditkazy o probihajici degradaci
polymeru. Degradaci polymeru vsak nelze posuzovat jen zvysledkii stanove-
ni ubytku molekulové hmotnosti, i kdyby dochazelo K jejim vyznamnym rozdilim.
Nicméng, tento druh analyzy lze pouzit k 0znaceni mista §tépeni v polymernim fetézci pii
pribéhu biodegradace. Molekulovd hmotnost biologicky rozlozitelného polymeru mize

byt méfena pomoci gelové permeacéni chromatografie (GPC).*>®

Chemické zmény, tepelna degradace a hydrolyza polymeru

K detekci chemickych zmén ve struktuie polymeru se pouzivaji metody spektroskopic-
ké analyzy, jako je infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), UV-
VIS spektroskopie, fluorescen¢ni spektroskopie ¢i nuklearni magneticka rezonance

(NMR), nebo také lze vyuzit hmotnostni spektroskopie (MS).*°

Gravimetrické sledovani zmén hmotnosti polymeru

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou pro stanoveni biodegradace je méfeni ibytku hmotnos-
ti polymeru, ktery je vystaven plisobeni mikroorganismi v kultivatnim médiu, kde poly-
mer predstavuje pro mikroorganismy jediny zdroj uhliku. S problémy se pfi této metodé
lze setkat, pfi neopatrném cisténi vzorku, nebo v ptipadé, ze se material nadmérné rozpada.
Mefeni ztraty hmotnosti vzorkli ve skute¢nosti neni reprezentativnim meétenim biologické
rozlozitelnosti, protoZze ubytek hmotnosti muze byt zpisoben tékanim ¢i rozpousté-
nim aditiv polymeru, a nebo fyzikalné-chemickymi procesy probihajicimi v daném pro-
stfedi (hydrolyzou). Kromé toho se metoda tyka pouze rané faze procesu biodegradace a

neposkytuje zadné informace o rozsahu mineralizace.'>*°

Metody SEM, FTIR, TGA, DTG ¢i analyzu ubytku molekulové hmotnosti nebo gravi-
metrické vyhodnoceni byly pouZity pfi studiich biologického rozkladu smésnych polymeri

na bazi PVP Paulou, Royem ¢i Okhitou, jejichz publikace jsou zminény v Kapitole 3.4.
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Méreni produkce oxidu uhli¢itého ¢i spotieby kysliku

Respirometrické metody vyuzivaji pro zhodnoceni miry biodegradace celkovou produk-
ci CO, pii testovani v acrobnich podminkach ¢i produkci CHy pii testovani v anaerobnich
podminkach. Nékteré metody jsou zaloZeny na meéteni spotieby O,. Respirometrickd mé-
feni miizeme rozd¢lit na dynamickd a staticka. Dynamickd méfeni probihaji s kontinualni
aeraci biomasy. U méfeni statickych dochazi jen k provzdusinovéni difuznimu, coz mize
predstavovat jistou nevyhodu. Nemusi totiz dochazet k plynulému odvadéni produktti me-
tabolismu a v disledku zvysené koncentrace CO, muze zna¢né klesnout pH, a tak i mikro-
bialni &innost."’

Existuji vSak i dal$i moznosti sledovani procesu biodegradace, jsou jimi napf. metody

radioaktivniho znaceni, testy ekotoxicity, aj.

2.2.2 Polymery rozpustné ve vodé

Vétsinu zminénych metod studia biologické rozlozitelnosti v predchozi kapitole by-
chom nemohli pouzit pro polymery rozpustné ve vod¢, nebot’ by po aplikaci doslo k jejich
rozptyleni v prostiedi, pro tyto lze ale také vyuzit testd respirometrickych. Mezi metody
vyuzivané k méfeni miry jejich rozkladu patii Sturmiv test, Zahn-Wellenstv test a Head-

Space test.
Sturmuyv test

Sturmiv test je znam ve vice modifikacich, funguje na principu méteni produkce oxidu
uhli¢itého vznikajiciho pfi rozkladném procesu substratu, jako jediného zdroje uhliku a Ize
jej pouzit i pro ve vodé nerozpustné vzorky. Provadi se v provzdusnovanych reak¢énich
nadobach s biomédiem a inokulem mikrobialni kultury. Vzduch pouZity pro aeraci je zba-
ven oxidu uhli¢it¢ho a méfeni je provadéno pii 20 °C za kontinudlniho promichavani su-
spenze Vv reak¢nich nadobach. U klasickych metod je oxid uhli¢ity zachycovan do roztoku
hydroxidu barnatého ¢i hydroxidu sodného a je nasledné titrovan. Nicméné byly také vyvi-
nuty metody automatické, které mohou fungovat na principu zaznamenavani zmén elek-
trické vodivosti standardniho roztoku pomoci elektrod umisténych v reakénich bankach.
Automaticky pfistroj je kalibrovan pro vyhodnoceni uvolnéného oxidu uhli¢itého. Testo-

vani je provadéno zpravidla po dobu 28 dni.*#*
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Head-Space test

Head-Space test je stejn¢ jako predchozi testy provadén v uzavienych kontinualné pro-
vzdusiovanych nadobach s biomédiem, mikrobidlnim inokulem a substratem v podobé
testované latky, kterd predstavuje pro mikrobidlni kulturu jediny zdroj uhliku. U této meto-
dy je také stanovovana produkce oxidu uhli¢itého vznikajiciho pfi rozkladu substratu.
V priabéhu méfeni jsou injekéné odebirany vzorky plynné faze. Pro indikaci oxidu uhlici-

tého 1ze pouzit plynového chromatografu nebo analyzatoru uhliku®*®.

Zahn-Wellensuyv test

Zahn-Wellenstv test je metoda uréena pro ve vodé rozpustné substraty. Provadét se
mize v kontinualné¢ provzdusnovanych délickach s obsahem biomédia a s vhodnou kon-
centraci testované latky. Tato smés je nasledné zaockovdna mikrobidlni kulturou.
V priibéhu méfeni jsou odebirdny v pravidelnych €asovych intervalech vzorky. Méfitkem
biologického rozkladu je zde stanoveni organického uhliku, které se provadi v dnesni dobé
jiz vyhradné na automatickych analyzatorech ¢i stanovenim CHSKc,, vyhodnocenim je u

téchto testl procentudlni ubytek substratu. Testovani se provadi zpravidla po 28 dni.'®1°

2.2.3 Normy pro testovani biologické rozlozitelnosti polymeri v pidé

e Mezinarodni norma ISO 11266 Pudni kvalita — Fizeni biorozloZitelnosti organic-
kych latek v laboratornim testu v piidé za aerobnich podminek, byt nepopisuje zad-
nou konkrétni metodu, podava nam informace o moZznosti postupu vybéru vhodné

metodiky a jejiho provedeni za G¢elem konkrétniho stanoveni.

e Mezinarodni norma ISO 17556:2003 Plasty — stanoveni konecného aerobniho bio-
rozkladu v piide mérenim spotreby kysliku v respirometru nebo mnozstvim vypro-
dukovaného oxidu uhlicitého, jiz uvadi ur¢itou metodiku, pfi niZ je cilem dosaZeni
optimalniho stupné degradace upravou vlhkosti pozorovaného pidniho testu. Do-
jde-li k adaptaci pudy na sledovanou latku, mtze byt metoda pouzita pro sledovani
potencialni biorozlozitelnosti, nedojde-li k tomuto adapta¢nimu kroku, metoda se

stava jen simulaci biodegradacnich procesii.

e Dalsi takovou metodou je D5988-03 Standardni zkusebni metoda urcujici aerobni
biodegradaci v piide pro plastické materialy nebo zbytkové plastické materialy po

kompostovani.
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e Poslednimi zminénymi testy jsou tzv. soil burial testy — Zkouska zahrabdavanim do
zeminy 1SO 11721-2:2003. Metoda spociva v zahrabavani vzorku v realném pro-
stiedi environmentu a stanoveni biologické rozlozitelnosti je provadéno gravime-
tricky, kdy se méfi ubytek hmotnosti vzorku na zacatku a konci experimentu, mé-
feny mohou byt i1 dal$i mechanické, fyzikalni ¢i chemické vlastnosti pozorované
matrice.™ Tyto testy byly pouzity ve studiich zabyvajicich se biologickym rozkla-
dem PVP EI-Mohdyho a Roye, jejichz publikace zminuje kapitola 3.4.

Ve své diplomové praci se budu vénovat, na zaklad¢ vlastnosti a charakteristiky PVP,
metodice meétfeni biologického rozkladu v padnim prosttedi v ramci normy I1SO
17556:2003 za pouziti respirometrické¢ho pfistroje, ktery méfi spotiebu kysliku a pracu-

je dle principu popsaného v nasledujici podkapitole.

2.2.4 Respirometr Bl 2000

Podrobné funkci respirometru ve své praci popisuji Pekatova® s Nemeckovou?!, model
sestava ze dvou reak¢nich modulti po osmi pozicich, kde na kazdou z nich ptipada sklen¢-
na lahev o objemu jednoho litru (Obrazek 2). Do této nadoby se umist'uje specialni zku-
mavka pInéna natronovym vapnem, slouzicim pro sorpci vznikajiciho oxidu uhli¢itého pii
rozkladném procesu v pidé. Na tuto zkumavku se nasazuje elektrolyticka cela (Obrazek 3),
plnéna elektrolytem 0,5 M kyseliny sirové. Kazda cela se sklada ze tii elektrod, kyslikové,
vodikové a tzv. elektrody spinaci. Pti biologické spotiebé kysliku a produkci oxidu uhlici-
tého, ktery je sorbovan na natronové vapno, dochdzi ke vzniku mirné¢ho podtlaku, v jehoz
dusledku dochazi k poklesu hladiny elektrolytu a nasleduje preruseni kontaktu se spinaci
elektrodou, v tomto okamziku zac¢ne vlivem disociace kyseliny sirové na ionty sirand a
vodiku, mezi vodikovou a kyslikovou elektrodou prochazet elektricky proud. Vodik je
vypoustén do atmosféry, kdezto siranové ionty jsou prevadény kladnou elektrodou na elek-
troneutralni ¢astice piechazejici ve styku s vodou na kyslik. Mira produkce kysliku se za-

znamenava piisluSnym softwarem.
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propojovaci kabel

elektrolyticka cela
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konektor k reaké&nimu modulu ~

Obrazek 2 Skladba reakéni nadoby k respirometru21
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Obrazek 3 Skladba elektrolytické cely k respirometru21
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3 STUDIE ZABYVAJICI SE BIOLOGICKYM ROZKLADEM PVP

Jelikoz biologicky rozklad PVP v dneSni dob¢ neni stale zcela vyjasnén a neni o ném
znamo prilis informaci, byla této tématice vénovana pozornost v né¢kolika diplomovych
pracich na Ustavu Zivotniho prostiedi a vénuje se ji i nékolik zahrani¢nich studii. Tyto pra-
ce a studie byly roz¢lenény do nasledujicich podkapitol. Zkoumana v nich byla rozlozitel-
nost vzorki PVP o ruzné molekulové hmotnosti bez jakychkoliv tGprav, ale i vliv jeho ruz-
nych fyzikalnich a chemickych tUprav, které by mély biologickou degradaci usnadnit. Dalsi
moznosti podpoteni rozkladu PVP by mohla byt jeho aplikace spolu s jinymi rozlozitelny-

mi polymery nebo nalezeni vhodné mikrobialni kultury se schopnosti jej rozlozit.

3.1 Teoreticky biologicky rozklad PVP

Mechanismus biologické rozlozitelnosti PVP zatim nebyl objasnén. Piedpoklada se, ze
k rozkladu by mohlo dochazet postupem uvedenym na obrazku 4, kdy dojde nejprve
K rozstépeni laktamového kruhu, a to v mist¢ amidové vazby heterocyklu, nejpravdépo-
dobngji vlivem enzyml gama-laktamédz. Poté by mohlo dojit vlivem aminooxidaz
k rozkladu vzniklého sekundarniho aminu, pficemz by nasledoval rozklad vznikajicich
koneénych produktii. Cervendkova se ve své praci zamysli také nad situaci, pii niz by
mohlo dochazet k tvorbé komplexti PVP s vyprodukovanymi mikrobidlnimi enzymy,

v disledku &ehoZ by pak nemuselo vibec dojit k ataku a rozkladu molekuly PVP.?
U - g o <_/
b)

\ HaC—NH,
OH n ;

Obrazek 4 Piedpokladany priibéh biologického rozkladu PVP; a) plisobeni gama-

I o ’ . ey, 4
laktamaz; b) pisobeni aminooxidaz
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3.2 Biologicky rozklad neupravenych vzorki PVP

Mozny biologicky rozklad neupravenych vzorki PVP byl sledovan pievazné ve vod-
ném prostiedi ovSem S riznymi typy inokul. Bylo jiz také provedeno nékolik malo tes-
tt biodegradace PVP v pidnim prostedi. V nékterych diplomovych pracich byl sledovan i
rozklad PVP specifickymi mikrobialnimi kulturami. V podkapitolach 3.2.1-3.2.4 je uvede-
no, jakym zptisobem bylo testovani biodegradace neupravenych vzorki PVP provadéno, a

jakych ptitom bylo dosazeno vysledkii.

3.2.1 Vodné prostiedi s inokulem z aktivovaného kalu (AK) z méstské COV; aerob-

niho i anaerobniho

O moznosti rozkladu vzorkti PVP, bez jejich ptedeslych uprav, biologickou cestou se ve
své diplomové praci zmitiuje Marugincova.® Ta provadéla testy biodegradace PVP ve vod-
ném prostiedi za ptitomnosti aktivovaného kalu z COV Malenovice za aerobnich podmi-
nek na respirometru BIAL BOD 10, ktery méfi biologickou spotiebu kysliku i testy za
anaerobnich podminek na pfistroji Micro-Oxymax. Tento typ respirometru zaznamenava
pfi rozkladném procesu produkci oxidu uhli¢itého a methanu. Z vysledku prace (Obrazek
5) lze vidét, ze po téméF 70 dnech experimentu v aerobnich podminkach nedochézelo
vzhledem ke slepému pokusu ke spottebé O, a tudiz 1ze usoudit, Ze testované vzorky PVP
K15 o molekulové hmotnosti 10 000 g-mol™a PVP K30 0 molekulové hmotnosti 40 000
g-mol™ ziistaly nezménény, ¢imz by se mohla potvrdit domnénka o biologické resistenci
PVP.

