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ABSTRAKT

Abstrakt Cesky

Cilem této diplomové prace bylo ovérit pouzitelnost plynoveé chromatografické koncovky, resp.
titracniho stanoveni oxidu uhli¢itého jako srovnatelnych kritérii pro hodnoceni biologického
rozkladu plastd v pidnim prostiedi a prakticky ji ovefit na vzorcich redlnych polymert (PHB,
PCL a jejich smési). Byla také testovana jejich rozlozitelnost ve vodnim prostiedi s pidnim
vyluhem jako inokulem. Bylo zji§téno, ze pii dodrzeni vSech limitujicich faktort (pH, vlhkost,
stripovani), je mozno plynové chromatograficko koncovku pouzit jako plnohodnotné kritérium

hodnoceni rozkladu plasti v pidnim prosttedi.

Abstrakt ve svétovém jazyce

The aim of this diploma work was to verify the usability of gas chromatografic determination
and/or acidimetric analysis of carbon dioxide as comparable criteria for assessment of biological
degradation of polymers in soil enviroment and verify the methods by means of degradation of
real polymers (PHB, PCL and their blends). Biodegradation of the same samples in water
enviroment. was also tested.It was found that under the same conditions (limiting factors as pH,
moisture, stripping), the gas chromatografic method could be used as the only one criterium for

evaluation of polymer degradation in soil enviroment..
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UVOD

Na Institutu ochrany zivotniho prostfedi je jiz delsi dobu vénovana pozornost biologické
rozlozitelnosti chemickych latek v rtiznych prostiedich. Cilem této diplomové prace je
pokracovat v ovéfovani metodiky ptidnich testli, zejména se zaméfenim na rozklad polymeri
PHB a PCL v pldnim a vodnim prostiedi a ovéfeni vysledkii rozkladu pomoci titraéni a
chromatografické analyzy CO,.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADACE POLYMERNICH LATEK V PUDNIM PROSTREDI
ZA AEROBNICH PODMINEK

Pii dlouhodobém pouzivani syntetickych polymernich materiali se degrada¢ni disledky
pusobenim zateni, vzdusného kysliku, ozénu, vody, kyselin, alkalii a dalSich faktord mohou
kombinovat s G¢inky mikroorganismi, které se realizuji prostfednictvim enzymt a mikrobnich

metaboliti. [2]

Toto ptisobeni mize nabyvat na vyznamu, pokud se polymerni vyrobky pouzivaji v pud¢ nebo
v ptirodnich vodach. Tehdy je mozné se setkat s vyzkumnymi snahami o modifikaci dosud
znamych polymert nebo o syntézu novych polymeri, odolnych proti pisobeni mikroorganismii.
Z ekologickych divodi je naopak zadouci, aby syntetické polymery degradovaly rychlosti
srovnatelnou s rychlosti degradace piirodnich makromolekul. V tomto piipadé¢ se moznosti
degradace existujicich syntetickych polymeria hledaji na zaklad¢ znalosti fyziologie, biochemie, a
genetiky mikroorganizmi a mikrobnich spoleCenstev. Pokud enzymatické vybaveni
mikroorganizmii umoziiuje pouze ¢asteCnou degradaci syntetickych polymert, jeji uCinek se
muze projevit az po piedchozi fotochemické, hydrolytické nebo jiné degradaci. Pti biodegradaci
polymert v pid¢ se naptiklad miize projevit urcita naslednost i pifi ptisobeni jednotlivych skupin
mikroorganismd, pfi které jedna skupina vyvolava jen Cast reakci degradujiciho fetézce.

Hodnoceni biorozlozitelnosti daného polymeru narazi na podstatné véEtsi problémy
s reprodukovatelnosti nez je tomu u fotooxida¢ni nebo termooxida¢ni degradaci. Pro dany ucel
je mozné pouzit méfeni mnozstvi spotfebovaného kysliku nebo vyprodukovaného oxidu
uhli¢itého, ptipadné¢ se vyhodnocuje rychlost rlstu kolonie mikroorganismii na polymerni
podlozce. Tento mikrobiologicky test vSak nebyva vzdy jednoznaény, protoZze biochemicka
aktivita mikroorganizmi na polymerni podloZzce Casto zavisi na piitomnosti stopovych prvki,
vitamind a jinych limitujicich faktorii. Biodegradabilita syntetickych latek zavisi na molekulové
hmotnosti, pficemz rychlost biodegradace u nizkomolekularnich alifatickych uhlovodika je
neporovnatelné vyssi nez u polyolefini. Rozvétvené molekuly jsou pfitom méné nachylné na
atak mikroorganismil nez linedrni. V uhlovodikovych polymerech jsou biosusceptibilni zejména
koncové skupiny, v polymerech s heteroatomy v hlavnim fetézci je biochemicky atak mozny i ve

stfedu fetézce. Nadmolekularni struktura polymerti a kompaktni uspofadani semikrystalickych
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polymert vzdy vyrazné ztéZzuje prinik enzymu k biosusceptibilnim centrim, a proto syntetické
polymery mikrobiologicky degraduji jen velmi obtizng. U¢inek mikroorganismii je v téchto
piipadech casto zeslabeny biocidnim charakterem piisad do polymernich smési, které¢ obsahuji
olovo, méd’, arsén, cin a siru nebo naopak zesileny biosusceptibilnimi pfisadami jako jsou

nekteré plastifikatory (naptiklad sebakaty a adipaty).

Mikrobidlnimu ataku jsou pfitom nejodolnéjsi polytetrafluorethylén, polyvinylchlorid,
polypropylén, polyfenylénoxid, polystyrén a polyamidy. Pii biodegradaci polymerd v pidnim
prostiedi se v normdlnich podminkach jedna v naprosté vétsin€ piipadii o aerobni procesy, nebot
v pudé¢ je ptistup ke vzduchu zcela pfirozenym jevem. [4] Navic dokazi mineralizovat Sirokou
paletu organickych latek az na oxid uhlicity a vodu. Téchto procesii je v soucasné dobé nejvice
vyuzivano pii tzv.bioremediacich. Jednd se o procesy biologického odstranovani cizorodych
latek z kontaminovanych ptid, zejména pii likvidaci znecisténi ropnymi uhlovodiky, fenolickymi
latkami, polyaromatickymi uhlovodiky, méné ¢astéji i polychlorovanymi bifenyly, pesticidy nebo
chlorovanymi uhlovodiky. Hlavnim problémem biodegradaci v plidnim prostiedi, je adsorbce
pudnich castic na dany polutant, coz znesnadiiuje biologickou degradaci daného polutantu. [8]
Bylo prokazano, ze adsorpce zavisi na urcitych funkcénich skupinéch a jejich poctu. Pro priubéh

biodegradaci v pidé je nutné zajistit n€kolik limitujicich faktori.

1.1 Faktory ovliviiujici priibéh biodegradaci v ptiidnim prostiredi

Zabezpeceni vhodnych fyziologickych podminek pro ¢innost mikroorganismt — predevsim pH a
teploty. Podle normy [3] je maximalni mikrobialni aktivita v padé v rozmezi teplot 25-35 °C a
nejvhodnéjsi pH je mezi 6,8 — 7,3.Vliv teploty byl prokdzédn ve studii[5] pii které byla
v tlakovych reaktorech plnénych padnim kompostem sledovéna biorozlozitelnost PCL pfi
teplotach 40, 50 a 60 °C jako nejvhodngjii byla uréena teplota 50 °C, pii které doslo k rozkladu
62 % PCL béhem osmi dnti. Dalsi ze studii [6] byla provadéna v ptidnim prostfedi pfi teplotach
25 a 40 °C a pH 7.2, s kopolymerem PCL/S (polykaprolakton/skrob). Prokézala, Ze rozklad se
pohyboval okolo 50 % ptivodniho mnozstvi bez ohledu na teplotu. Dalsi studie[7] s PCL, PHB a
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PHB-V v ptdnim kompostu pii teplotach 24 a 46 °C prokazala, Ze rozklad polymert je vyssi pii
teplot& 46 °C.

Obsah vody-[3] maximalni mikrobidlni aktivita byla stanovena vrozmezi 40 — 60%

hmotnostnich dild vody.

Osveétleni- rozklad je tfeba provadét v temné mistnosti, aby se zabranilo rastu fas v pudé, které by

spotfebovavaly ziviny a kyslik ptidnim bakteriim.

Zabezpeceni piivodu kysliku- [8] které lze provést i umele provzduSnovanim nebo vnesenim

kysliku pomoci slabych roztoka peroxida nebo aplikaci prokyslicené vody.

Pfisun minerdlnich zivin- pfedev§im dusiku a fosforu, pficemz vétSina cizorodych latek je
charakterizovana nepomérem mezi dusikem a fosforem vici uhliku. Z téchto divodi je piidavek
dusiku a fosforu vétSinou nezbytny a jiz sam o sobé¢ staci k vyraznému urychleni biorozkladu.
Nejcastéji je aplikovany pomér mezi uhlikem, dusikem a fosforem v poméru [C:N:P-100:10:1].

[8]

Aplikaci organickych Zivin- pro podporu ristu mikroorganismii mensi mnozstvi rozpustnych,
snadno vyuzitelnych zivin vede k namnozeni mikrobialnich bun€k a tim posléze k vyssi rychlosti
biodegradace. Je vSak nutné pecliveé volit typ zivin i mnozstvi, aby nedoslo ke katabolické represi
a k dlouhodobé&j$imu vyuzivani organickych zivin cizi latkou. [8] Nékteré vyzkumy naznacuji, ze
pozitivni vliv mize mit i aplikace nerozpustnych organickych, zejména celulosnich latek do

kontaminovanych pud.

Struktura makromolekuldrnich latek- obecné snadnéji degraduji latky s linedrni molekulovou
strukturou a niz8i molekulovou hmotnosti. Jak prokazala studie [7], nebyla u polymeri PCL,PHB

a PHB-V, urCena zavislost mezi stupniem krystalinity a délkou biodegradace.

Tvar vzorku- studie [9] provadéna s polymery PP,PLLA,PBS,PCL a PBSA v prostfedi kompostu
vyrabéného zkrmiva pro psy, konstatovala, Ze tvar vzorku (byly pouzity vzorky tvaru
trojuhelniku, ¢tverce a hvézdy) mé vliv pouze v zacatku biodegradace, zatimco v pozdéjsSich

fazich se jiz vlibec neprojevuje.
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1.2 Biorozlozitelné plasty
Ptirodni: [1]
-bilkoviny (aminokyseliny,kolagen, hykol)
-polysacharidy (Skrob, celul6za,xylan,glykogen)
-ptirodni polyisopreny (pfirodni kaucuk)
-ostatni (lignin,terpeny,vosky)
Syntetické:
-polymery vzniklé polykondenzaci (polyestery)
Spatné biologicky rozlozitelné plasty:
-chlorované a fluorované uhlovodiky (PVC, PTFE)
-styrenové polymery (PS,SBR)
-akrylatové polymery (PAN)

Biodegradabilni polymery lze obecné definovat jako polymery které snaze podléhaji
mikrobidlnimu napadeni. Jejich biologickd rozlozitelnost zavisi na fyzikalnich a chemickych
podminkéch vlastniho procesu degradace, ale 1 na makromolekularnich strukturnich

charakteristikach. [2]

-molekulova hmotnost - nizsi je vhodné&;jsi

-morfologie polymeru - amorfni polymery degraduji snaze

-krystalinita — niz§i je vhodnéjsi

-stereoregularita — vyssi biologicky rozklad byl zaznamenan u stereoregularnich polymert
nez u ataktickych.

-vétveni polymert — nerozvétvené jsou Iépe rozlozitelné
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-stupen hydrolyzy — niz$i je vhodnéjsi

1.2.1 Charakteristika pouzitych materiala

Testy vramci této diplomové prace, jsou provadény v laboratornich podminkach za predem
stanovenych a konstantnich podminek [3], s definovanym substratem (pouziva se jilova pida,
zahradni a hrobovy substrat v poméru 1:2:1, piepocteno na suSinu) o predem stanovené susing,
kterd se musi pohybovat okolo 50 %. Pomér C:N:P je 100:10:1. [8] Testy jsou provadény
v plynotésné uzavienych sklenénych reaktorech (lahvich) a jsou skladovany v temné komote za

teploty 25 °C. Jako testovaci latku k ovéieni funkénosti aparatury byl pouzit Hykol.
Jako polymerni nasady jsou pouzity tyto:

PHB (poly-hydroxy-butyrat) [10] — je semikrystalicky, termoplasticky polymer, opticky aktivni a

jeho monomer kyselina hydroxy-maselnd je piirozenou soucasti lidské krve. Je vyrabén
synteticky 1 mikrobidlné. Ma pomérné velkou krystalinitu a jeho mechanické vlastnosti nejsou
prilis dobré. Je dobfe teplotné odolny . Pro jeho Spatné mechanické mechanické vlastnosti je
vyuzivan jeho kopolymer PHB-V. Hlavni vyuziti je na lékafsko-medicinském poli. Jak
prokazala studie[12] je velmi dobfe biologicky rozlozitelny. Pii inkubaci PHB mikrobidlnimi
konsorcii izolovanymi z plasty kontaminovaného prostfedi, doslo ke kompletni degradaci béhem
20 dnt. Dalsi studie[13] prokazala také velmi dobrou biodegradabilitu jeho kopolymeru PHB-V
v ptudnim prostfedi. V tomto konkrétnim piipadé byl pouzit synteticky polymer od némecké

firmy Biomer s My, = 327 000 g/mol.