Pro testovani rozkladu PVP v anaerobnich podminkach, byl pouZit vyhnily kal také
z méstské COV Malenovice. Pro méfeni byl zfedén mineralnim médiem tak, aby byla jeho
koncentrace Vv respiraénich baiikach 3 g1 Bylo zji§téno, Ze rozklad PVP po 24 dnech mé-
feni dosahoval 2 % pro oba typy zvolenych vzorkd. Biologickou nerozlozitelnost PVP vici
anaerobnim pochodiim potvrdila navazujici prace Vrlové. Vrlova® provedla studii rozkla-
du neupravenych vzorkti PVP ve vodném prostiedi suspenze vyhnilého aktivovaného kalu
z COV Malenovice o koncentraci V respiraénich bankach 2,4 g-l’l. Me¢fteni bylo provadéno
metodou lahvovych testa s naslednou analyzou plynné faze pomoci plynové chromatogra-
fie (GC/TCD). Ubytek organického uhliku byl sledovan na analyzatoru Shimadzu TOC-
5000 A. Testovan na biologicky rozklad byl opét vzorek PVP K15, stejné€ jako u ptedcho-
zich praci. Rozklad PVP po 98 dnech byl kolem 2 %, u dalSich testii rozklad neptekrocil 10
%.
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Obrazek 5 Pribéh BSK u neupravenych vzorki v aerobnim prostiedi kalu z COV

Malenovice (Marugincova)®

3.2.2 Vodné prostiedi s inokulem z AK z primyslovych COV, specifické mikrobisl-
ni kultury

Dalsi studii, v niz je zminén rozklad neupravenych vzorkli PVP, je navazujici prace
Cervenakové.?” Méfeni rozkladu neupravenych vzorkét PVP K15 o molekulové hmotnosti
10 000 g-mol™ bylo provadéno na respirometru Bial BOD 10. Testy probihaly v aerobnich
podminkach vodného prostiedi za piitomnosti inokul z aktivovaného kalu z COV Sloven-
ska L’upca, kterou prochazi odpadni vody farmaceutické spolecnosti Biotika a.s. zabyvaji-
ci se vyrobou antibiotik. Dal§im testovanym inokulem byl aktivovany kal z COV Hloho-
vec, na niz prichazi odpadni vody z vyroby 1é¢iv morfolinového typu spolecnosti Zenti-
va. Aerobni kaly pro vyzkum byly vybirany tak, aby v nich byla velk4 pravdépodobnost
ptitomnosti kultury produkujici specifické enzymy — laktamazy. Znamky rozkladu neupra-
venych vzorki PVP byly zaznamenany pravé v prostiedi aktivovaného kalu vznikajiciho
pfi ¢isténi odpadnich vod z vyroby 1é¢iv spolecnosti Biotika, odebraného v dobé¢, kdy v ni
probihala vyroba penicilinu. Jak mizeme vidét na obrazku 6, namétend celkova BSK pro
rozklad vzorku PVP byla vyssi nez u slepého pokusu, byt jsou vysledky zatizeny poméerné
velkou chybou, tato skutecnost se stala podnétem pro dals$i zkoumani potencialnich moz-

nosti biologického rozkladu PVP.
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Obrazek 6 Priubéh BSK pti aerobnim rozkladu PVP ve vodném prostiedni s inoku-
lem z aktivovaného kalu z pramyslové COV AK SI. L’up&a (Cervenakova)?

Moznosti odstrafiovani PVP biologickou cestou studovala také Vaskova', po zjisténi in-
formaci ziskanych od Cervenakové, byla prace Vaskové rozsifena o experimenty provadé-
né i v prostiedi zaockovaném odpadnim myceliem z vyroby penicilinu obsahujiciho speci-
fickou kulturu Penicillium chrysogenum se zbytkem zivné pudy. Testy byly provadény bez
predeslych tprav polymeru. Pro rozklad byl pouzit stejné jako v predchozich pracich vzo-
rek PVP K15 o molekulové hmotnosti 10 000 g-mol™. Respirace byla m&fena na pistroji
Micro-Oxymax. Z vysledkt prace, je patrné, ze PVP samotny, ani v této studii, nejevil
znamky vyznamného rozkladu, téméf ve vSech piipadech se jeho mira pohybovala
v rozmezi 4-6 %. Nejucinngjsi rozklad vSak byl v aktivovaném kalu adaptovaném na od-
padni vody z vyroby penicilinu po jeho zao¢kovani myceliem. Cestou biodegradace je zde
povazovan rozklad laktamového kruhu s predpokladem, Ze jiZ nedochdzi ke Stépeni poly-

oy 7
merniho fetezce.

Biologickym rozkladem PVP pomoci bakterii rodu Sphingomonas a jejich smésnych
kultur se zabyva diplomova prace Mérkové®*. M&feni bylo provadéno metodou lahvovych
testl a metodou zkumavkovych degradacnich testl s ndslednym vyhodnocenim ubytku
TOC u odebiranych vzorkl v urcitych Casovych intervalech na automatickém analyzatoru
TOC Shimadzu. VSechny testy provadéné v lahvich obsahovaly 10 ml mineralniho média a
20 pg1™" pyrrolochinolinchinonu (PQQ), ktery je vyuZivan jako podptrny faktor pii roz-
kladech polyvinylalkoholu (PVA). N¢které z lahvi pak obsahovaly PVP jako jediny zdroj

uhliku, u jinych byl pfidavan PVA pro zjisténi mozZnosti pfipadné indukce degradacnich
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enzymu, které by usnadnovaly rozklad PVP. Méfeni probihalo 56 dni, avSak nebyla za-
znamenana 7adna moznost biologické rozlozitelnosti PVP.?* Biodegradace v prostiedi
¢isté mikrobialni Kultury s produkci gama-laktamaz, Microbacterium keratanolyticum, by-

la pozorovéna Vv praci Vyoralove, po 36 dnech testovani byl zaznamenan 5% rozklad PVP.

V priibéhu let 2009-2012, kdy byly provadény experimenty s kalem z méstské COV,
ktera primarné poskytuje aktivovany kal pro biodegradaéni testy na Ustav Zivotniho pro-
stiedi, bylo zjisténo, Ze je PVP ve vodném prostiedi s inokulem tohoto typu rozkladano
prumémé z 5 %. Vysledky testu, které jsou shrnuty v tabulce 2, jsou zatizeny vétSimi ¢&i
mensimi odchylkami, které mohou byt zptisobeny proménlivosti kalu v zavislosti na roc-
nim obdobi, nebot’ je znamo, Ze teplota je pro aktivitu mikroorganismu stézejnim fyziolo-
gickym faktorem. Dal§im faktem, ktery by mohlo ovlivnit aktivitu mikroorganismu je sa-

motné sloZeni odpadni vody, které je v pribchu roku také zna¢né proménlivé.

Tabulka 2 Shrnuti dosavadnich vysledki praci sledujicich biologicky rozklad PVP 1

Dpvp Doba .
Vyhod. Literatura
[%6] [dny]
0 70 CO, | Marusincova | 2009

% méstska COV Malenovice 3 32 Vaskova | 2011
g
= 10 33 Vyoralova | 2012
e
o
< -

pramyslova COV Sl. L’upca 4 9 Vaskova | 2011
o AK + mycelium 8,5-25 32 BSK Vaskova 2011
2
2 Penicillium chrysogenum 25 33 Vyoralova | 2012
g
= PI + Microbacterium
_% 5 36 Vyoralova | 2012
S keratanolyticum
v 2,5 24 CO, | Marusincova | 2009
<
E Méstska COV Malenovice +
o
= 7
;é 2-10 98 CHa Vrlova 2011
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3.2.3 Vodné prostiedi s riznymi typy inokul ptudy a pidy samotné

V praci Vaskové byly provadény experimenty zabyvajici se rozkladem PVP ve vodném
prostiedi s piudnimi inokuly ¢i v prostiedi ptidnim, které se zdaji byt pro biodegradaci PVP
vhodnéjsi. Dochazelo v nich k rozkladu lehce nad 5 % po 39 dennim testu v prostiedi lesni
pudy a 29 dennim testu v prostiedi jejiho inokula. Adsorpce PVP na pevné pudni slozky

zde byla vylougena.’

Ptedpoklady mikrobialniho rozkladu PVP se poté zabyvala Vyoralovézs, ta studovala
rozklad PVP a jeho strukturnich analogli v prostfedi zahradniho kompostu, komercniho
kompostu a zemédélské pudy. Z komposti a pudy byla také ptipravena inokula a rozklad
byl pozorovan i v jejich vodnych roztocich. Méfeni bylo provadéno na respirometru
Micro-Oxymax. Ubytek PVP (organického uhliku) byl sledovan stanovenim na analyzato-
ru Shimadzu TOC-5000 A. Pozitivni rozklad PVP byl zaznamenan v piipadé¢ testi probiha-
jicich v prostfedi inokula zemédé€lské pudy, kdy dochazelo k rozkladu z 30 % za 36
dni. Smésna ptida pripravend ze zeméde€lské pidy a komeréniho kompostu v poméru (1:5)

vykazovala po 33 dnech rozklad PVP 16 %.

Tabulka 3 Shrnuti dosavadnich vysledkt praci sledujicich biologicky rozklad PVP 11

Dpvp[%] | Doba [dny] | Vyhod. Literatura

Zahradnicky kompost 3 33 Vyoralova 2012
Smésna puda 16 33 Vyoralova 2012
Lesni puda 6,5 39 Vaskova 2011
Pidni inokulum

4 36 Vyoralova 2012
zahradnického kompostu
Pidni inokulum BSK

30 36 Vyoralova 2011
zemedelské pudy
Pidni inokulum

7 29 Vaskova 2011
lesni pidy
Pidni inokulum

2 36 Vyoralova 2012
komeréniho kompostu
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3.2.4 Biologicky rozklad v prosti‘edi morské vody

Eubeler® ve své diserta&ni praci popisuje studium biologického rozkladu neupraveného
PVP o riznych molekulovych hmotnostech v prostfedi média pfipraveného z moiské vody.
Prabéh jeho méfeni je znazornén na obrazku 7. Pozorovany mirny narast Dpoc je pFipiso-
van mozné sorpci PVP na sklenéné stény nadob pouzivanych pfi experimentu ¢i sorpci na
biomasu. V prubéhu méfeni totiz nebyla detekovana Zzadna produkce oxidu uhli¢itého

vznikajiciho pii biodegradaci, ktera by mohla potvrdit biologicky rozklad PVP.

100 =

—e— PVP (2'000-3'000 g mor ™)

% v PVP (7'000-11'000 g mol ™)

—a— PVP (28'000-34'000 g mol™)

—a— PVP (44'000-54'000 g mol™)
—&— PVP (1'000'000-1'500'000 g mol™)

Dpoc (%)
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Obréazek 7 Biodegradace PVP v prostfedi morské vody (Eubeler)?

Dosavadni studie zabyvajici se rozkladem samotnych nepravenych vzorkti PVP za-
tim nedoSly k zavértim, které by mohly potvrdit jeho rozloZitelnost, nicméné z naméfenych
vysledkii nemtizeme hovofit ani o jeho jasné rezistenci. V tad¢é praci bylo tedy ptistoupeno

na moznost podpofeni jeho rozkladu za pouziti kosubstratti.
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3.3 Vliv kosubstrati na biologicky rozklad PVP

Tématice kosubstratii je vénovana pozornost v remediacnich technologiich, kdy je
mnohdy ucinnéjsi odstranovani latky v systému kosubstrat — polutant. Jedna se o proces,
kdy dochazi k rozkladu kontaminantu Siroce pusobicimi enzymy za pritomnosti substra-
t&.2" P¥i pozorovani vlivu enzymatického vybaveni vznikajiciho pii rozkladu kosubstratu
na rozklad PVP byly pouzity dva zpusoby testovani a to bud’ adaptace prostiedi na kosub-

strat ¢i rozklad PVP pfimo ve smési s kosubstratem v poméru 1:1.
Rozklad PVP a v prosti‘edi adaptovaném na kosubstrat

Rozkladem PVP v prostiedi adaptovaném na kosubstrat, jimz byl zvolen strukturni ana-
log PVP, 1-methyl-2-pyrrolidon (NMP), se zabyvala jiz zminéné prace Cervenakové?, kde
bylo zjisténo, ze tato latka samostatné velmi dobie podléhé biologickému rozkladu, avSak
vyznamny vliv na rozklad PVP enzymatickym vybavenim mikroorganismti podilejicich se
na rozkladu NMP nebyl zaznamenan. Rozklad PVP se po 15 dnech méfeni pohyboval mezi
6-15 %.

Rozklad PVP ve smési s kosubstratem (1:1) bez piredchozi adaptace prostredi

v

Dalgimi pracemi vyuZivajici strukturni analogy PVP jsou prace Vaskové', Vrlové® &
Vyoralovézs. V praci Vaskové’ je zkouman vliv téchto kosubstratli pfimo ve smeési se
vzorkem v poméru PVP:kosubstrat (1:1). Studovan nebyl pouze vliv strukturnich analogi,
ale také latek, které by mohly po vlastnim rozkladu indukovat produkci enzymii gama-
laktamaz. Byl zjistén mozny vliv enzymu bakterii rozkladajicich akrylamid (AC), (Obra-
zek 8), ktery by mohl podpofit rozklad PVP. V praci jsou také zminky o rozkladu PVP
spolu s NMP ¢i N-acetyl-L-fenylalaninem (APhA), tyto latky ale nevykazuji zadny vy-
znamny vliv na biologicky rozklad PVP, byt’ jsou samy pomérmé dobie rozlozitelné. Dal-
$im vyuZitym kosubstratem byl v praci Vrlové® 1-oktyl-2-pyrrolidon (OP), spolu s diive
testovanym NMP, ani v této praci latky nejevily zadny vyznamny vliv na biorozlozitelnost
PVP. OP navic sam neni snadno biologicky odbouratelny. Se stejnymi kosbustraty praco-
vala také Vyoralova® v pidé a padnich inokulech, u ni byl pozorovan vliv N-acetyl-L-
fenylalaninu, v jehoz pfitomnosti byl PVP rozlozen po 46 dnech témét z 50 %, ovSem ten-
to vysledek je zatizen velkou chybou. Shrnuti pouzitych kosubstrati a jejich dosavadni

pozorovany vliv na rozklad PVP v diplomovych pracich jsou uvedeny v tabulce 4.
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Obréazek 8 Vliv akrylamidu na rozklad PVP (Vagkova)'
Tabulka 4 Shrnuti vysledkt praci zabyvajicich se vlivem vybranych kosubstrati
na biologicky rozklad PVP
Prostiedi Dpvp[%] | Doba [dny] Vyhod. Literatura
aer, AK 6-15 15 Cervendkova | 2010
BSK
NMP/PVP aer, AK 15 32 Vaskova 2011
anaer, AK 20 25 CO,+CH,4 Vrlova 2011
OP/PVP zem. kompost 2-8 46 Vyoralova 2012
AC/PVP aer, AK 21 32 Vaskova 2011
BSK
aer, AK 8 32 Vaskova 2011
APhA/PVP
zem. kompost 10-49 46 Vyoralova 2012

Pozn.: aer — aerobni prostiedi; anaer — anaerobni prostfedi; AK — vodné prostiedi

s inokulem z AK COV Malenovice, zem. kompost — ptidni prostiedi zemé&délského kompo-

stu.
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3.4 Biologicky rozklad predupravenych vzorka PVP

Po zkuSenostech uvadénych v dostupné literatufe zabyvajici se predipravou vzorku
PVP, kam patii napiiklad prace Hirokoshiho®, Loraina® ¢i Girota®®, byla v praci Marusin-
cové’ vénovéana pozornost studiu moznosti piedupravy vzorkii metodami Gprav pomoci
Fentonovych reakci, fotooxidacni degradaci a oxida¢ni degradaci. Oxida¢ni degradace
ovSem nebyla shledana pfili§ efektivni. Upravené vzorky podrobené Fentovym reakcim ¢i
fotooxida¢ni degradaci byly ponechany biologickému rozkladu a zde jiz byla patrna tcin-
nost predchozich krokt. Vysledkem bylo po 472 hodinach experimentu dosazeni 50 %
biologického rozkladu vzork PVP v aerobnim prostiedi a v anaerobnim prostiedi a¢innost

rozkladu PVP nepiesahla 45 %.