Me 0
| I
0—CH—CHo—C n

PCL (poly-kaprolakton) [11] — je termoplasticky polymer vyrabény z ropy. Ma dobrou odolnost

vici polarnim rozpoustédlim. Ma nizkou viskozitu a je dobie zpracovatelny, také jeho
krystalinita je nizka. Je pouzivan v termoplastickych polyuretanech, jako adhesivum, synteticka
ktze, na vyrobu kompostovatelnych folii atd. Jak prokdzaly studie [5,6,7,9,12] je velmi dobie

biologicky rozloZitelny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Studie [14] provadéna v prostiedi Cerstvého kompostu michaného s psim krmivem a ve zralém
kompostu. Po 11 dnech byl zjistén rozklad 84% PCL v kompostu s psim krmivem a 59% ve
zralém kompostu. Zde byl pouzit polymer britského vyrobce Solvay s molekulovou hmotnosti

My, = 85 000 g/mol.

I
0—C—(CH2)5 n

PVA(polyvinylalkohol) — je to praskovitd hmota krystalického charakteru. Patii mezi ve vodé

rozpustné a biologicky dobfe rozlozitelné polymery (pfi vhodné zvoleném inokolu). Ma
termoplasticky charakter. Primyslové se  pfipravuje hydrolyzou alkoholického roztoku
polyvinylacetdtu v kyselém nebo zasaditém prostfedi. Pfimd syntéza neni moZznd, protoze
monomer (vinylalkohol) pfechéazi ve stabilnéjsi formu (acetaldehyd). Na jeho rozpustnost ma vliv
obsah acetatovych skupin, kde bézny obsah skupin je asi 15 % a rozpousti se v teplé i studené
vod¢. Prvnim zjisténym druhem schopnym asimilovat PVA byl rod Pseudomonas izolovany
zpudnich vzorkd. DalSimi bakteridlnimi druhy s podobnymi vlastnostmi izolované

z kontaminovaného prostiedi jsou rody Alcaligenes a Bacillus. [17]

1.3 Testovani biodegradace latek v pidnim a vodnim prostiedi

Testy v pudnim prosttedi - norma ISO 17556 [18] specifikuje metodu pro urcovani konecné

aerobni biodegradability plastickych materiali v pidnim prostfedi, kterd je provadéna

v uzavieném respirometru a je méien ubytek kysliku nebo mnozstvi vyvinutého oxidu uhli¢itého.
Tato metoda je pouzitelna pro nasledujici materialy:

1. Pfirozené nebo syntetické polymery, kopolymery nebo smési.

2. Plasty, které obsahuji ptisady takové jako plasticidy nebo barviva.

3. Ve vodé¢ rozpustné polymery.

4. Materialy, které¢ pod zkuSebnimi podminkami nezabrani aktivité mikrorganisma pfitomnych
v pude. Inhibice mize byt zméfena pouzivani inhibitorni kontroly nebo dal$i vhodnou

metodou (napi. ISO 8192).
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Testy ve vodnim prostiedi s pidnim vyluhem jako inokulem — tyto testy jsou kompromisem a

fe$i problémy pudnich testd, kterymi jsou predevsim dlouha doba rozkladu a jeho mensi
efektivita. Tyto testy jsou pfechodem mezi testy ve vodnim a ptidnim prostiedi. Tyto testy sice
piesné¢ nekopiruji podminky puadnich testi ale davaji nam dostatetné informace o
biodegrada¢nim procesu, rychlosti biodegradace, atd. Ve zkratce se da fict, Ze tyto testy nedavaji
presny pohled na biodegradaci v pade¢, ale jsou z mnoha ohledti vyhodnéjsi. [19] Prace [16] ve
které bylo provedeno né¢kolik sérii testi ve vodnim prosttedi na zakladé normy ISO 14851 s
polymery PCL a celul6zou jako kontrolou. Jako inokulum byl pouzit aktivovany kal a voda ze
dvou znecisténych milanskych nadrzi a odpadni nadrze farmaceutické firmy. Celuloza
degradovala z vétsi €asti nez PCL ve vodé z méstskych nadrzi. V primyslové odpadni nadrzi
byla degradace 100% u PCL a 89% u celul6zy. Prace se dale zabyva moznosti vyuZiti 1 jinych
referencnich materiali krom celulozy. O téchto testech se zmifiuje 1 prace [20], kterd upozoriuje
na to, ze chovani polymert v prostiedi kompostu dava sice pfimou informaci o jejich
biodegradabilité, ale je limitovana pro ve vod¢ nerozpustné polymery a polymery s vysokou
teplotou tani, kvili vysokému obsahu vlhkosti a teplot¢ dosdhnuté v kompostu. Pro testovani
biodegradability PCL zde byla vybrana respirometrickd metoda méfeni kysliku spotfebovaného
mikroorganismy v pfitomnosti definovaného substratu, za teploty 35 °C, vtemné komote.
V tomto testu byl pouzit piidni vyluh pfipraveny ze 100 g pudni frakce (29 % vlhkosti, pét tydnt
stary, 58 °C) a 100ml destilované vody. Po promichani byl filtrovan a pouzit jako inokulum.
Bylo prokazano, ze mira biodegradace PCL takto pfipravenym inokulem je vyrazné vyssi nez

biodegradace PCL v samotné pude¢.

14 Standartni postupy sledovani biorozloZitelnosti plastii v piidnim
prostredi
Norma ISO 17556 [31] je standartni testovaci metoda pro urceni ultimativni aerobni

biodegradability plastickych materiali v pidnim prostfedi, kterd k urCovani bidegradability

pouziva dvou metod:
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a) méfeni kyslikového ubytku v uzavieném respirometru
b) meétfeni mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého

Tato norma je pouzitelna pro métreni prakticky vSech polymernich materiald, s vyjimkou téch

které obsahuji ptisady zabratnujici mikrobidlni aktivite.

Norma ISO 14855 [32] je metoda navrhujici simulované aerobni podminky pro organicky
komunalni odpad. Urcuje stanoveni aerobni biodegradability plasti za kontrolovanych
kompostovacich podminek, meéfenim uvolnéného oxidu uhli¢itého. Rozklddana latka je
v uzavieném reaktoru vystavena vlivu inokula, kysliku, vlhkosti a teploty, které se v prub¢hu
biodegradace méni a jsou v pravidelnych intervalech méfeny. Biodegradabilita je zde

stanovovana jako pomér uhliku v testované latce k uvolnénému oxidu uhli¢itému.