Dal§imi piedupravami vzorkit PVP ve snaze o zji$téni nové moZnosti jeho odstranéni se
zabyvala v diplomové préaci Cervenakova®, ta studovala rozklad vzorkit PVP K15 o mole-
kulové hmotnosti 10 000 g-mol™ po jeho bazické hydrolyze, jejiZ vliv na strukturu pozoro-
vala pomoci IC spektroskopie. Experiment byl zaméfen na rozklad PVP v riznych typech
kalt z ¢istiren odpadnich vod. Vzorky upravené bazickou hydrolyzou byly podrobeny testu
biorozlozitelnosti na pfistroji Micro-Oxymax, také v aerobnich podminkach vodného pro-
sttedi. Uprava vzorktl bazickou hydrolyzou i pies vyrazné zmény ve struktuie PVP, se
ukazala byt pro podporu jeho rozkladu jen malo efektivni, dochazelo k biodegradaci PVP
pouze kolem 10%. Biologicky rozklad byl také pozorovan vramci Zahn-
Wellens testu méticiho tbytek TOC vzorku po dobu 28 dni, le¢ ani on nepotvrdil moznou

rozlozitelnost PVP.

3.5 Biologicky rozklad PVP ve smésich

Jednou z mala publikovanych praci na toto téma je studium rozkladu smésného hydro-
gelu PVA/PVP priipraveného v riznych pomérech a upraveného gama-zafenim autort
Ghanema a Abd EI-Mohdyho. Tato studie jako prvni potvrdila redlnou moznost biologic-
kého rozkladu PVP v plidnim prostiedi. Méfeni bylo provadéno pomoci gravimetrické me-
tody ,,s0il burial* testi v piscCité a jilové pudé€. Oba testy dosahly pozitivnich vysledki u
hydrogeli ze samotného PVP a to v mite u jilové pidy 13 % za 6 mésict a za stejnou dobu
doslo k 10% rozkladu v pude¢ piscité. Pribehy testli za 6 mésict pro jednotlivé pomeéry
PVA/PVP v danych ptudach jsou znazornény na obrazku 9. Z vysledki studie 1ze predpo-
kladat, Ze vyznamny podil na rozkladu méla pravé preduprava vzorki gama-zarenim, kdy

mohlo dojit ke strukturalnim zm&nam polymeru.®*
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Obrazek 9 Rozklad PVP v pis¢ité ptidé (vlevo) a v jilové ptidé (vpravo) (Ghanem)**
Dalsi publikovanou praci, ktera se vénuje rozkladu PVP ve smésich je studie biologic-
kého rozkladu smésného polymeru PVP a karboxymethylcelulozy (PVP/CMC), kterou
provadél Roy32. Studované hydrogely byly pfipravovany z vodného roztoku PVP K30 o
molekulové hmotnosti 40 000 g-mol™, polyethylenglykolu o molekulové hmotnosti 3015 —
3685 grmol™, CMC, agaru a glycerinu o riznych pomérech. Optimélnim pomérem se zdal
byt pomér PVP/CMC 20:80. Testovani biorozlozitelnosti bylo provadéno v prostiedi za-
hradnického kompostu a vyhodnoceno bylo po 8 tydnech gravimetricky. Prubéh testu je
znazornén na obrazku 10. Z vysledkli méteni poukazujicich na 35% rozklad smésného

polymeru, 1ze predpokladat, Ze dochazelo pouze k rozkladu CMC.*
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Obréazek 10 Biodegradace PVP/CMC (20:80) (Roy)*
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DalSim polymerem vyuzivanym pro vyrobu polymernich smési PVP je kyselina po-
lymléc¢na (PLA). Samotna PLA byla poprvé syntetizovana v roce 1932 Cartothersem, jed-
na se o linearni alifaticky polymer tvoieny z kyseliny mlé¢né. Patii do skupiny termoplast
a je ve vod¢ nerozpustnym polyrnerern.33 Biodegradace PLA byla poprvé popsana v roce
1981 Williamsem, ktery se zabyval jeji enzymatickou hydrolyzou. Od té doby bylo publi-
kovano mnoho studii o mozné rozlozitelnosti PLA a je tak povazovana za biodegradova-
telnou. Rozkladana je mnohymi druhy mikroorganisma a v posledni dobé se o ni hovoii
v souvislosti s kompostovanim a jejim vyuzitim pro vyrobu léhvi.3* PLA se vyuZiva také
na vyrobu tkanin, vldken, folii, desek, ndkupnich tasek, syntetického papiru ¢i pytli na
odpadky nebo také na obalky s prihlednym okénkem.™® Biologicky rozklad PLA viak zé-
visi na podminkach méfeni, je zndmo, Ze pti pohibivacich plidnich testech je velmi poma-
1}'/.35"%’37 Nizka degradace filmi PLA muze byt zptisobena nizkym obsahem vody v pidé a
také nepiitomnosti mikroorganismil, které by byly schopny jejiho rozkladu. Okhita® se ve
své praci zabyval rozkladem smésného polymeru PLA se Skrobem v pad¢, a také rozkla-

dem samotné PLA (Obrazek 11), z vysledki jeho pozorovani je ziejmé, ze v ptidnich tes-

tech k jejimu biologickému rozkladu nedochazelo.

100
";“ an b
PLA/CS (wt % =
PLA 100/0 2 80 f
PLACS-1 90,/10 s
PLACS-2 90,10 |-
PLACS-3 70,/30 g M
PLACS4 70,30 2,
PLACS-5 50,/50 e
PLACS-6 50/50 =2 60 r
)
] | 2 i 4 5 13

tas (bdny)
PLA (x), PLACS] (A)PLASC2 (A), PLACS3 (@), PLACSY (O), PLACSS (M), PLACS6 (Cl).

Obrazek 11 Biodegradace PLA, PLA/Skrob (Okhita)38

Zajimavé vysledky ohledné smésného polymeru PVP/PLA publikoval Paula® a ko-
lektiv, jejich studium biologického rozkladu této smési pomoci Sturmova tes-
tu zaznamenalo velmi pozitivni vysledky. Biodegradac¢ni test byl provadén v prostiedi ino-
kula pfipraveného z 600 g humusu a 60 ml vody o vysledném pH 8,2 a susin¢ 21 %. Tes-

tovany byly vzorky pfipravené smichdnim samostatné rozpusSténych latek PVP a PLA
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v chloroformu v riznych pomérech. Pii méfeni bylo zjisténo, ze po 11 tydnech experimen-
tu dochazi k hmotnostnimu tbytku pfipraveného vzorku az o 70 % (Obrazek 12). Pravde-
podobn¢ zde, diky snadné rozpustnosti PVP, dochazi k vymyti jeho podilu z félie do vod-
ného prostiedi. Nicméné z obrazku 13, ktery znazoriiuje priabeh produkce oxidu uhli¢itého
je ziejmé, ze krozkladu zde opravdu dochéazelo, ovSem neni jasné, zda dochazelo
k rozkladu PVP ¢i PLA. Z méfeni je také patrné, ze samotna kyselina polymlé¢na biolo-
gickému rozkladu spise nepodléha. Ziskané vysledky je nutno jesté experimentalné prove-
fit, nebot’ studii tykajicich se této problematiky nebylo provedeno dostatecné mnozstvi,

které by umoznilo tvofit zdvazné zavery.
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Obréazek 12 Rozklad smési PVP/PDLLA (50:50) (Paula)®®
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Obrazek 13 Produkce CO pii rozkladu PVP/PLA félie (50/50) (Paula)®

Publikovany byly 1 dalsi studie zabyvajici se ptipravou smésnych polymerti s obsa-
hem PVP. Jako priklad 1ze uvést studii zabyvajici se tvorbou polymernich smési polyvi-
nylpyrrolidonu s polyvinylalkoholem (PVP/PVA) a PVP se skrobem (PVP/St), kterou se
zabyval El-Houssiny®®. Smésné folie PVP/PVA studoval ve své diplomové praci i Lahu-
ta*, ktery tak navazal na svou bakalatskou praci, zabyvajici se piipravou folii z PVP#,
Smésné polymery PVP jsou v dneSni dobé studovéany v souvislosti s tkdfiovym inzenyr-
stvim®, které predstavuje vlastni védni obor, a které na tyto smési klade naroky predevsim
ze strany biokompatibility, jejich mechanickych vlastnosti a moznosti rozkladu. Jako dalsi
priklady téchto smésnych polymer Ize pro zajimavost uvést smési PVP
s kaprolaktonem (PVP/PCL)***®, PVP s chitosanem sitovanym pomoci genipinu®®, PVP s
polyethylenglykolem (PEG/PVP)*’ &i PVP s polydimethylsiloxanem (PDMS/PVP)*, aj.
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4 SHRNUTI LITERARNI RESERSE A CILE DIPLOMOVE PRACE

Shrnutim informaci ziskanych z literarni reSerSe nelze konstatovat, zda PVP samotny
je biologicky odbouratelny, ¢i nikoliv. Vétsina diplomovych praci sice poukazuje na rezis-
tenci PVP vu¢i mikrobialnimu pasobeni, nicméné v praci Vaskové a Vyoralové k rozkladu
PVP ziejmé mohlo dochazet. Jelikoz bylo dosazeno vyssiho procenta rozkladu PVP
V piid¢€ a ptadnich inokulech, bude tato prace zaméifena na studium rozkladu PVP v ptidnim
prostiedi. Co se tyce jiz testovanych moznosti pieduprav vzorkit PVP, které by mély jeho
odstranéni usnadnit, prozatim nejucinnéj$i metodou je jeho vystaveni Foto-Fentonovym
reakcim. Moznost odstranéni PVP ptedstavuje také jeho rozklad spolu s kosubstraty, jimiz
jsou voleny v ptipadé PVP jeho strukturni analogy (NMP, OP) ¢i latky, jez by mohly vy-
volat produkci gama-laktamazy (AC, APhA), ktera ma schopnost $tépit laktamovy kruh. V
pribéhu diplomovych praci z let 2010-2013 bylo zjisténo, ze pozitivni vliv na rozklad
PVP by mohl mit akrylamid. Cilem diplomové prace bude tedy ovétit dosazené vysledky a
pozorovat biologicky rozklad PVP v pidnim prostiedi adaptovaném na vySe zminéné

kosubstraty.

Dals§im rozsahlym a aktualnim tématem v dnes$ni dobé¢ je ptiprava smésnych poly-
mera. PVP je v tomto sméru hojné vyuzivan a v nékterych studiich je dokonce povazovan
za dobfe rozloZitelny. AvSak samotné testovani téchto polymeri na biodegradaci doprovazi
jen né€kolik malo z téchto studii, nicméné z vysledkl je zfejmé, Ze kdyz uz je smésny po-
lymer biologicky rozkladan, jedna se zpravidla 0 rozklad jiného polymeru ve smési.
V piipadé studie de Pauly je sledovan biologicky rozklad polymerni smési PVP a PLA.
PVP i PLA jsou obtizné rozlozitelné. Nicméné de Paula zde hovofi o pozitivnim rozkladu.
Vysledky této publikace budou v ramci diplomové prace také ovétfeny, bude pfipravena
sada folii z této polymerni smé&si vyrobenych dle postupu uvedenym de Paulou®. Jejich
rozklad bude pozorovan Vv pidnim prostiedi a ve vodném prostiedi s inokulem z AK

z COV Malenovice.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

V nasledujici ¢asti diplomové prace je vV podkapitolach 5.1-5.6 uvedeno, jaké bylo pii
praci vyuzivano pristrojové vybaveni a chemikalie. Déle je zde charakterizovan pouzity
biologicky material, tedy typ ptidy a aktivovaného kalu, v nichz byl pozorovan biologicky
rozklad vzorkli. Mimo samotny PVP byl sledovan biologicky rozklad smésného polymeru,
jehoz vzorky ptedstavovaly nami piipravené folie PVP/PLA a folie PVP/PLA/Kosubstrat,
které byly vyrabény za u¢elem moznosti podpoieni rozkladu PVP. Byly provedeny testy na
nasakavost a rozpustnost téchto folii, pofizeny snimky na SEM ¢i namétena jejich spektra
pomoci FTIR. Kapitola popisuje postup piipravy experimentd a ostatnich stanoveni. Jsou

zde také uvedeny matematické vztahy, podle nichz byl rozklad vyhodnocovan.

5.1 Pristrojové vybaveni

V diplomové praci bylo vyuzito nasledujici pfistrojové vybaveni:
Mikrorespirometr Micro-Oxymax, Columbus Ins., Ohio, USA,
Analyzator organického uhliku Schimadzu TOC-5000 A, Shimadzu Corp. Japonsko,
pH metr pH/mV/ION metr 735, lon Lab WTW, Némecko,
Respirometr BI1-2000, Bioscience Corp., USA ,

Analytické vahy Sartorius, Némecko,

Centrifuga Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen, Némecko,
FTIR-ATR Nicolet iS10, Thermo Scientific, USA,

Elektronovy mikroskop Vega II/LMU, Tescan, Ceska republika,
Spektrofotometr DR/2010, Hach Company, USA,

Termoreaktor RD 125, Lovibond, Némecko,

Mikrovahy Mettler MX-5, Toledo International Inc., USA,
Analyzator Flash EA 1112 CHNS/O, Thermo Electron Corp., USA,

bézné laboratorni sklo a vybaveni.
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5.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Byly pouzity nésledujici chemikalie Cistoty p.a. od firem Lachema, a.s. a Penta.

FeCl;-6 H,O hexahydrat chloridu zelezité¢ho

(NH4)2SO, siran amonny

KH,PO, dihydrogenfosfore¢nan draselny

K2HPO, - 12 H,0 dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu draselného
Na,HPO,-12 H,0O dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
MgSO, -7 H,O heptahydrat siranu hotecnatého

CaCl, chlorid vapenaty

H;BO3 kyselina borita

FeSO, -7 H,O heptahydrat siranu zeleznatého

ZnSQO4 -7 H,O heptahydrat siranu zine¢natého

MnSQO, -4 H,0 tetrahydrat siranu manganatého

CuSO,4- 5H,0 pentahydrat siranu méd’natého

CoS0O,4 -7 H,O heptahydrat siranu kobaltnatého

(NH4)sM07024 -4 H,O  tetrahydrat molybdenanu amonného

KCI chlorid draselny

Mg(NO3),-6 H,0 hexahydrat dusi¢nanu hotec¢natého
H,SO4 kyselina sirova

CHCl3 chloroform

Pouzitymi vzorky byly nasledujici latky Cistoty p.a. od firmy Sigma-Aldrich s.r.o.

CeHgNO polyvinylpyrrolidon (PVP K15)
CsHoaNO 1-methyl-2-pyrrolidon
C1oHisNO 1-oktyl-2-pyrrolidon

C3HsNO akrylamid

C11H13NOs3 N-acetyl-L-fenylalanin

CeH1206 glukoza

Jako absorp¢ni latka do zkumavek respirometru Bl 2000 byla pouzita Soda Lime
(NaOH/CaO) s indikatorem také od firmy Sigma-Aldrich s.r.o.

Z uvedenych chemikalii byly pfipraveny nasledujici roztoky.
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Priprava elektrolytu pro respirometr Bl 2000

Cely respirometru byly plnény elektrolytem 0,5 M kyseliny sirové, ktery byl pfi-
praven nasledovné. Do odmérné baiikky o objemu 1 1 naplnéné 800 ml destilované vody,
bylo za soucasného chlazeni pipetovano 28 ml 96 % H,SO,, poté byl objem baiiky doplnén

po rysku. Elektrolyt byl v pribéhu méfeni dle potieby dopliiovan do méficich cel.

Priprava biomédia
Biomédium bylo piipravovano do 1 1 odmérné baiiky, nejprve bylo do ldhve nadavko-
vano pfiblizn¢ 800 ml destilované vody a nasledné byly pomoci automatickych davkovaci
za prubézného michani pridavany nésledujici roztoky daného slozeni:
e 20 ml fosfatového pufru (8,2 g1t KH.PO,, 1,75 g1t K;HPO4-12 H,0 a 44,7 g1t
Na,HPO,4-12 H,0),

e 5 ml roztoku siranu amonného (10 g-1™* (NH4),SO4),
e 1 ml roztoku chloridu vapenatého (27,5 g-1'* CaCly),

e 1 ml roztoku chloridu Zelezitého (0,25 g1 FeCls-6 H,0),

e 1 ml roztoku siranu hofe¢natého (22,5 g1 MgSO4-7 H,0),

e 1 ml roztoku stopovych prvki (0,75 g-1"! H3BOs, 0,05 g1 (NH,4)sM070,4-4 H,0,
0,18 g1 CoSO,47 H,0, 0,5 g1* MnSO4 4 H,0, 0,05 g1t CuSO4 5, 0,1 g™
ZnS0, 7 H,0, 3 g1 FeS0,4-7 H,0),

nasledné byl obsah banky doplnén po rysku.

Priprava nasyceného roztoku soli do exsikatoru s vlhkosti cca 53 %
Nasyceny roztok Mg(NO3),:6 H,O byl ptipraven rozpusténim 260 g soli ve 100 ¢
H,O.

Priprava roztoku 0,2 M KCI pro stanoveni pHkc;
Navazka 1,4910 g KCl byla kvantitativné prevedena do 100 ml odmérné banky, po
rozpusténi KCl byl obsah baniky doplnén po rysku.
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5.3 Pouzity biologicky material

Biologicky rozklad PVP byl v ramci diplomové prace pozorovan v pidnim prostiedi,
které bylo simulovano v laboratofi piipravenou smésnou pudu, a také ve vodném prostiedi

s inokulem aerobniho aktivovaného kalu z COV Malenovice.
Puda

Zeméddlska pida jilového typu, byla odebrana v oblasti Zlin—-Stakovy paseky. Pro
diplomovou praci byly provedeny celkem dva odbéry pidy, prvni odbér byl realizovan
v dubnu roku 2014 (,,jarni* odbér), druhy odbér na podzim roku 2014 (,,podzimni* odbér).
Prvni odbér pidy mél relativni vlhkost 8 %, skladovan byl v uzaviené nddob¢ pfi labora-
torni teploté. Vzhledem k meteorologickym podminkam, které nastaly v dob& druhého
odbéru, méla ptda z podzimniho odbéru vysokou vlhkost, a proto bylo pfistoupeno k jeji-
mu vysuSeni za laboratorni teploty az do relativni vlhkosti 7 %. VysuSena pada byla
uskladnéna opét v uzaviené nadobé pii laboratorni teploté. Organicky podil této jilové pl-
dy byl stanoven jako 6,94 %, zbyly anorganicky podil tvofil 93,06 %. Pii elementarni ana-
1yze bylo stanoveno nasledujici zastoupeni prvkt: C — 2,25 + 0,08 %, H — 0,45 %.

Komerc¢ni zahradnicky kompost

Pro ptipravu smésnych pid byl pouzit komeréni zahradnicky kompost, s vysokym
obsahem humusu, od firmy AGRO. Tento kompost se vyrabi zkompostovanim surovin
rostlinného ptivodu a je do né¢j pfidavan dolomiticky vapenec. V informacich uddvanych
vyrobcem je uvedeno, ze pH kompostu se pohybuje v rozmezi 6-8,5, relativni vlhkost
kompostu by se méla pohybovat od 40 do 65 %. Pro diplomovou praci byly pouzity 2 ba-
leni tohoto substratu, kompost z prvniho baleni mél relativni vlhkost 56 %, kompost
z druhého baleni 66 %. Organicky podil kompostu byl stanoven jako 82,37 %, zbyly anor-
ganicky podil tvofil 17,63 %. Pfi elementarni analyze bylo stanoveno nasledujici zastoupe-
ni prvki: C -36,2+0,2 %, H-3,73+0,08 %, N-0,55+0,02% a S — 0,10 + 0,03 %.
Smésna pida

Smésna puda byla pfipravena smichanim 1,42 1 zemédélské jilové pudy, ktera pred-
stavovala pfirozené pudni mikrobialni oziveni do 7,08 1 komeréniho zahradnického kom-
postu, tento pomér byl zvolen na zaklad¢ vysledkli ptfedchozich diplomovych a bakalat-
skych pracizo. Do pudy bylo pfidano pro upraveni vlhkosti a ptinosu zakladnich mineral-

nich prvkl zvolené mnozstvi biomédia (100 ml biomédia na 1 1 piidy). Takto pfipravena
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puda byla po dobu 7, pozd¢ji 14 dnli, za mechanického provzdusnovani provadéného
v intervalu 24 hodin, ponechana aklimatizaci pro lep$i pomnozeni pfitomnych padnich

mikroorganismu.
Aktivovany kal

Aerobni aktivovany kal piivezeny z COV Malenovice byl nejprve zbaven hrubych
necistot jeho prelitim pies sito. Nasledné byl 3krat dekantovan pitnou vodou a poté
Vv délicce provzdusnovan po dobu 24 hodin. Pro piipravu experimentu na pfistroji Micro-
Oxymax byla suSina upravena tak, aby jeji koncentrace v respiracnich bankach byla 500
mg 1™, potfebné mnozstvi kalu bylo tedy odstiedéno pii 3000 otatkach za minutu. Po od-
stranéni supernatantu byla usazena biomasa suspendovana v potfebném mnozstvi biomé-

dia.

5.4 Metoda stanoveni biologického rozkladu v pidnim prostiedi

Stanoveni biologického rozkladu danych vzorkt bylo provadéno na uzavieném labo-
ratornim respirometru (viz kapitola 2.2.4). Do litrovych lahvi bylo davkovéno 500 ml
smésné pudy pro slepy pokus. Pro méfeni rozkladu vzorku, bylo ddvkovano 250 ml smés-
né pudy, nasledn¢ byl do lahve zaveden vzorek o navazce 1 g, ten byl zasypan dal§imi 250
ml smésné pudy. Na zavér byla aparatura S namazanymi zabrusy, sestavena a zapojena tak,
aby mohlo dochazet k méfeni a zaznamendvani biologické spotieby kysliku softwarem

pfistroje.

Vyhodnoceni procenta biologického rozkladu dle BSK

BSKspec 1)

D BSKspec
- 1 , . .

DCHSKCr = m 100

Kde:

je biologicka spotreba kysliku pri rozkladu latky korigovana o 1
BSKpec , o . , [mgg’]
slepy pokus a vztazena na navazku substratu

CHSK, je chemicka spotreba kysliku zkousené latky [mgg]
TSK Jje teoreticka spotieba kysliku zkousené latky [mgg™]

Drsx  je procento biologického rozkladu v TSK [%]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

16-(2-x+(%-y—3-u)—z)

2
M(C,H,0,N,) @

TSK =

Kde:

X je pocet uhlikii, y je pocet vodikii, z je pocet kyslikii, u je pocet dusikit v molekule.

5.5 Metoda stanoveni biologického rozkladu ve vodném prostiedi s ino-

kulem z AK

Meéieni biologického rozkladu vzorkl ve vodném prostiedi probihalo na uzavieném
respirometru  Micro Oxymax, ktery zaznamenavé, pomoci IC analyzy plynné fa-
ze, produkci oxidu uhli¢itého. Do reakénich ban¢k byla umisténa navazka vzorku (10 mg),
tak aby vysledna koncentrace byla 200 mg1™*, poté bylo do baiiky pipetovano 45 ml bio-
média a 5 ml inokula AK o sugin& 5 g1™. Aktualni koncentrace AK v reakénich baiikach
byla 500 mg1™. Takto piipravené baiiky byly umistény na patiiéné pozice respirometru,

utésnény a zaSrubovany.

Vyhodnoceni procenta biologického rozkladu dle CO;

Mc—co
Dcoz =——— "2 __.100 (3)
Mieor.c—folie
Kde:
D¢, Jje procento biologického rozkladu [%]

Jje mnozstvi uhliku vyprodukovaného pri rozkladu

Mc_co [mg]
? substrdtu vypocteného z produkce CO;

je teoretické mnozstvi vyprodukovaného uhliku pri

Mieor.c—folie L, ; , [mg]
teoretickem celkovem rozkladu substratu

5.6 Ostatni stanoveni

V rdmci experimentalni prace byla provadéna i dalsi stanoveni: stanoveni suSiny pt-
dy a kalové suspenze, stanoveni pH pidy ¢i kalové suspenze a stanoveni uhliku, proveden
byl i mikrobiologicky rozbor smésnych pid. Pro vyhodnoceni procenta degradace bylo
nutné definovat maximalni moZnou miru oxidace pouzitych vzorkli pomoci stanoveni

CHSKG¢, pro jednotlivé pouzité polymery. Pro pfipravené polymerni smési PVP/PLA a
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PVP/PLA/kosubstrat byly pofizeny snimky na skenovacim elektronovém mikroskopu, byla

pro n¢ metena IC spektra.

Stanoveni vlhkosti pidy

Na piedem vysusSené a zvazené Petriho misky bylo s pfesnosti na 5 desetinnych

mist navazovano 5 g pudy, poté byly misky umistény do suSarny, vyhtaté na 105 °C, a

suSeny do konstantni hmotnosti. Po vysuSeni byly misky umistény do exsikatoru a po vy-

chladnuti zvazeny. Vyhodnoceni bylo provedeno dle vztahu (4).

_ my—mg
¢ ==—=-100 (4)
Kde:
¢  jerelativni vihkost [%]
my  je hmotnost pudy pred vysusenim [a]
ms  je hmotnost pudy po vysuseni [a]

Stanoveni suSiny AK

Na pfedem vysuSené a zvazené filtracni papirky (Cervena paska) bylo pipetova-

no 15 ml suspenze AK, poté byly filtra¢ni papirky umistény do susarny, vyhtaté na 105 °C,

a suSeny do konstantni hmotnosti. Po vysuseni byly filtry umistény do exsikatoru a po vy-

chladnuti zvazeny. Vyhodnoceni bylo provedeno dle vztahu (5).

m0=

mp; —Imy

- 100 5)

Kde:

Mo je susina AK [mg"]
My je hmotnost filtracniho papirku s AK po vysuSeni  [g]
m, je hmotnost prdzdného filtracniho papirku [g]

V  je objem pipetované suspenze kalu [1

Stanoveni pHkc) — pidni vyménna kapacita

Stanoveni pH bylo provadéno potenciometricky na laboratornim pfistroji

pH/mV/ION 735, lon Lab WTW. Méteno bylo ve vyluhu z pudy. Ten byl pfipraven nava-
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zenim cca 20 g smésné pudy do Erlenmayerovy banky, k ptidé bylo ptfidano 50 ml 0,2 M
roztoku KCl a sklenénou ty€inkou byla piida v roztoku fadné rozmichana. Méteni pH bylo
provadeéno po 24 + 4 hodinach od ptipravy vyluhu.

Stanoveni pH suspenze aktivovaného kalu

Stanoveni pH bylo provadéno potenciometricky na laboratornim pfistroji

pH/mV/ION 735, lon Lab WTW.
Z:akladni mikrobiologicky rozbor smésné pidy

Pti mikrobiologickém rozboru byl stanoven celkovy pocet chemoorganotrofnich
bakterii, pocet vlaknitych plisni a aktinomycet, zaroven byl pozorovan vyskyt bakterii rodu

Azotobacter. Pro tyto Gcely byly piipraveny nasledujici typy zivnych pud:

o TYA agar (chemoorganotrofni bakterie),
o Glycerol-dusi¢nanovy agar (aktinomycety),
. Piidni agar s Bengalskou ¢erveni a chloramfenikolem (vlaknité plisng),

o Ashbyho agar (Azotobacter).