1.5 Praktické vyhodnoceni vysledkii procesu biodegradace
Metoda vahového ubytku_- tato metoda se da pouzit u vétSich vzorkli nebo fo6lii a je pouzita u
praci [6,12].

Elektronova mikroskopie - tato metoda je velmi piesna ale ma velké pofizovaci naklady a je

pouzita u prace [12].

Gelova permeacni chromatografie - velmi pfesnd metoda pouzitd u prace[12].

Plynova chromatografie - velmi pfesnd metoda pouzita v pracich [5,14] a popsana normou [4].
Titracni analyza plynnych produktl - ptistrojoveé nenarona a pomérné spolehliva metoda.

Metoda stanoveni drsnosti povrchu - metodu popisuje prace [15] a nabizi eventualitu
vyhodnoceni biodegradace jako pifimo imérnou drsnosti povrchu. Je pouzitelnd u f6lii a vzorka u

kterych nedojde k uplné destrukeci.

Stanoveni pevnosti v tahu - tuto metodu pouziva prace [15] a je opét pouzitelna u folii nebo

k tomuto ucelu uzpisobenych vzork.

Stanoveni TOC — pfesnd a nenarocnd metoda, podminéna pouze ptistrojovym vybavenim. [28]
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NAVAZNOST A CILE DIPLOMOVE PRACE

Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi UTB se ovéfovanim metodiky ptidnich a vodnich
testl zabyva jiz dlouhodob€. Tato diplomova prace byla zaméfena na sledovani biologické

rozlozitelnosti v piidnim prosttedi pomoci:
a) acidimetrického stanoveni produkce oxidu uhli¢itého
b) plynové chromatografického stanoveni produkovaného oxidu uhli¢itého

Postup byl aplikovan pifi sledovani ve vod¢é nerozpustnych polymerdi polyhydroxybutyratu
(PHB), poly-e-kaprolakton (PCL) a jejich smési. V nékterych testech byly jako modelové
substraty pouzity i hydrolyzat kolagenu (HYKOL) a polyvinylalhohol (PVA). Cilem bylo

srovnani vysledk jednotlivych testli v ptidnim a eventueln€¢ vodnim prostiedi.
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II. PRAKTICKA CAST
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2  EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie, roztoky, pidni substraty

Chemikalie

Pii laboratornich pokusech byly pouZity chemikalie od firmy Lachema a.s., Ceskd Republika,

pokud neni uvedeno jinak.
Chemikalie pro laboratorni analyzy:
hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, chlorid barnaty, chlorid draselny,

0,5 % roztok fenolftaleinu, methyloranz, hydrogenuhli¢itan draselny, siran amonny,
hydrogenfosforecnan sodny, chlorid sodny, nosny plyn He Cistoty 4.6, smésny synteticky plyn
obsahujici CH4 (4,05 0bj.%), CO; (0,798 0bj.%), N2 (95,152 0bj.%)

Roztok mineralniho média

K ptipravé minerdlniho média bylo pouzito zasobnich roztokl, pfipravenych rozpusténim

nasledujicich soli v 1 litru destilované vody dle normy CSN EN 29408 [23].
A. Fostatovy pufr pH = 7,05

Odmérnym véleCkem odméftit 17 ml koncentrované H3;PO4 do 250 ml odmérné banky, ptidat 100
ml destilované vody, promichat, poté¢ doplnit po rysku destilovanou vodou a opét ditkladné
promichat. Do cisté kadinky odebrat cca. 150 ml ptipravené kyseliny fosfore¢né, dat michadlo a
nechat michat. Ponofit elektrodu pH metru a ptidavat po malych davkach 3M-NaOH tak, az bude
pH tohoto roztoku 7,05. Mirné zahtaty roztok nechat cca. 90 minut stat, ptikryty alobalem a

nechat michat. Po této dob¢ znovu zméfit pH a doladit na pozadovanou hodnotu.
B. 10,0g (NH4),SO4 siran amonny

C. 27,5g CaCl, chlorid vapenaty

D. 0,25g FeCl; * 6 H,O chlorid Zelezity hexahydrat

E. 22,5g¢ MgSO4 * 7 HyO siran hofec¢naty heptahydrat

F. Roztok stopovych prvki
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0,75g H3BO; kyselina borita

0,05g (NH4)sM07024 * 4 H,O molybdenyn amonny tetrahydrat
0,18g CoSOy4 * 7 H,0 siran kobaltnaty heptahydrat

0,5g MnSO4 * 4 H,O siran manganaty tetrahydrat

0,05g CuSOy4 * 5 H,0 siran méd’naty pentahydrat

0,1g ZnSO4 * 7 H,0 siran zine¢naty heptahydrat

3g FeSO4 * 7 H,O siran Zeleznaty heptahydrat

Ptiprava mineralniho média

Do 800 ml destilované vody bylo nadavkovano po 1 ml roztoki C,D,E,F. Déle bylo ptidano 100

ml roztoku A a 5 ml roztoku B. Vznikly roztok byl doplnén do 1 1 destilovanou vodou.

2.2 Biologicky material

Inokulum — zdrojem mikroorganismti byl extrakt z pudy ( podrobny popis piipravy piidniho
vyluhu je uveden v kapitole 2.7), pfipraveny vyluhem zpidy a nebo piida samotnd. Pred
pouzitim v testu byl vyluh minimalné 24 hodin provzdusiovan v d¢€lic¢ce. Poté bylo zméfeno pH a

zji$tén obsah organického uhliku (TOC).

Ptiprava pudniho extraktu - 60 g pudy (vlhkost 50 %) bylo smichano se 300 ml vytfepavaciho

roztoku. Na 100 ml vytiepavaciho roztoku bylo pouzito 0,5 g chloridu sodného a 0,4 g
difosfore¢nanu sodného a 100 ml minerdlniho média. Ke smési bylo pfidano malé mnoZzstvi
sklenénych kuli¢ek a tiepano na tfepacce asi 120 minut. Poté byla suspenze ptefiltrovana ptes

filtra¢ni papir.

Typy pouzitych ptidnich substrat
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V této diplomové praci byly pouzity dva typy komeréné dodavanych substrati (hrobovy substrat

a zahradni substrat) a ptida odebrand v katastru obce Némcice u HoleSova (jedna se o ¢ernozem

ze zemeédélsky vyuzivaného pole).