Do 50 ml sterilniho suspendac¢niho roztoku bylo navézeno 5 g pudy, takto pfiprave-
na suspenze byla ponechana 15 minut na tfepacce. Po vytiepani se nechala ptida asi 5 mi-
nut odsedimentovat a supernatant byl fedén pomoci zkumavek s 4,5 ml fyziologického
roztoku az do potiebného ziedéni. Na misky s zivnou ptidou bylo pipetovano 100 ul su-
spenze z prislusnych zkumavek. Pfi stanoveni vyskytu bakterii rodu Azotobacter bylo na
zivnou pidu pfimo navazeno 200 mg smésné pudy. VSechna inokula byla rozetfena po
povrchu zivného média sterilni sklenénou tyCinkou. Inkubace probihala piti 20-30 °C

Vv piipad€ chemoorganotrofnich bakterii po dobu 5 dnti a u ostatnich po dobu 7 dnt.
Stanoveni TOC

Stanoveni celkového organického uhliku bylo provadéno na automatickém analyza-
toru Shimadzu TOC 5000 A. V analyzatoru dochazi po nadavkovani vzorku ve spalovaci
trubici s platinovym katalyzatorem pii 680 °C K oxidaci veskerého uhliku v ném obsaze-
ném, na oxid uhli¢ity. Oxid uhli¢ity je veden do NDR detektoru, kde dochazi
k zaznamenani signalu, ktery je vyhodnocen jako plocha piku ptimo imérna koncentraci

uhliku ve vzorku.
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Skenovaci elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je optickou metodou, v niz zdroj fotonii z klasické svétel-
né mikroskopie nahrazuje proud elektronti a sklenéné Cocky elektromagnetické Cocky. Na
elektronovém mikroskopu byly pofizeny snimky povrchu nami pfipravenych folii
Z polymerni smési PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat. Princip elektronové mikroskopie spo-
¢iva v tom, ze na pozorovany vzorek je soustiedén paprsek elektrond, pfi jejich interakci
dochazi ke zménam trovné signalu a odrazu sekundarnich elektronti, které jsou zazname-
navany detektorem. Na zakladé téchto zmén signali je vyhodnocen vysledny ob-
raz. Nevodivé vzorky je tieba pted vlastnim pozorovanim pokryt vrstvou kovu, nejcastéji

se pro tyto ucely pouziva zlato.
Stanoveni CHSK¢,

CHSKGc, polymert byla stanovena modifikovanou dvojchromanovou metodou prova-
dénou Vv uzavieném systému (zkumavkach). Pro vzorky polymer rozpustnych ve vod¢
byly pfipraveny roztoky o vhodné koncentraci, CHSK¢; pro nerozpustné vzorky byla sta-
novena metodou piimé navazky, té bylo docileno na mikrovdhach. Po dvouhodinovém
varu systému vzorek, oxidaéni a katalyzatorovy roztok, se méfila absorbance vznikajiciho
Cr¥*. Cr** je produkovén pii oxidaci organické latky za soudasné redukce Cr®*, proces zna-
zornuje rovnice 1. Absorbance byla méfena na piistroji Hach pii 600 nm. CHSKc, bylo
vyhodnoceno metodou kalibrac¢ni kiivky, kalibracni kiivka pouZzitd pro vyhodnoceni je

uvedena na obrazku 14.

Cr0  +6¢e +14H"— 2 Cr*" + 7 H,0 (1)

0,30 T T T T T T

A =0,00041 c+ 0,00130
R2=0,99988

0,24

— 0,18

—i

< 0,12

0,06

0,00

Obrazek 14 Kalibra¢ni ptimka s intervalem spolehlivosti pro stanoveni CHSK ¢,

v rozsahu 0-600 mg-1™



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

44

Tabulka 5 Vyhodnoceni experimentalné stanoveného CHSK ¢, pro samotné

polymery a teoretické CHSK¢, pro polymerni smési-folie (dle navazek)

PVP 1730 mg-g™
PVP/PLA 1337 mg-g*

PLA 1007 mg-g*
NMP 1662 mg g™ PVP/PLA/NMP 1240 mg-g*
oP 2120 mg-g™ PVP/PLA/OP 1388 mg-g™
APhA 1831 mg-g™ PVP/PLA/APhA 1227 mg-g™
AC 1223 mg-g* PVP/PLA/AC 1214 mg-g*

Méfeni IC spekter

Meteni spekter folii polymernich smési bylo provadéno na piistroji FTIR-ATR
Nicolet iS10. Rozsah mé&feni byl zvolen v oblasti 4000400 cm™. Tato metoda slouzi
pro identifikaci latek a spo¢iva v interakci vzorku s infra¢ervenym zafenim. Cast in-
fracerveného zafeni je absorbovéana vzorkem a ¢ast jim prochdzi (transmise). Absorp-
ce zafeni zpusobuje zmény rotacné vibracnich stavlii molekuly. Vysledkem méfeni je
graf funkéni zavislosti energie na prevracené hodnoté vlnové délky zateni (vlnocet).
Vzniklé spektrum tvofi piky charakteristické pro dané funkéni skupiny latky.

Vzhledem k nehomogenité smésnych folii bylo piistoupeno na méfeni IC spek-

ter formou KBr tabletek, které byly pfipravovany navazenim 0,180 g KBr a 0,0010 g
folie na Petriho misku, poté byl na Petriho misku pipetovan 1 ml chloroformu, aby
doslo k rozpusténi folie, nasledné byla dikladné promichana smés ponechéna volné
v digestofi, aby doslo k vytékani chloroformu. Zbyly prasek byl peclivé rozetien
v achatové mistice a na lisu byla vyrobena tabletka pro métfeni na FTIR. Méfeni bylo
provadéno oproti Cisté tabletce KBr.
Test rozpustnosti

Rozpustnost folii byla sledovana v pétidennim testu. Do Erlenmayerovych ba-
nek s danym mnozstvim destilované vody byly aplikovany vzorky folii, pfedem vysu-
Sené a zvazené na analytickych vahach, hmotnost f6lii byla cca 40 mg. MnoZstvi roz-
pousténého PVP bylo hodnoceno odbérem vzorkli ve zvolenych intervalech a nasled-

nou analyzou vzorkill na automatickém analyzatoru uhliku Shimadzu TOC 5000 A.
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Test nasakavosti
Testovani folii na nasédkavost bylo provadéno v exsikatoru s relativni vlhkosti vzdu-
chu 54 %, kterou zajistoval nasyceny roztok Mg(NO3),'6 H,O. Do exsikatoru byly na
Petriho miskach umistény pfedem vysusené a na analytickych vahach zvazené folie 0 roz-
mérech 2,5 x 2,5 cm. Stanoveni nasédkavosti bylo provadéno gravimetricky na analytickych
vahach po 24 hodinovych intervalech.
Elementarni analyza CHNS/O pid
Elementarni analyza CHNS/O byla provedena na analyzatoru Flash EA 1112. Sta-
noveni téchto zakladnich prvki bylo provedeno pro vzorek zemédélské ptudy jilového typu
a komer¢ni zahradnicky kompost, ty byly pfed analyzou vysuseny pii 105 °C. Pii analyze
se zpravidla pracuje s 2-3 mg navazkou vzorku, zvazené na mikrovahach s piesnosti na 6
desetinnych mist. Vlastni stanoveni se provadi pro CO,, N2, SO, a H,O, ty vznikaji pii
dokonalém spalovani vzorku v atmosféfe kysliku pfi teplotach az 1050 °C. Smés spalin je
poté vedena do vyhtaté kiemenné trubice obsahujici katalyzator a absorbent ptebyvajiciho
kysliku. Separaci zajistuje chromatograficka napliova kolona s tepelné vodivostnim detek-

torem.

5.7 Priprava polymernich smési PVP/PLA

Polymerni smési PVP/PLA byly pfipraveny dle postupu, ktery uvadi publikace de
zvolen pro diplomovou praci pravé tento pomér. Nejprve byl piipraven 10% (v/v) roztok
PLA v chloroformu, navazenim potfebného mnozstvi polymeru do reakéni bariky. Poté byl
do banky pipetovan dany objem chloroformu, takto pfipravend smés byla 6 hodin michéna
na magnetickém michadle az do tplného rozpusténi PLA. 10% (v/v) roztok PVP byl pfi-
praven navazenim potiebného mnozstvi polymeru do reakéni baiiky, do baiiky byl pipeto-
van dany objem chloroformu a smés byla 2 hodiny michana na magnetickém michadle.
Ptipravené roztoky polymert byly smichany tak, aby pomér polymeri v celkové smési byl
1:1. Vznikl4 polymerni smés se jesté poté nechala 2 hodiny promichat, aby doslo k fadné
homogenizaci v celém objemu. Po promichani byla polymerni smés vylita na sklenénou
Petriho misku a ponechana do dalsiho dne v digestofi, aby doslo k odpafeni chloroformu.
Takto vznikla folie byla po sejmuti z Petriho misky ponechana voln¢ a pozdéji v exsikatoru

susit do konstantni hmotnosti.
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Mimo félie ze samotné polymerni smési PVP/PLA (50/50), byly ptipravovany také fo-
lie s pridavky latek — , kosubstrati“. Tyto kosubstraty byly pfidavany k polymerni smési
PVP/PLA v rozsahu 1 % (v/v) pavodni pfipravované polymerni smési PVP/PLA (50/50)
stejnym postupem uvedenym vySe. Piidavky téchto latek mély vliv na vzhled i pevnost
jednotlivych folii.

Pro testovani byla pfipravena odlitim také folie samotné PLA, ta byla pfipravena
Zjejiho 10% (v/v) roztoku vV chloroformu. Stejné¢ tak byl pfipraven i 10%
(v/v) roztok samotného PVP, ten ovSem nevytvofil kompaktni folii, respektive nebylo
mozné jej po této tpraveé ze sklenéné Petriho misky sejmout a tak byly pouzity pro testo-

vani jeho degradace ziskané fragmenty.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 BIOLOGICKY ROZKLAD NEUPRAVENEHO VZORKU PVP
V PUDNIM PROSTREDI

Prvnim cilem diplomové prace bylo ovétit mikrobidlni rozklad samotného neuprave-
ného vzorku PVP K15 0 molekulové hmotnosti 10 000 g-mol'l v pudnim prostiedi a dopl-
nit tak sérii jiz provedenych diplomovych praci o dalsi informaci tykajici se mozného bio-
logického rozkladu PVP. M¢teni biologického rozkladu bylo provadéno na laboratornim
respirometru Bl 2000, ktery zaznamenava biologickou spotiebu kysliku. Pudni prostiedi
bylo simulovdno smésnou ptidou piipravenou ze zemédélské pidy ,,jarni* odbér a prvniho
baleni komeréniho zahradnického kompostu. Pied vlastnim zahajenim pokusii zabyvajicich
se rozkladem PVP byly provadény dopliujici experimenty, zjist'ujici zakladni mikrobidlni
aktivitu smésnych pid tak, ze do nich byla aplikovéana standardni latka — glukéza, o které
je znamo, zZe je rozkladana pomérné snadno a rychle. Tato mikrobialni aktivita pady byla
sledovana béhem jejiho uskladnéni v prubéhu celé diplomové prace. Pred zahajenim téchto
hlavnich pokust byl pro pfipravenou smésnou pudu proveden také zakladni mikrobiolo-
gicky rozbor. Stanoven byl po&et chemoorganotrofnich aerobnich bakterii 8,2 - 10° CFU -
g*, dale pocet aktinomycet 1,3 - 10°> CFU - g'1 a pocet pudnich vldknitych plisni 1,6 -
10* CFU - g*. Vyyskyt mikroorganismii rodu Azotobacter nebyl pozorovan.

6.1 Sledovani mikrobialni aktivity ,,jarniho* odbéru pidy

Méfeni biologického rozkladu glukdzy bylo provadéno taktéz na laboratornim respi-
rometru Bl 2000. Pro jednotlivé experimenty byla stanovena relativni vlhkost pidy a
PHkci pfed a po zahajeni pokusu. V pudé nedochazelo K Zadnym zasadnim zménam
PHkcl, které se standardné pohybovalo mezi 5,5-6, mizeme tedy vyloucit, ze by béhem
experimentll dochdzelo k vyznamnym chemickym reakcim. Relativni vlhkost pidy byla
také v prubéhu méfeni zachovana. Z naméfenych hodnot BSK za rozkladu glukozy byly
sestrojeny kiivky biologického rozkladu, z nich byly odeéteny a vyhodnoceny nasledujici
parametry. Byla stanovena doba rozkladu a mira degradace glukozy. Vyhodnoceni miry
degradace substratu bylo provadéno dle vztahu (1) z kapitoly 5.4. Stanoveny byly také
maximalni rychlosti rozkladu a ¢as, v némz k maximalni rychlosti degradace dochazelo.
Tyto parametry poskytly lepsi pfedstavu o schopnosti rozkladu substratu mikrobialnimi
kulturami v jednotlivych pidach. Dalsim stanovenym parametrem byla mira rozkladu

VvV urCitém Casovém useku, kterym byla zvolena doba tii dnt (72 hodin). Mira rozkladu
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glukézy byla méfena i v samotném komerénim zahradnickém kompostu (KK). Vysledky

testti potvrdily vyhodnost podpoteni mikrobialniho osidleni pfipravou smésnych pud.

Smésna puda, ptipravena dle postupu z kapitoly 5.4, byla u prvnich experimenti
(Obrazek 15; KO1-K04) zjist'ujicich jeji mikrobialni aktivitu za rozkladu standardni latky —
glukdzy, ponechana aklimatizaci 7 dni. Pro Upravu jeji vlhkosti bylo pouzito 70 ml biomé-
dia na 1 litr pady. Prvni experimenty (K01, K02) byly provadény v dob¢ pfiblizné 1 mési-
ce od zacatku uskladnéni pady. Ptda byla uskladnéna pii laboratorni teploté v uzaviené
nadob¢ pro zachovani vlhkosti a zabranéni kontaminaci. Mikrobialni aktivita byla v této
dobé pomérné vysoka, k rozkladu substratu doslo viceméné rychle (Obrazek 16). Jiz po 72

hodinach byl biologicky rozklad glukézy kolem 40 %.
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Obrazek 15 Pribéh biologického rozkladu glukézy pii testovani mikrobialni akti-
vity smésné pudy z ,,jarniho* odbéru zemédélské ptidy

Dalsi méfeni mikrobidlni aktivity pidy (K03) bylo provedeno v dobé jiz 6 tydna po
uskladnéni, doslo k mirnému snizeni maximalni rychlosti rozkladu, mira degradace gluko-
zy po tfech dnech experimentu byla také nizsi (Tabulka 6). U pfedchozich méfeni (KO1-
KO03) se ale vlhkost pudy pohybovala kolem 48 %, pro dal$i pokus K04 byl zménén postup
pfipravy smésné pudy, pro upravu vlhkosti byla zvySena davka biomédia na 100 ml na 1 1
pidy, ¢imz jsme dosahli, ze vlhkost pudy byla jiz pozadovanych 50 %. Tento krok se

z pribéhu kiivek degradace glukézy a zvySenim maximalni rychlosti rozkladu zdal byt
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ucinny, a tak byl tento postup realizovan pii ptipravé experimentu zabyvajiciho se jiz roz-

kladem samotného PVP.