Tabulka I charakteristika pidnich substrati a pidy

Vlastnosti Zahradni substrat* Hrobovy substrat* Puda
pH 5,0-7,0 5,0-6,5 6,5-6,8**
Spalitelné latky 50% 70%
Susina** 30,1 hm. % 50,6 hm. % 86,2 hm.%
N 150-400 mg/1 100-300 mg/1
P,0s 80-250 mg/l 100-300 mg/1
K0 250-600 mg/1 100-300 mg/1

*hodnoty udavané vyrobcem
** hodnoty experimentalné¢ namétrené
Pro ptipravu pudniho extraktu byla pfipravena smés téchto tii ptid v pomeéru:

hrobni substrat : zahradni substrat : pida=1:2:1

23 Charakteristika testovanych vzorki

Hydrolyzat kolagenu — obchodni oznafeni Hykol E, piiprava enzymatickou hydrolyzou
chromocinénych postruzin. Obsah uhliku 47,00 %. Praskova forma, molekulovad hmotnost 1000

g/mol. Vyrobce Tanex Jaroméi a. s. , CR

Polyhydroxybutyrat (PHB) — syntetickd vyroba. Obsah uhliku 54,17 %. Praskova forma,
molekulovd hmotnost 327 000 g/mol. Vyrobce Biomer a. g. , BRD

Polykaprolakton (PCL) — pfiprava krakovanim ropy. Obsah uhliku 56,70 %. Praskova forma,
molekulova hmotnost 85 000 g/mol. Vyrobce Solvay , UK
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Polyvinylalkohol (PVA) — obchodni oznac¢eni SLOVIOL P88-08, viskozita 4 % vodného roztoku
pii teploté 20 °C : 8 mPa*s, stupeit hydrolyzy 88 mol %, obsah acetatovych skupin 12 %.

Préskova forma. Vyrobce Novacké chemické zavody a. s. , SR
Slozeni testovanych vzorka

Vzorky 1-5 byly pfipraveny na katedie plastii a kaucuku STU v Bratislavé a maji nasledujici

slozeni.

Tabulka II sloZeni a ¢islovani jednotlivych vzorkt

¢islo vzorku vzorek obsah TC [%)] ptisady
1.% PHB 54,17
2.* PCL 56,70
3.* PHB/PCL** 52,43
4.% PHB/PCL** 51,91 1 % t-butylperbenzoat
5.* PHB/PCL** 50,71 1 % t-butylperbenzoat
0,25% trialylkyanurat
15% triacetin
6. Hykol 47,00
7. PVA

* vzorky byly kryogenicky mlety v proudu dusiku
** pomér PHB/PCL je 60/40
Vsechny vzorky byly pouzity v praskové forme

Postup kryogeniho mleti — folie nastfihané na ¢tverecky o velikosti 5x5 mm, zalito oznacenym
prebytkem tekutého dusiku a v této form¢ davkovany do ndsypky mlynu (princip mlynku na

maso), kde byly nasekany a pomoci filtru odsaty a separovany v praSkové forme.

2.4 Pristrojové vybaveni
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1. Analytické vahy R 180D, Sartorius GmbH, BRD

2. Analyzator celkového uhliku TOC-5000 A, Shimadzu Corporation, Australie
3. Elektromagnetickd michacka MR 1000, Heidolph, BRD

4. Plynotésna injekéni stiikacka 2,5;1.5;0.25 ml, Hamilton, USA

5. Sugarna, Chirana, CR

6. Vzduchovaci motorek MPI, Chemoprojekt Praha-Satalice, CR

-

. Plynovy chromatograf Chrom 5, Laboratorni pfistroje Praha, CR
8. pH metr OP 208, Radelskis, Mad’arsko
9. Tedlartv vak o objemu 0,6 1

10. Integrator HP 3396A, Hewllet&Packard, USA

2.5 Mérici aparatury

Aparatura urcéend pro titraéni analyzu, byla slozena ze dvou ¢asti: 1. Cistici ¢ast — byla tvotfena
promyvacimi baitkami, z nichz dvé byly prazdné a slouzily jako pojistné a dvé byly Cistici a
obsahovaly 250 ml SM-KOH k odstranovani vzdusného oxidu uhli¢itého. 2. absorp¢ni ¢ast ve
které¢ byl absorbovan a nasledné¢ detekovan uvolnény oxid uhlicity, byla tvofena sadou tii
absorbért. V prostiedni fadé zkumavek byl zachytavan vyprodukovany oxid uhli€ity z vlastnich
bioreaktort (lahvi) do 30 ml IM-NaOH. Biodegradace vzorkl probihala v 1ahvich o objemu 1000
ml, které byly pfipojeny pomoci silikonovych hadicek na Cistici a absorpéni ¢asti aparatury. To
umoziiovalo diskontinudlni provzduSnovani lahvi, pfi¢emz v rezimu klidu byla plynotésnost 1ahvi
zajistovana tlackami upevnénymi na silikonovych hadickach. Uzéavér téchto lahvi byl také
vybaven plynotésnym septem, diky kterému bylo mozno odebirat plynné vzorky k jejich dalsi
analyze. Vzduch do aparatury byl nasavan pomoci tlakovaciho motorku a priitok byl pomoci
tlacek nastavena na cca. 200 ml/min. u vSech ldhvi. Pro efektivnéj$i uvolnéni oxidu uhli¢itého

byly reaktory pii provzdu$novani obraceny dnem vzhiiru.
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Aparatury pro biodegradaci ve vodnim prostiedi s pidnim vyluhem jako inokulem, byly obdobné
pouze pii provzduSnovani nebyly obraceny dnem vzhiru. Lihve splidou byly behem
provzdusiovani protfepavany ve zhruba 15 min. intervalech. Pfi vodnich testech byla kapalna

faze promichavana béhem provzdusinovani michdna michadlem.
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Obr. 1 schéma lahvové aparatury pro pribeh hodnoceni biodegradace
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Qbr. 2 Schéma lahvowvé aparat hednoceni biodegradace
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2.6 Pracovni metodiky

2.6.1 Metody posouzeni biologického rozkladu

2.6.1.1 Posouzeni biodegradability z hlediska produkce oxidu uhli¢ité¢ho

Princip metody spocival ve zjisStovani produkce oxidu uhli¢itého mikrobidlni kulturou, ktera se
podili na rozkladu testované latky (slepé pokusy, které detekuji produkci oxidu uhli¢itého
samotnou mikrobialni kulturou) a oxidu uhli¢itého vznikajiciho jako produkt biodegradace

davkovanych polymert. Sledovany vzorek byl jedinym zdrojem organického uhliku a energie
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v kultivaénim prostedi. Zakladnim kritériem biodegradability byl pomér nalezeného mnozstvi
oxidu uhli¢itého vznikajiciho pfi mikrobidlnim rozkladu k teoretickému mnozstvi, které¢ by se

mohlo uvolnit uplnou oxidaci testovan¢ho substratu.