Tabulka 6 Parametry stanovené z prub¢hu kiivek biologického

rozkladu glukoézy I
. | troza | D72 | Deskrrsk | tmax Vimax
MERENI
[h] | [%] | [%] | [hod] | [mg Ozhod”]
KK 204 8 52+£2 150 0,03
K01 180 | 38 61+ 3 24 0,43
K02 101 | 41 55+2 25 0,51
K03 114 | 38 63+2 30 0,36
K04 100 | 49 65+ 1 24 0,63

Pozn.:
K = kontrolni pokus,
KK =kontrolni pokus pro samotny kompost pro srovnani,

K —,.¢islo pokusu‘ = potradi experimentli odpovidajici ¢asovému pribéhu diplomové pra-

ce.
Kde:
D7, je % max. stupné rozkladu v case 72 hodin od zahdjeni pokusu [%]
Dask/tsk  j& max. stupert rozkladu [%]
tro je doba rozkladu substratu [h]
tmax je doba, kdy bylo dosazeno maximalni rychlosti rozkladu [hod]

Vmax je maximdlni rychlost rozkladu glukozy [mg Ozhod ]
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Obrazek 16 Maximalni rychlosti rozkladu gluk6zy pro experimenty K01-KO04;
aklimatizace piidy 7 dni pro vSechna méteni
Pribéhy vSech provedenych méteni jen potvrzuji heterogenitu a proménlivost pidni-
ho prostiedi (Obrazek 16, Tabulka 6), a proto v této praci jsou vysledky diskutovany vzdy
v ramci jednoho experimentu, nebot’ na zaklad¢ ziskanych dat nelze srovnavat vysledky

dvou riznych testa.

6.2 Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti PVP v piidnim prostiedi

Na zéklad¢ vysledkl testovani mikrobidlni aktivity ptdy, bylo zah4jeno méfeni roz-
kladu samotného neupraveného vzorku PVP K15 o molekulové hmotnosti 10 000 g-mol™.
Smésna puda pro experiment obsahovala 100 ml biomédia na 1 1 piidy, ¢imZ byla zajiSténa

50% vlhkost ptidniho prostiedi, aklimatizace smésné ptudy byla 7 dni.

Doba experimentu biologické rozlozitelnosti PVP byla 84 dnti. Nedochézelo pii ném
k Zadnym vykyvim relativni vlhkosti pady. Nedochazelo ani k vykyvim pHgcy, které by
mohly informovat o moznych chemickych reakcich provazejicich rozklad PVP, ¢i o nedo-
stacujici diftizi COo, ktery by pii hromadéni ve spodni ¢asti reak¢ni lahve mohl zptisobovat
znac¢né okyseleni prostiedi. Z kiivek prib&hu naméteného BSK respirometrem muzeme
vidét, ze se hodnoty ze zacatku experimentu pohybovaly mirné nad trovni slepého poku-
su (Obrazek 17). Rozklad dosahoval po 162 hodinach méfeni 3 %, coz odpovida vysled-
kim prace Vyoralovézs, kterd studovala rozklad PVP v zahradnickém kompostu. V praci
Vaskové' dochéazelo k rozkladu PVP 6,5 %, nicméné v jejim piipadé byla pouzita pro roz-

klad ptida lesniho typu, kterd ma zajisté¢ bohatSi mikrobialni oziveni.
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Obrazek 17 Namétené BSK v pribéhu studia biologického rozkladu PVP

Nami zaznamenané procento degradace nelze povazovat za vyznamné, nebot’ mize
dochazet k degradaci necistot obsazenych v polymeru PVP, které v ném zistaly z procesu
jeho vyroby. Nicmén¢ v prubéhu celého experimentu dochazelo k poklesu BSK oproti en-
dogenni respiraci. Tento pribéh mize byt zpiisoben sorpci PVP na plidni ¢astice, vyloucit
nelze ani tvorbu komplexd PVP s ptidnimi slozkami ¢i mikrobialnimi enzymy, v disledku
kterych mtize dochéazet k zaznamenané inhibici. Nelze vyloucit ani moznost primarniho
rozkladu PVP, ktery vede k tvorbé metaboliti inhibujicich padni mikroorganismy. Tuto
teorii by bylo nutno potvrdit fadou dal$ich experimentl, napiiklad odebrat po 162 hodi-
nach experimentu vzorek pudy a podrobit jej po extrakci analyze gelovou permeacni

chromatografii.

Vzhledem k planovanym experimentiim byl v ramci tohoto pokusu pozorovan i roz-
klad samotného polymeru PLA (Obrazek 18), z grafu je ziejmé, Ze k rozkladu PLA v ptdé
po dobu 84 dnii nedochézi stejné jako v praci Okhity®® a jinych. PLA byla do pady davko-
vana ve form¢ granuli, coZ mohlo byt divodem ztiZeni pfistupu tohoto substratu mikrobi-
alnim kulturam. Je znamo, ze biologicky rozklad PLA lze podpofit zvysenim teploty a do-

stateCnou hydrolyzou polymeru.
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Obrazek 18 Naméiend BSK v prubéhu studia biologického rozkladu PLA

Naméiend BSK pii rozkladu PLA méla pon¢kud neocekavany pribeh, ktery pouka-
zoval na moznou inhibici mikroorganismi, ta ovSem v literatufe neni popsana. S dobou
experimentu dochézelo k vyraznému poklesu BSK oproti endogenni respiraci. Bylo tedy
zvazovano, zda nemuize byt tento prubéh disledkem chyby v metodice méfeni, tato mys-
lenka byla vyvracena naslednymi experimenty provadénymi s inertnimi materialy, data
tohoto experimentu v praci nejsou prezentovana. Dal$i moznou pii¢inou tohoto pribéhu by
mohla byt hydrolyza PLA, pfi niz by mohlo dochazet k uvoliovani produkti, jez by mohly
mikroorganismy skute¢né inhibovat, nebot pro testovani byla zvolena relativné vysoka
navazka vzorku a to 1 g. Bylo by tfeba provést dal$i méteni, kterd by tuto domnénku mohla
potvrdit ¢i vyvratit, napiiklad podrobit vzorky PLA pfed zahajenim a po ukonceni experi-
mentu testim na GPC, ¢imz by se prokazalo, zda dochazi ke snizeni molekulové hmotnosti
polymeru ¢i nikoliv. Pomoci FTIR byla provedena analyza granuli PLA pivodnich a gra-
nuli PLA, které byly uloZeny po dobu 84 dni v piidnim prostiedi. Na IC spektrech vsak

nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény.
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7 BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST PVP V PUDNIM PROSTREDI
ADAPTOVANEM NA KOSUBSTRAT

Vzhledem k tomu, ze samotné PVP biologickému rozkladu nepodléhalo, bylo pfi-
stoupeno k moznosti jeho piipadny biologicky rozklad podpofit. A to adaptaci prostiedi na
kosubstrat, tento postup byl jiz proveden v diplomové praci Cervenakové®, nicméné ta

adaptovala na kosubstrat vodné prostiedi s inokulem AK z COV Malenovice.

Kosubstraty byly zvoleny jednak strukturni analogy PVP, a to OP a NMP, ale také
AC a APhA, nebot” pfi pokusech s nimi byly v pfedchozich diplomovych pracich zazna-
menany pozitivni vysledky. Pfi testech rozkladu PVP za podpofeni kosubstratu byl zvolen
postup adaptace pudniho prostfedi. Testovani probihalo ve stejném typu smésné pady jako
rozklad samotného PVP. Méfeni bylo provadéno opét na laboratornim respirometru BI

2000. Experiment probihal 84 dnt.

Nejprve byla provedena adaptace prostiedi na jednotlivé kosubstraty. Do smésné pii-
dy byla zavedena prvni davka (1 g) daného kosubstratu, jeji rozklad probihal pomérné
rychle az na OP, u kterého byla zaznamenéna cca 8 denni lagova faze (Tabulka 7). Tésné
pted tplnym rozkladem, kdy mikroorganismy jiz vytvofily enzymaticky aparat potifebny
pro rozklad kosubstratu, byla do ptidy zavedena druha davka kosubstratti, ¢imz se ovéfila
adaptace prostiedi. Béhem adaptace doslo v piidnim prostiedi k vytvoteni zakladniho spe-
cifického enzymatického vybaveni pfitomnych mikrobidlnich kultur, které mélo podpofit

rozklad PV/P.

Do takto pfipravené adaptované pudy byla jiz aplikovana davka (1 g) PVP K15. V
priabéhu experimentu nedochazelo k vyznamnym zménam relativni vlhkosti pudy, az na
OP a stejn¢ tomu tak bylo i pfi stanoveni pHkc). Vyhodnoceni méfeni bylo provadéno dle
vztahu (1). Uvedené hodnoty degradace odpovidaji maximalni degradaci, jiz bylo dosaze-
no, ovsem V zavéru experimentu se hodnoty BSK pohybovaly pod urovni slepého pokusu.
To dokazuji klesajici hodnoty BSKspec V Case (Obrazek 20), které se v zdvéru experimentu
pohybovaly pod arovni slepého pokusu. K poklesu respirace doslo az po piidavku PVP.

Priibéh naméteného BSK pro jednotlivd méfeni uvadi obrazky 19 a 20.

Pii adaptaci ptidniho prostedi na kosubstrat nebyl pozorovan vyrazny vliv vzniklého
enzymatického vybaveni mikrobidlnich kultur za rozkladu kosubstratu na rozklad PVP.
Srovname-li hodnoty degradace samotnych kosubstrati s celkovou mirou degrada-

ce (Tabulka 7), 40% pokles hodnot znaci, ze k biologickému rozklad PVP nedochazelo.
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Rozklad PVP byl zaznamenan pouze na jedné pozici respirometru v piipadé adaptace pro-
stiedi na akrylamid. Zaznamenan byl rozklad PVP 7 %, k némuz doslo do 3 dnu od pii-
davku PVP (66 hodin), vysledek je ovSem zavadé&jici, taktéZ se jedna o maximalni dosaze-
né hodnoty pfi méfeni respirace. V praci Vaskové’ byl vliv akrylamidu pozorovén, u ni
dochézelo k rozkladu PVP 21 %, ackoliv V jeji praci byl PVP dévkovan pfimo ve smési
PVP (1:1), je nutno podotknout, ze ve své praci pouzila i jiny typ pidy, konkrétné lesni
piidu. Vyznamny vliv APhA na rozklad PVP, ktery byl pozorovan v praci Vyoralové®,

nebyl potvrzen. Mirné vykyvy na kiivkach BSKgpec jsou zplsobeny zfejmé manipulaci s

piistrojem.
10000 . . .
X — pfidavek kosubstratu
X — davka PVP i
8000 + T
,,—‘__,__7-,/‘
— 6000 e .
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/ —OP
2000 S A/ —AC ]
s APhA
o L2 , , ——NMP
0 700 1400 2100 2800
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Obrazek 19 Namétena BSK v prubéhu studia experimentu pti rozkladu PVP v

adaptovaném ptidnim prostiedi na jednotlivé kosubstraty
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4000

X — ptidavek kosubstratu

X — davka PVP
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Obrazek 20 Prumérny prubeh BSK korigovany o slepy pokus a vztazeny na na-

vazku vzorku; tj, BSKgpec V Case

Tabulka 7 Vyhodnoceni % degradace PVP v pidé adaptované na kosubstrat

kosubstrat

OP | 108 77 90 3549 5970 59
B 56 08 08 3338 5054 66
HE 78 92 % 2510 | 4176 60
S 61 77 2749 5392 51

Kde: t;q4 o Jedoba lagové faze pri rozkladu prvni davky kosubstratu [h]

BSKmax je maximalni namérend hodnota BSKspec [mg'g'l]
CHSK ek je celkova CHSK substrdtu na dané pozici [mg'g'l]
Deek  je celkovy rozklad substratii v adaptované pudé [%]

ODvos (1.02) pi)  Je rozklad kosubstrdatu po prvnim (druhém) pridavku [%]
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8 BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST SMESNEHO POLYMERU
PVP/PLA (50/50)

Dalsim cilem diplomové prace bylo ovéfit vysledky publikované de Paulou®®, ktery
prezentoval vyznamnou degradaci polymerni smési PVP/PLA. Oba tyto polymery, jak
vyplyva z literarni reSerSe a provedenych experimentd, jsou obtizné biologicky rozlozitel-
né. Bylatedy pfipravena série smésnych folii PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat. Jejich
mozna biologickd degradace byla pozorovana v ptidnim prostfedi a testy byly doplnény
experimentem zkoumajicim jejich biologicky rozklad ve vodném prostiedi s inokulem
z AK z COV Malenovice.

8.1 Sledovani mikrobialni aktivity ,,podzimniho*“ odbéru pudy

Pied zahajenim ,,hlavniho* experimentu, bylo provedeno dalsi testovani pudy na mi-
krobialni aktivitu, nicméné aktivita smésné pudy, piipravené ze zeméd¢lské pudy ,,jar-
ni*“ odbér se po 5 mésicich uskladnéni vyrazné snizila, rozklad glukozy po tfech dnech
experimentu byl jen 25 % (Obrazek 21; K05) a maximalni rychlost rozkladu glukézy se

snizila 0 30 %.
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L 40 - %
H f ——KO05 - jarni odbér; 5 mésicti po
AR ! uskladnéni
i K
20 - i f % J KO06 - jarni odbér; 5 mésict po
' uskladnéni; 14 dni aklimatizace
H b &
e e . . . . — Samotnl}'/ komposf .
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Obrazek 21 Pribéh biologického rozkladu glukoézy pii testovani mikrobialni akti-

vity smésné pudy z ,,jarniho odbéru zemédélské pudy po 5 mésicich uskladnéni
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Na zaklad¢ tohoto pozorovani bylo pfistoupeno k prodlouzeni doby aklimatizace mi-
krobialnich kultur v pid¢ ze 7 na 14 dni. Prodlouzenim doby aklimatizace doslo zfejmé
K vy$§imu pomnozeni mikroorganismi, coz zpusobilo rychlejsi rozklad glukdzy, rozklad
glukézy v tiidennim intervalu se zvysil o 10 % (Obrazek 21; K06). Avsak ani tim nebylo
dosazeno uspokojivych vysledkt, a vhledem k tomu, Ze zasoby zemédélské pudy ,,jar-

ni“ odbér byly téméf vy€erpany, bylo tedy nutné provést dalsi odbér.