Vznikly oxid uhli¢ity byl detekovan dvémi metodami: V testech 1 , 2 , 3 a 4 (viz. dale) byly
nasazeny vzdy dvé série simultanich pokusi, které byly stanovovany bud’ chromatograficky
(testy 1 a 3) nebo titracné (testy 2 a 4) vtestu 6 byl nejprve odebran plynny vzorek na
chromatografickou analyzu a poté byl oxid uhli¢ity vyfoukavan a zachytavan do 1-M NaOH a
titracn¢ stanoven. Poté byla znovu provedena chromatograficka analyza za Ucelem zjiSténi

mnozstvi oxidu uhli¢itého, které nebylo vyfoukano (viz. dale).

Analyza oxidu uhli¢itého plynovou chromatografii

Stanoveni obsahu oxidu uhli¢itého bylo provadéno na sklenéné napliiové koloné dlouhé 3,6 m
vnitintho priméru 3 mm. Kolona byla naplnéna materidlem Porapak (QS 80-100 mesh).
K detekci byl pouzit tepeln€ vodivostni detektor (TCD), ktery byl nastaven dle manudlii vyrobce
[24]. K vyhodnoceni signali byl pouzit integrator HP 3396A. Jako nosny plyn bylo pouzito
Helium Ccistoty 4.6. Stanoveni oxidu uhli¢itého bylo provadéno metodou mnozstvi oxidu

uhli¢itého absorbovaného v roztoku louhu dle rovnice /1/ uvedené v kapitole 2.9.

Tabulka III souhrn podminek stanoveni CO; na pfistroji Chrom 5

kolona napliova — Porapak QS 80/100 mesh
nastiik 100 °C
teploty TCD 100 °C
teplota v termostatu 50 °C
nosny plyn He cistoty 4.6

prutoky: mérna i referentni cela TCD 30 ml/min.

nastaveni TCD zhavici proud 120 mA

vystupni citlivost 4

Postup prace - méfeni produkce oxidu uhli¢itého v testovanych vzorcich probihalo ve zhruba

tydennich intervalech (pokud byla produkce oxidu uhli¢itého vyssi, zejména u testli s hykolem,
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byly intervaly zkraceny na dva az tfi dny), kdy byl zbioreaktori odebran pies septum
plynotésnou stiikackou plynny vzorek jehoz mnozstvi zaviselo na ptedpokladané produkci oxidu
uhli¢itého a pohybovalo se mezi 0,05 — 1,0 ml. Vzorek byl analyzovan na plynovém
chromatografu za podminek uvedenych v tabulce III.. Vyhodnoceni bylo provedeno metodou
kalibra¢ni pfimky dle rovnice /1/ uvedené v kapitole 2.9. Citlivost metody byla 0,005 mmol

oxidu uhli¢itého.

Analyza oxidu uhli¢itého titracni metodou

V pribéhu biodegradace byly reaktory, zhruba v tydennich cyklech, profoukavany proudem
vzduchu zbaveného oxidu uhli¢itého. Absorbéry s absorbénimi roztoky (30 ml 1M-NaOH) byly
poté analyzovany. V Castecné vyCerpanych absorpénich roztocich NaOH bylo stanovovano
mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhlicitého titracni metodou a to tak, Zze zabsorbéru bylo
odebrano 5 ml roztoku NaOH, ke kterému bylo pfidano 5,5 ml 0,5M-BaCl, za Gcelem vysrazeni
uhli¢itanu barnatého. Nezreagovany NaOH byl titrovan 1M-HCI na indikator fenolftalein do
odbarveni. Piesna koncentrace HCI byla stanovena standardizaci 1M-KHCO; na indikator

methyloranz. Mnozstvi oxidu uhli¢itého bylo vypocteno dle rovnice /4/ uvedené v kapitole 2.9.

2.6.1.2 Posouzeni biodegradability z hlediska ubytku organického uhliku

Zahn-Wellensuv test [28]

Jedna se o statickou zkousku dle CSN EN 29888, 1999 (Zahn-Wellensiiv test). Tuto analyzu, lze
provadét pouze vzorka rozpustnych ve vodé (coz znamenad, ze tuto analyzu lze pouzit jen u testi

ve vodnim prostiedi s ptidnim vyluhem jako inokulem).

Test spociva ve sledovani ubytku organického uhliku z kultivaéniho prostiedi (vodné faze)
v uzavieném reaktoru, zpisobeném aerobnimi mikroorganismy. Organickd latka je jedinym
zdrojem uhliku a energie ve vodném prostiedi. Vzorky byly odebrany a filtrovany pies promyty
filtracni papir. Ve filtratu byla stanovena koncentrace organického uhliku, na analyzatoru uhliku

Shimadzu TOC 5000A [23].
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2.7 Laboratorni postupy a analyzy

271 Stanoveni suSiny pevnych vzorki

Pevny vzorek (ptda, padni substrat) byl vysuSen na petriho misce pii 105 °C do konstantni
hmotnosti a po zchladnuti v exikatoru byl zvazen na analytickych vahdch. Obsah suSiny byl
stanoven z rozdilu hmotnosti pied a po vysuSeni a hodnota suSiny byla vyjadfena v procentech

[26].

2.7.2 Stanoveni pH

Ve vodnych vzorcich — po nakalibrovani pH metru, s uzitim dvou tlumivych roztokii s hodnotou
pH nizsi a vyssi nez je pH méteného vzorku, byla za stalého michani stanovena hodnota pH

daného vzorku [27].

V ptdnich vzorcich — vychazi z normy CSN ISO 10390 [27]. 20 g pudy bylo v Erlenmayerové
bance suspendovano v 50 ml destilované vody a poté byla suspenze umisténa na tfepacku tiepana

po dobu 6 hodin. Nésledné bylo u suspenze zméieno pH.

2.7.3 Stanoveni TOC

Mnozstvi celkového organického uhliku, byl stanovovan na piistroji Shimadzu TOC 5000A [23]
a to vzdy na zacatku a konci testu provadéno ve vodném prostiedi. Tato koncovka byla pouzita

jako kontrola pro plynové chromatografické a titrani stanoveni.

2.8 Priprava pokusi

2.8.1 Biodegradace latek v pudnim prostitedi

V testech v pidnim prostiedi byla sledovana biodegradace latek stanovovanim produkce oxidu
uhli¢itétho v oddélenych a nebo soubéznych testech a to jak titratni tak plynove
chromatografickou metodou. Byla pouzita aparatura (viz obrazek 1) a byl testovan hykol jako

modelova latka pro ovéteni funkénosti aparatury. Pro tyto testy byly pouzity reaktory o objemu
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500 nebo 1000 ml. Padni prostfedi bylo tvofeno definovanym mnozstvi pudy o susin€ cca. 50 %.
Pomér substrati a pidy byl nasledujici: hrobovy substrat : zahradni substrat : pada, 1:2: 1.
Déle byly do vSech reaktort byly davkovany biogenni prvky a to tak aby byl zachovéan
doporuceny pomeér [8] C: N : P=100 : 10 : 1. Jako zdroj dusiku byl pouzit siran amonny a jako
zdroj fosforu byl pouzit dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho. Oba biogenni prvky byly
davkovany jako roztoky, rozpustény v malém mnozstvi destilované vody. Po dokonalém
promichani nutricnich komponent s pidnim prosttedim a vzorkem, byly smési umisténa do

biotermostatu, pii teploté 25 °C a v temnu.

2.8.2 Biodegradace latek ve vodném prostredi s ptidnim vyluhem jako inokulem

V tomto testu byla sledovana produkce oxidu uhli¢itého a ubytek substratu z reakéniho prostiedi.
Produkce oxidu uhligitého byla sledovana plynové chromatograficky a titra¢ng. Ubytek substratu
byl sledovan metodou TOC na zacatku a konci testu. Biodegradace probihala v lahvich o objemu
1000 ml a v kazdé z nich bylo 100 ml kultiva¢niho roztoku. Plynna faze méla objem 1040 ml.
V testu byly pouzity vzorky PHB, PCL, PVA a hykol jako referencni latka (tento polymer je
velmi dobfe rozlozitelny a slouzi k testovani mikrobiologické aktivity pudniho vyluhu).
Polymery byly testovany dvakrat vedle sebe a hykol jako referencni latka tfikrat vedle sebe, slepy
pokus byl provadén také trikrat vedle sebe. Rozpustné polymery byly davkovany piedem
rozpusténé v roztoku destilované vody a toak aby vyslednd koncentrace byla cca 300 mg/l.
K inokulaci bylo pouzito inokulum (pidni extrakt) pfipravené podle popisu vySe uvedené¢ho v
kapitole 2.2. Uelem testu bylo porovnani biodegradace realnych primyslové vyrobenych
polymert ve vodném prostiedi a ovéfeni pouzitelnosti chromatografické koncovky jako jediného
kritéria biorozkladu. Inokolum bylo davkovano v mmnozstvi odpovidajici mnozstvi KTJ 10’

bunék v 1 ml roztoku.
TEST1a2

V téchto testech byly pozity reaktory o objemu 1000 ml. Padni prostiedi bylo tvoieno 126,2 g
pudy o suSiné¢ 55,5 %. Pomér substrati a pidy byl nasledujici: hrobovy substrat : zahradni

substrat : puda, 35,0 g:72,0g:19,2 g.
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Tabulka IV nasazeni testu 1 a 2

Test 1 Test 2
pozice vzorek obsah TC substrat pozice vzorek obsah TC substrat

[%] ] [%] [e]
1 sl. pokus - - 6 sl. pokus - -
2 hykol 47,00 0,25 7 hykol 47,00 0,25
3 hykol 47,00 0,25 8 hykol 47,00 0,25
4 hykol 47,00 0,50 9 hykol 47,00 0,50
5 hykol 47,00 0,50 10 hykol 47,00 0,50

TEST3 a4

Test 3, jehoz analyza byla provadéna titratné€, byl nasazen v ldhvich o objemu 1000 ml. Padni
prostfedi bylo tvofeno 107,1 g piidy o suSin€ 56,5 %. Pomér substrati a pidy byl nasledujici:
hrobovy substrat : zahradni substrat : puada, 30,0 g: 61,0 g : 16,1 g. Test 4 jehoz analyza byla
provadéna plynové chromatograficky, byl nasazen v Idhvich o objemu 500 ml. Padni prostredi
bylo tvotfeno 53,6 g pidy o suSin€é 56,5 %. Pomér substrati a pidy byl nasledujici: hrobovy
substrat : zahradni substrat : puda, 15,0 g:30,5¢g:8,1 g.

Tabulka V nasazeni testd 3 a 4

Test 3 Test 4

pozice vzorek obsah TC substrat pozice vzorek obsah TC substrat

[%] [e] (%] [e]

1 sl. pokus - - 1 sl. pokus - -

2 sl. pokus - - 2 sl. pokus - -
3 PHB 54,17 0,0995 3 PHB 54,17 0,0600
4 PHB 54,17 0,1025 4 PHB 54,17 0,0612
5 PCL 56,70 0,0999 5 PCL 56,70 0,0611
6 PCL 56,70 0,1009 6 PCL 56,70 0,0601
7 PHB/PCL 52,43 0,1001 7 PHB/PCL 52,43 0,0621

vz.3 vz.3
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Test 3 Test 4
pozice vzorek obsah TC substrat pozice vzorek obsah TC substrat
[%] e] (%] [e]
8 PHB/PCL 52,43 0,1008 8 PHB/PCL 52,43 0,0612
vz.3 vz.3
9 PHB/PCL 51,91 0,0999 9 PHB/PCL 51,91 0,0605
vz. 4 vz. 4
10 PHB/PCL 51,91 0,1008 10 PHB/PCL 51,91 0,0613
vz. 4 vz. 4
11 PHB/PCL 50,71 0,1004 11 PHB/PCL 50,71 0,0616
vz.5 vz. 5
12 PHB/PCL 50,71 0,0999 12 PHB/PCL 50,71 0,0600
vz. 5 vz. 5
TEST 6

Test 6 byl nasazen v ldhvich o objemu 1000 ml. Padni prostfedi bylo tvofeno 119,7 g ptudy o
susin€é 50,1 %. Pomér substrati a pidy byl nésledujici: hrobovy substrat : zahradni substrat :

puda, 33,5 g:68,3 g: 17,9 g. K pade¢ byl pro udrzeni pH davkovan praskovy uhli¢itan vapenaty

a to v mnozstvi 20 g na kazdou lahev.

Tabulka VI nasazeni testu 6

pozice vzorek obsah TC substrat pozice vzorek obsah TC substrat
[%] (g] (%] [e]

1 sl. pokus - - 6 hykol 47,00 0,1869

2 sl. pokus --- - 7 PHB 54,17 0,1816

3 sl. pokus --- -- 8 PHB 54,17 0,1811

4 hykol 47,00 0,1817 9 PCL 56,70 0,1808

5 hykol 47,00 0,1817 10 PCL 56,70 0,1825
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TEST 5

Vzorky byly v tomto testu davkovany ve formé prasku (ve vod€ nerozpustné) anebo ve formé
zasobniho roztoku (ve vod¢ rozpustné). Vodné prostiedi tvotilo 100 ml kultiva¢niho roztoku.

Plynné atmosféra méla objem 1040 ml.