Musela tak byt zahajena nova série testii mikrobialni aktivity smésné ptidy, nyni jiz

pripravované ze zemédélské jilové pidy ,,podzimni“ odbér a druhého baleni komercniho

kompostu.
100 T T T T T T T T
——KO07 - novy odbér, vysoka vlhkost pudy
80 - ——KaO08 - vysuSeni pidy pii laboratorni teplot¢ |
——KaO8 - adaptovana ptida na glukézu
60 - Samotny kompost g
S FRHEH
~ : i
2 ¥
E40 - |
[%2]
m
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¢as [h]
Obrazek 22 Pribéh biologického rozkladu glukozy pfi testovani mikrobialni akti-
vity smésné pudy z ,,podzimniho* odbéru zemédelské pudy

Nicmén¢ tento odbér pudy (Obrazek 22; KO7) nemél pozadovanou vlhkost a i kom-
post vykazoval 0 10 % vyssi relativni vlhkost, takze nemusely byt v reakénich nadobach
vytvofeny pro rozklad vhodné podminky. Relativni vlhkost pudy byla v tomto piipadé
témeét 56%. Rozklad glukézy po 72 hodindch byl jen 13 %. Nasazovat velky pokus
s rozkladem smésnych polymert tak nepfipadal v tivahu a byla projevena snaha upravit
podminky ptadniho prostiedi, aby se mikrobialni aktivita zvysila. Jilova pida tedy byla
pozvolna susena na vzduchu za laboratorni teploty (dle CSN EN ISO 11721-1), nez jeji

relativni vlhkost klesla na cca 7 %. Po tomto vysuSeni pidy byl proveden opét dalsi kon-
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trolni pokus (Obrazek 22; K08). Smésna puda piipravovana z druhého ,,podzimniho* odbé-
ru i ptesto zdaleka nevykazovala uspokojivou rychlost rozkladu, byt se maximalni rychlost
rozkladu o setinu zvysila, biologicky rozklad glukézy po tfech dnech se dokonce o 4 %
snizil. Po rozkladu glukézy v padnim prostiedi tohoto experimentu byla do jiz adaptova-
né pudy (Obrazek 22; KO8 — adaptovana puida), vnesena dalsi davka glukozy, jejiz rozklad
byl velice rychly. Béhem tii dnl doslo k 57 % rozkladu. Byla tedy zvazovana myslenka
mikrobialni aktivitu podpofit pfidavkem snadno rozlozitelného substratu, aby doslo pied
zahajenim velkého pokusu ve smésné pudé k pomnozeni mikroorganismui. Neuspokojivy
byla stale vyssi nez 50 %, bylo tedy nezbytné zménit postup ptipravy smeésné pudy, tak aby
byla v reak¢nich nadobach relativni vlhkost 50 %. Davkovani biomédia bylo sniZzeno zpét

na 70 ml biomédia na 1 1 pudy, pti¢emz ptivodni koncentrace mineralnich prvka byla za-

chovana.
100 T T T T T T T T
——KaO09 - vysu$ena, snizeni vlhkosti - sniZeni
davky biomédia na 70 ml na 1 1 pidy
80 - —— K10 -"ozivend ptida";70 ml biomédiana -
1 1 pudy
—— Samotny kompost
60 - .
% s
2 40 - FH .
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@
()
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Obrazek 23 Pribéh biologického rozkladu glukozy pii testovani mikrobialni akti-

vity smesné pudy z ,,podzimniho* odbéru zemédélské pludy; ,,0ziveni pudy
Ovsem ani po tomto opatieni (Obrazek 23; K09) se rychlost rozkladu substratu ne-
zvysila, byt’ vlhkost prostfedi jiz byla uspokojiva. Novy odbér pudy v terénu jiz nebylo
vzhledem k meteorologickym podminkdm (zimni mésice) mozno provést, a proto bylo po

konzultaci s odbornikem pristoupeno k oziveni mikrobidlnich kultur pidy pfinosem pod-
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purného snadno vyuzitelného substratu a dalsich stopovych prvka béhem doby jeji 14 den-
ni aklimatizace. V takto pfipravené pudé byl jiz proveden test na rozklad polymernich
smési PVP/PLA PVP/PLA/kosubstrat. Test ,,0zivené“ pudy na rozklad glukdzy byl
z ¢asovych divodu proveden az na konci diplomové prace (Obrazek 23; K10). Bylo zjisté-
no, ze maximalni rychlost rozkladu glukézy se neliSila od piedchozich méteni, pfesto je na
ktivce biologického rozkladu pro tento experiment vidét zlepSeni pribéhu biodegradace
glukézy, rozklad glukozy po 72 hodinach pokusu se zvysil na 16 %, takze jisty pozitivni
efekt tohoto ,,0ziveni® pudy byl pozorovatelny, coz dokazoval i mikrobiologicky rozbor
pudy (Tabulka 8).

Tabulka 8 Vyhodnoceni mikrobiologického rozboru provadéného ze smésné pudy z ,,pod-

zimniho* odbéru zeméd¢lské pidy a smésné pludy po ,,0ziveni® mikrobidlnich kultur

,»podzim* ,,0Z1veni®
[CFU-g"]
Chemoorganotrofni aerobni bakterie 2-10° 4,310
Aktinomycéty 2,5-10° 3,9 -10°
Pidni vlaknité plisné 1,8 -10° 1,6 -10°
Azotobacter 0 0

Pozn.: ,,0Zziveni pidy* — 0,2 g glukozy, 0,2 g octanu sodného, 0,2 g HYCOLU na
8,5 1 pidy

Provedeny mikrobiologicky rozbor pro smésnou pudu pfipravenou z ,,podzimniho*
odbéru zemédélské pudy, potvrdil, Ze vyskyt chemoogranotrofnich bakterii i aktinomycet
byl niZ8i neZ v piipad€ odbéru ,,jarniho*. Pocet vldknitych plisni byl v pfipad¢ ,,podzimni-
ho* odbéru o néco vyssi, ziejmeé v disledku prodlouzeni doby aklimatizace smésné pidy
ze 7 na 14 dni. Pfinosem podplrného substratu a dalSich stopovych prvka doslo

K vyraznému zmnozeni mikrobialnich spolecenstev.

Z priabehu experimentii vyplyva, ze dlouhodobé uskladnéni pidy, bude ovliviiovat
pii experimentdlnim méfeni rychlost rozkladu studované latky (Tabulka 9, Obrazek
24). Na zakladé poznatkél z experimenti® zabyvajicich se zménou piadnich vlastnosti
Vv pribehu jejiho uskladnéni, je vhodnéjsi padu, v ptipadé jejiho skladovani po dobu do tii

meésict, umistit do chladnicky s teplotnimi podminkami do 4 °C, dlouhodobg;jsi skladovani
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pudy by pak vyzadovalo jeji zamrazeni pti -20 °C. Pro skladovani a charakterizaci pud
urcené k laboratornim experimentiim neexistuji zatim zadné striktni podminky a pozadav-
ky. Ptda piedstavuje velice slozity heterogenni systém a jejich dosazeni by bylo bez naru-

Seni jejiho prirodniho charakteru prakticky nemozné.

1,6 ;
5 mésict uskladnéni  |: "podzimni" (K08 L 'f;japt-")
,jarni odbére i odbér
1,2 - i i
T i
£ !
. 0,8 T : -
© e
(@] 1
E !
x 1
E 0.4 1 (K06) 0,28 o
(K05) 0,2 ! (K08) 0,06 (K10 -"ozivena)"
! 0,04
1 (KO7) 0,05 )
(KK) 0,03 . ; (KO7) (K09) 0,03
Q | —— . B  em  mem

Obrazek 24 Maximalni rychlosti rozkladu gluk6zy odectené z kiivek rychlosti
produkce kysliku pro jednotlivé experimenty (K05-K10)

Tabulka 9 Stanovené parametry z prib&hu kiivek biologického

rozkladu glukozy 11
. | troma | Dr2 | Deskrrsk | tmax Vimax
MERENI
[h] | [%] [%] | [hod] | [mg Ozhod”]

KK 204 8 52+2 150 0,03
K05 118 25 50+1 31 0,20
K06 192 35 70+ 6 35 0,28
K07 186 13 48 + 2 95 0,05
K08 114 9 49 + 3 106 0,06
K08 ad. 68 57 65+ 1 12 1,47
K09 162 10 44 + 2 130 0,03
K10 92 16 45+ 2 110 0,04
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8.2 Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti smésného polymeru

PVP/PLA a PVP/PLA/Kosubstrat v pudnim prostiredi

Vzhledem k vysledkiim testovani mikrobialni aktivity pidy za rozkladu gluko6zy byla
pripravena smésné ptida pro experiment obohacena o 70 ml biomédia na 1 1 pady. Biomé-
dium obsahovalo navic 0,2 g-l'1 glukozy, 0,2 g,-l'l octanu sodného a 0,2 g-l‘1 HYCOLU
(bilkovinny hydrolyzat). Doba aklimatizace byla prodlouzena na 14 dni. Biologicky roz-
klad smé&si PVP/PLA/kosubstrat, smési PVP/PLA ¢i folie Cisté PLA nebo fragmentd fo-
lie samotného PVP byl provadén také na laboratornim respirometru BI 2000. Experiment
trval 70 dni. Zakladnimi pozorovanymi parametry byly opét suSina a pHgc, pied zahaje-
nim a po ukonéeni méfeni. Béhem experimentu nedochéazelo k zadnym vyznamnym zmé-

nam susiny ani pHkgj.
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Obrazek 25 Prubéh BSK v ¢ase experimentu; rozklad smésného polymeru

PVP/PLA a samotného PVP a PLA

V prubéhu prvnich 330 hodin testu bylo pro smés PVP/PLA dosazeno takika 4%
biologického rozkladu, avSak po této dobé dochdzelo k systematickému poklesu BSK az
pod hodnotu slepého pokusu. Tento trend je patrny u vSech testovanych smési. Nejvyssi
zaznamenany rozklad pro fragmenty folie PVP byl zaznamenan ve 46. hodin€, maximalni

rozklad samotné folie PLA probéhl do 630 hodin. Na zéklad¢ téchto informaci nemizeme
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urcit, zda u smésné folie PVP/PLA dochazelo k rozkladu PVP nebo PLA, k identifikaci by

bylo nutné provést fadu dalsich testt.
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Obrézek 26 Pribéh BSK v Case experimentu; rozklad smésného polymeru

PVP/PLA/kosubstrat

Testy biologického rozkladu folii s ptidavkem kosubstratu (Obrazek 26) zazname-
naly nejvy$si miru degradace V pfipadé folie PVP/PLA/NMP a to 15 %, pro smésnou folii
PVP/PLA/OP byl zaznamenan rozklad o 5 % nizs$i nez u PVP/PLA/NMP. Nejnizsi mira
degradace 6 % byla zaznamenana u folie PVP/PLA/APhA, u PVP/PLA/AC byl rozklad
pouze o jedno procento vyss§i nez v ptipadé PVP/PLA/APhA. U vSech méfeni byl zazna-
menan trend popsany uz pro obrazek 25, a to, ze po urcité¢ dobé biologického rozkladu fo-
lie dochazi k poklesu BSK pod uroveii slepého pokusu, po 1250 hodindch méteni se pod
urovni slepého pokusu pohybovaly BSK pro v§echny polymerni smési (Obrazek 26).
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Tabulka 10 Vyhodnoceni % degradace polymernich smési PVP/PLA a smési

PVP/PLA/kosubstrat
PVP 1730 29 1 42 )
PLA 1007 44 4 630 0
PVP/PLA 1337 48 4 330 40
PVP/PLA/NMP 1240 181 15 468 46
PVPIPLAIOP | 1 3gg 140 10 | 408 42
PVP/PLA/APhA | 1227 79 6 312 48
PVP/PLA/AC 1214 87 7 402 48
Kde:
Dmax je maximalni rozklad folie v piidnim prostiedi V case tmax [%]
CHSKcr je chemicka spotieba kysliku pro uplnou oxidaci substratu [mg-g']

BSKmax je maximdlni dosazend biologickd spotieba kysliku pFi rozkladu  [mg-g™]

16

15
mPVP
14 - :
mPLA
12 4 =PVP/PLA .
10 | ®PVP/PLAINMP |
= = PVP/PLA/OP
= 8 .
£ PVP/PLA/APhA
6 1 mPVP/PLA/AC
4 -
2 |
0 |

Obrazek 27 Vyhodnoceni % degradace smési PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat
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Z vysledku (Tabulka 10, Obrazek 27) je ziejmé, ze pii zaznamenani vyssi miry de-
gradace dochazelo jen k rozkladu kosubstratti. Vyhodnoceni biodegradace folii bylo pro-
vadéno dle vztahu (1). CHSK ¢, bylo stanoveno pro folie teoretickym vypoctem na zakladé
navazek a experimentalné stanoveného CHSKc, pro jednotlivé komponenty, z nichZ byly
folie pripraveny. Uvedené hodnoty degradace v tabulce 10 jsou také maximalni dosazené.
Hmotnostni ubytek folii kolem 45 % opét znaci uvolnéni podilu PVP z matrice. Na obraz-
ku 27 jsou shrnuty vysledky miry degradace vSech pozorovanych vzorka folii. Nejvyssi

cvwr

probihal u vzorku samotné folie PVP.

Na snimcich f6lii pfed zahajenim a po ukonceni experimentu, jsou vizudlné pozo-
rovatelné rozdily. Folie ztraci ptivodni zluty nddech zptsobeny ptitomnosti PVP. Pti expe-
rimentu folie ztratily také plivodni lesk a vyrazné€ zkiehly. Zmétena byla také pomoci FTIR
spektrofotometru IC spektra pied zahdjenim a po ukonéeni biologického rozkladu folii

V pudnim prostiedi.
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PVP/PLA

PVP/PLA/OP

PVP/PLA/NMP

PVP/PLA/APhA

PVP/PLA/AC

Obrazek 28 Snimky povrchu folii pred zahdjenim experimentu a po jeho ukonceni
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Vzhledem k tomu, ze hodnoty Dgsk/crsk JSOU V nékterych piipadech vyssi a neod-
povidaji pouze rozkladu kosubstratu, byly vzorky podrobeny FTIR analyze. Zamé&iime-li
se na IC spektrum (Obrazek 29) podrobné&ji, miizeme na ném vidét charakteristické funkéni
skupiny jak pro PLA, tak pro PVP. Na vlno&tu 1760 ¢cm™ se nachazi pik C=0 vazby ze
struktury PLA, dal$im je pik o vino¢tu 1454 cm™, ktery dokazuje pritomnost -CHs, a pik
na vlno&tu 1274 cm™ je charakteristicky pro jeji vazbu —C—O—C—. Co se ty¢e pikd charak-
teristickych pro pfitomnost PVP, miZzeme zminit mimo $iroky pas —OH skupiny na vino¢tu
nad 3000 cm™, pik na vlno&tu 1666 cm™ vazby C=0 jako soudast laktamového kruhu PVP
& vazbu C-N pii 1289 cm™.

1,5

Pfed zahajenim experimentu ,{/\ﬁ/
Po ukonceni experimentu N
1 - |
|
A I
0.5 -OH

500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v [em!]

4000

Lad

Obrazek 29 FTIR spektrum smésné folie PVP/PLA

Naméfena IC spektra viceméné potvrzuji, Zze bylo PVP béhem experimentii ze
struktury folie skuteéné odstranéno. Vzhledem Kk tomu, ze se spektra folii S ptidavkem
kosubstratii od sebe nijak vyrazné nelisila, byl do diplomové prace pro nazornost zafazen
jako reprezentant vzorek PVP/PLA. Na IC spektru folie, po jejim podrobeni experimentu
Vv pidnim prostiedi (Obrazek 29), bylo zaznamenano nékolik zmén a to predevsim v oblasti
vlno&td charakteristickych pro PVP. Doslo ke sniZeni pikii na vlnotu kolem 3000 cm™,
tedy piku charakterizujicim —OH skupinu, snizily se také hodnoty absorbance pro pik vaz-
by C=0 laktamového kruhu PVP na vinoétu 1666 cm™ i pik pro vazbu C-N, na vlno&tu

1286 cm™. IC spektra folii s piidavkem kosubstratii jsou uvedena v piiloze 1.
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8.3 Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti smésného polymeru

PVP/PLA ve vodném prostiedi s inokulem z AK COV Malenovice

Bylo provedeno méieni biologického rozkladu polymernich smési PVP/PLA (50/50)
a PVP/PLA/NMP ve vodném prostiedi zaockovaném inokulem z aerobniho aktivovaného
kalu zCOV Malenovice na respirometru Micro-Oxymax. Testovdna na biologickou
rozlozitelnost také byla folie ze samotné PLA a fragmenty folie ze samotného PVP. Prib¢h
produkce oxidu uhli¢itého vznikajiciho pii rozkladu substratu pro jednotlivd méfeni je
uveden na obrazcich 30-33. Experiment probihal po dobu 45 dni.

Vyhodnoceni miry degradace zvolenych vzorkd na pfistroji Micro-Oxymax bylo
provadéno dle vztahu (3) uvedeném v kapitole 5.5. Mimo jiné byla pozorovana také kon-
centrace rozpusténého organického uhliku, jejiz mira znacila, Ze dochazi k rozpusténi podi-
lu PVP z {6lii, tuto domnénku viceméné potvrzoval 1 50% hmotnostni Ubytek vzorka. Vy-
znamny hmotnostni ubytek, byl pozorovan i v piipadé de Pauly. Stanoveni organického
uhliku a zaznamenané hodnoty produkce CO; vylucuji, Ze by mohlo v nasem piipad¢ do-
chézet k takové mife biologického rozkladu. V ptipadé de Pauly byl hmotnostni ubytek
vy$si, stejné jako hodnoty produkovaného CO,, coZ hovoii o realné biologické degradaci

této polymerni smési. V nasem experimentu ov§em potvrzena nebyla.
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Obrazek 30 Produkce CO; pii méfeni rozkladu vzorku PVP ve vodném prostiedi

s inokulem aerobniho aktivovaného kalu
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Obrazek 31 Produkce CO, pti méfeni rozkladu vzorku PLA ve vodném prostiedi

s inokulem aerobniho aktivovaného kalu
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Obrazek 32 Produkce CO; pii méfeni rozkladu polymerni smési PVP/PLA (50/50)

ve vodném prostiedi s inokulem aerobniho aktivovaného kalu
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Obrazek 33 Produkce CO; pii méteni rozkladu polymerni smési PVP/PLA/NMP

ve vodném prostiedi s inokulem z AK

Ve vétsiné ptipad dochazelo k produkci oxidu uhlicitého srovnatelné se slepym po-
kusem. Jedinou vyjimku tvofil pokus ¢. 3 u méteni rozkladu polymerni smési s 1% (v/v)
ptidavkem NMP. Rozklad na této pozici byl vyhodnocen jako 12 %. Lze zde tedy ptedpo-
kladat, ze dochazelo k rozkladu samotného NMP. Ze doslo k rozkladu aditiva z folie jen
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V jednom ze tii ptipaddl, zpisobila ziejmeé nehomogenita folii. Zajimavym by se mohl zdat
také prubéh pii rozkladu PLA, je u néj pozorovatelny narast produkce CO; a zaznamenana
degradace témét 19 %, hmotnostni ubytek folie byl stanoven jako 8,5 %. Mizeme tedy
predpokladat, ze vlivem dostate¢né hydrolyzy dochazi k pozvolnému rozkladu PLA. Vliv
na rozklad maze mit i postup ptipravy folie, tedy pouziti chloroformu. Pouziti chloroformu
pro piipravu téchto polymernich folii, v ptipad¢, ze dojde k jeho vytékani z polymerni ma-
trice, by mohlo mit vliv na jejich strukturu, coz by teoreticky mohlo podpofit rozklad po-
lymerti. OvSem pii nedostatecném odvétrani folie miize mit chloroform diky své vysoké
toxicité inhibi¢ni G¢inky na mikrobialni aktivitu. Mizeme piedpokladat, Zze v publikaci de
Pauly opravdu mohlo dochazet k biologickému rozkladu, ovsem pravdépodobnéjsi se jevi

biologicky rozklad PLA nikoli PVP.

Ani v piipadé tohoto experimentu nedochazelo k vyznamnym zménam pH. Susina na
vSech pozicich byla po ukonceni pokusu nizsi z diivodu absence vhodného substratu pro
rust biomasy. Béhem pokusu vsak doslo k jiz zminovanému vyznamnému hmotnostnimu
ubytku folii (52 %), ktery byl s velkou pravdépodobnosti zplisoben uvolnénim PVP z félie,
pro potvrzeni této domnénky byl proveden samostatny test rozpustnosti folii a dalsi testy,

které nam ptiblizili vlastnosti téchto polymernich smési.

8.4 Studie vlastnosti polymernich smési PVP/PLA a
PVP/PLA/kosubstrat

S vyrobenymi foliemi z polymernich smési PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat nebyly
provadény testy pouze na biologickou rozlozitelnost. Pro lepsi pochopeni jejich vlastnosti a
ptedpoklad jejich osudu v Zivotnim prostiedi, byly provedeny nasledujici testy: test roz-
pustnosti, ¢1 nasdkavosti. Byly pofizeny snimky povrchu f6lii pomoci SEM, a byla prove-

dena i jejich spektralni analyza za pomoci FTIR (Pfiloha 1).
Rozpustnost

Test rozpustnosti f6lii nam potvrdil domnénku o uvolnéni podilu PVP. Tento fakt
zpusobil zfejmé i popisovanou vyznamnou degradaci folii v publikaci de Pauly hodnoce-
nou na zakladé¢ zmén hmotnosti. Nicméné provadét gravimetrické testy pro zhodnoceni
biologického rozkladu fo6lii pro ve vode rozpustné polymery je bezpfedmétné. Kiivky roz-
pustnosti pro jednotlivé folie znazornuje obrazek 34. Na obrazku 35 jsou shrnuté vysledky

testll rozpustnosti pro jednotlivé vzorky folii.
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Obrazek 34 Prubéh rozpustnosti dle DOC jednotlivych druhu folii v ¢ase ve srov-

nani s hmotnostnim ubytkem po 96 hodinach
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Pfi testu rozpustnosti folie PVP/PLA bez pridavku kosubstrati byl pozorovan uby-
tek uhliku ptes 30 % jeho pivodniho obsahu. Opét dochazelo k 50% ztraté hmotnosti folie,
ktera byla potvrzena gravimetricky. K zasadnimu ubytku hmotnosti folii doslo po 22 hodi-
nach, v pfipadé de Pauly dochazelo k hmotnostnimu ubytku pomaleji, 50% hmotnostni
ubytek folie zaznamenali az po 6 tyden experimentu. Folie byly v pfipad¢ de Pauly ptipra-
vovéany z PVP o molekulové hmotnosti 25 000 g'mol™, a je zndmo, Ze rozpustnost PVP
S vy$s§i molekulovou hmotnosti klesa®, dal$im vysvétlenim tohoto pribchu by mohly byt
odchylky pii postupu vyroby polymernich smési, naptiklad odlisna tloustka folii, kterou de
Paula ve své publikaci nezminuje. U vzorku s ptidavkem APhA byla rozpustnost nizsi a
k ubytku hmotnosti dochazelo na rozdil od ostatnich f6lii velmi pomalu, k ustaleni roz-
pustnosti v jeho ptipadé doslo az po 46 hodinach. U folii s pfidavkem OP, NMP a AC byl
zaznamenan vyssi ubytek hmotnosti, zpiisobeny rozpousténim prave téchto aditiv, nebot’ se
jedna ve vSech ptipadech o ve vod¢ rozpustné latky. Experiment byl provadén do ustaleni

rovnovazného stavu tj. po dobu 4 dnt.

40
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Obrazek 35 Rozpustnost smésného polymeru PVP/PLA a PVP/PLA/Kosubstrat
dle DOC

Nasakavost

Test nasakavosti (d [%]) folii PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat byl proveden pro
odhadnuti jejich chovani v padnim prostiedi, kde se relativni vlhkost béhem experimentl
pohybovala mezi 50-54 %. Test byl provadén v exsikatoru s54% vlhkosti. Folie
s ptidavkem NMP, OP a AC jsou vice hygroskopické nez smési PVP/PLA a
PVP/PLA/APhA. Z ¢asového pribéhu jednotlivych méfeni (Obrazek 36) pro dané folie je
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vidét Ze k narlstu vlhkosti doslo jiz po prvnich 24 hodinach. Experiment byl provadén po
dobu 192 hodin (8 dni). Shrnuti vysledki tohoto testu je uvedeno na obrazku 37, nasaka-
vost folie samotné PVP/PLA byla kolem 5 %, v piipadé folie s pfidavkem APhA, byla

stanovena 4% nasakavost.
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Obrazek 36 Prub¢h nasakavosti 6 [%] jednotlivych folii v Case
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Obrazek 37 Shrnuti vysledkt testu nasdkavosti jednotlivych folii

Skenovaci elektronova mikroskopie

Na zéklad¢ nékterych vysledki prace a optického zhodnoceni kvality folii (Obrazek
28) bylo uvazovano o mozné nehomogenité pfipravenych polymernich smési, a proto byly
pofizeny snimky povrchu folii pomoci SEM. Na obrazku 38 je uveden snimek povrchu
folie pripravené ze smésného polymeru PVP/PLA a snimky povrchu folii pfipravenych
pouze z PLA a pouze z PVP. Snimek smésné folie PVP/PLA potvrdil, Ze zna¢na ¢ast ma-
trice folie je tvofena z PLA a Vv ni se nachdzi heterogenni oblasti s PVP. Tyto snimky pou-
kazuji na vzajemnou nemisitelnost polymert, coz je tedy diitvodem zna¢né nehomogenity
folii, v jejimz disledku mohlo dochéazet k vétsimu rozptylu namétenych dat. Pofizené

snimky SEM pro zbyvajici folie s pfidavkem kosubstratl jsou uvedeny v piiloze 2.

Snimky povrchu folii, jez byly podrobeny po dobu 70 dni experimentu v pidnim

prostiedi, jiz nebylo mozno z technickych a ¢asovych diivodi realizovat.
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Obrazek 38 SEM snimky povrchu folii
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo ovétit biologickou rozlozitelnost neupraveného vzorku
polymeru PVP K15 v pudnim prostiedi, pozorovat vliv adaptace prostiedi na zvolené

kosubstraty, pfi snaze podpofit biologicky rozklad PVP K15 a v neposledni fadé ovérit
vysledky biologické degradace polymerni smési PVP/PLA (50/50) naméfené de Paulou®.

Pidni prostfedi bylo simulovano smésnymi pudami pfipravovanymi ze zemédélské
jilové ptidy a komer¢niho zahradnického kompostu smichanymi v poméru 1:5. V pribéhu
celé diplomové prace byly provadény kontrolni experimenty zjistujici aktudlni mikrobidlni
aktivitu pfipravené smésné pudy. Bylo zjisténo, ze mikrobialni aktivita se v prab&hu
uskladnéni snizuje, dosavadni uskladnovani pidy se nejevi jako nejvhodnéjsi, a proto bylo

navrzeno uchovavat pudu pfi teploté do 4 °C, pfipadné ji zamrazit.

Experimenty zabyvajici se biologickym rozkladem neupraveného vzorku PVP K15
nepiinesly nové informace, potvrzeno viak bylo zjisténi z diplomové prace Vyoralové® a

to maximalni rozklad PVP K15 3 % (162 hodin).

Podpoteni biologického rozkladu PVP K15 adaptaci ptidniho prostfedi na zvolené
kosubstraty nebylo piili§ uspésné, k rozkladu PVP K15 dochézelo pouze v prostiedi adap-
tovaném na akrylamid, v ném dochézelo k maximalnimu rozkladu PVP K15 7 % (66 ho-
din), vzhledem k zjisténi z prace Vaskové', kterd zaznamenala rozklad PVP K15 v ptitom-
nosti akrylamidu 21 %, by mohla byt moznost vlivu enzymatického vybaveni mikrobial-
nich kultur vznikajiciho pii rozkladu akrylamidu realna. Dosazené vysledky je zapotiebi
jeste ovérit.

Posledni experiment byl zaméfeny na studii biologického rozkladu polymernich
smési PVP/PLA a PVP/PLA/kosubstrat. Byl zaznamenan mirny biologicky rozklad téchto
vzorkd, nicméné ten odpovidal rozkladu kosubstratu. Foélie vyrobené z této polymerni sme-
si podléhaji ve vyrazné mife degradaci, ovSem nikoli biologické, dochézi k uvolnéni podilu
PVP, jelikoz mezi nemisitelnymi slozkami PVP a PLA nejsou zadné silné interakce.
Nicméné tento proces by mohl podpofit biologicky rozklad PLA, nebot’ po uvolnéni PVP
Vv matrici PLA zstavaji pory, a tak se stavda PLA pro mikrobialni kultury ptistupnéjsi. To
je pravd&podobné diivodem zvysené produkce CO, v praci de Pauly®®. Biologickému roz-
kladu polymernich smési PVP by mélo byt vénovano vice pozornosti, existuje mnoho stu-

dii zabyvajicich se jejich ptipravou, ale jejich biodegradaci se uz nevénuji.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AC
AK
APhA

BSK, BOD

DSC
FTIR
GC/TCD
GPC
LDso
LCso

Mw
NMP
NMR

OP

PVP
PLA

SEM

Tm

TSK

akrylamid

aktivovany kal

acetylfenylalanin

biologicka spotieba kysliku

jednoznacny numericky identifikator pro chemické latky
Cistirna odpadnich vod

procento biologického rozkladu

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie s tepelné-vodivostnim detektorem
gelova permeacni chromatografie

letalni davka

Letalni koncentrace

molarni hmotnost

methylpyrrolidon

nuklearni magnetickd rezonance

oktylpyrrolidon

hustota

polyvinypyrrolidon

kyselina polymlé¢na

skenovanci elektronova mikroskopie

teplota skelného prechodu

teplota tani

teoreticka spotieba kysliku
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PRILOHY

Piiloha 1 IC spektra folii s pfidavkem kosubstratu — FTIR
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Piiloha 2 SnimKky povrchu folii s pfidavkem kosubstratu - SEM
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