Tabulka VI nasazeni testu 5

pozice vzorek substrat biomédium inokulum
[mg], [ml] [ml] [ml]
1 sl. pokus - 90 10
2 sl. pokus - 90 10
3 vzorek 1 31,3 90 10
4 vzorek 1 30,4 90 10
5 vzorek 2 30,2 90 10
6 vzorek 2 29,9 90 10
7 hykol * 15 75 10
8 hykol * 15 75 10
9 vzorek 7* 15 75 10
10 vzorek 7 * 15 75 10

* zasobni roztoky hykolu a PVA 2,0 g/l
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2.9  Zpracovani vysledku

1.Pfepocet mnozstvi oxidu uhli¢itého z kalibracni kiivky, na mnozstvi vyprodukovaného oxidu
uhli¢itého v mmol v plynné fazi:

440* X oo *107°
Ney = 2
0. V_*22.414

/1/

n coz — mnozstvi vyprodukovaného CO, [mmol]
X co2 — objem cistého CO; vypocitaného z kalibra¢ni piimky [pl]

Vi — objem davkované smési do kolony [ml]
2. Teoretické mnozstvi oxidu uhli¢itého stanovené z hodnot TOC na pocatku pokusu:

(Toc,,, -TOC,)

Th., =
€0 Mh,

*V, /2/

Th coz - teoretické mnozstvi CO; [mol]

TOCvz - obsah org. uhliku ve vzorku na pocatku pokusu [g/1]
TOCsp - obsah org. uhliku ve slepém pokusu na pocatku pokusu [g/1]
Mhc¢ - molarni hmotnost uhliku [g/mol]

Vs - objem vodné suspenze [1]
3. Vypocet teoretické produkce oxidu uhli¢itého pro nerozpustné vzorky:

Mg

—<_ 3/
Mh,

Theo, =

Thcos - teoretické mnozstvi CO;, [mol]

m, - hmotnost uhliku ve vzorku [g]
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Mh¢ - molarni hmotnost uhliku [g/mol]

4. Mnozstvi oxidu uhli¢itého absorbovaného roztoku louhu:

1 Cra ¥V
Neo, :E*VlNaOH *(CNaOH _%J /4/

2NaOH

n coz - latkové mnozstvi zachyceného oxidu uhli¢itého [mol]
Vinaon - objem hydroxidu sodného v absorbéru [ml]
cnaoH - koncentrace hydroxidu sodného v absorbéru [mol/1]

cuci - koncentrace odmérného roztoku kys. chlorovodikové [mol/1]
Vi - spotfeba odmérného roztoku kys. chlorovodikové [ml]

Vonaon - objem hydroxidu sodného odebiraného k titraci [ml]

5. Procento rozkladu z hlediska bilance oxidu uhli¢itého

D _ (ncozvz, - nCOZSP)*lOO /5/
oo Thco2

D coz - procento rozkladu z hlediska oxidu uhli¢itého [%]

n co2 vz - mnozstvi oxidu uhli¢itého ve vzorku [mg/1]
n coz sp - mMnozstvi oxidu uhli¢itého ve slepém pokusu [mg/1]

Thcos - teoretickd produkce oxidu uhli¢itého [mol]

6. Procentualni Uibytek rozpusténého organického uhliku (stanoven z naméfenych hodnot TOC

na zacatku a na konci pokusu)

TOCV22 — TOCSF,2
DTOC =

=[1- *100 /6/
TOC,, ~TOCq,
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Droc - procentuélni ubytek TOC [%]

TOC,,, - TOC vzorku na zacatku testu [mg/1]
TOC,,.» - TOC vzorku na konci testu [mg/1]

TOCp1 - TOC slepého pokusu na za¢atku testu [mg/1]
TOCp: - TOC slepého pokusu na konci testu [mg/1]

7. Acidobazicka rovnovaha oxidu uhli¢itého v plynné a kapalné fazi [31]

Neo, gy = (Vg +V, ¥ Krlg)*ccoz(m = (Vg +V (Klg *(1+107PK1” *10™ »)* Cooyiq) /77

nNcoxi+g) — rozdélovact koeficient oxidu uhli¢itého mezi plynou a kapalnou fazi pii pH 4
V, — objem plynné faze
V| — objem kapalné faze

Krlg — efektivni formalni rozdélovaci koeficient mezi plynnou a kapalnou fazi v redlném systému
pH7

Cco2(g) — koncentrace oxidu uhli¢itého v plynné fazi zjisténé z GC analyzy

pK | — disocia&ni konstanta kys. uhli¢ité do prvniho stupné s ohledem na iontovou silu realného
prostiedi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

3 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

Tato prace navazala na prace predchozi [21,22], s hlavnim zamérem: sledovani biologického
rozkladu polymernich materiali v pidnim prostfedi pomoci dvou alternativnich postupti analyzy
produkovaného oxidu uhli¢itého ,titracniho* a plynové chromatografického a konfrontace
vysledkii. Divodem bylo také mimo jiné snizeni pocetnosti testli a zvySeni ,.kapacity ; pocet
obcasné analyzovanych testovacich 1dhvi a tedy provadénych testli by nebyl tak omezujicim
faktorem jako u normovanych postupt. Testy byly provadény u polymernich materiald, jejichz
biorozlozitelnost je v zasad¢ znama; byly pouzity spiSe jako modelové vzorky. Vysledkova ¢ast
obsahuje pouze vybrané Casti tabulek a vybrané grafy, které jsou také upravovany. Kompletni

data jsou k dispozici v elektronické podobé v knihovn& ITZP.

TESTY 1 a2

Proteinovy hydrolyzat ,,Hykol* , byl pouzit jako dobte rozlozitelny substrat ve vodnim prostredi
[21,22], podobny pribéh lze ptedpokladat i pfi rozkladu v pidnim prostiedi. Soubézné byly
provedeny dvé série testl (kap. 2.8.1), jedna byla sledovana titracné (jimani oxidu uhlicitého
v roztoku hydroxidu sodného), druha analyzou plynové chromatografickou. Na pocatku a konci
testu bylo sledovano pH ptudniho substratu (v suspenzi po 6-hodinovém ttepani s destilovanou
vodou — kap. 2.7) a stanovena suSina piidnich substrati (tab. VI a VII). Hodnoty pH poklesly
v prab¢hu cca. 500 hodinovych testt 0 0,5-0,9 pH, tedy doslo k relativné vyznamnému okyseleni.
Nutnost udrzet konstatni hodnotu pH je zminovana prakticky ve vSech pracech zabyvajicich se
tématikou ptdnich testl [5,6,7] 1 v normé ISO [30]. Zietelnéjsi pokles byl pozorovan u série 2

(analyza plynovou chromatografii). SuSiny piidy se zasadnéji neménily (52-57 %, tab. VI a VII).
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Tabulka VII test 1 hodnoty veli¢in stanovovanych na zac¢atku a konci pokusu

pozice vzorek pH na za¢. testu pH na konci testu susina na zad. testu | su$ina na konci testu
[-] [-] [%] (%]
1 sl. pokus 6,57 6,03 55,5 54,2
2 hykol 6,51 5,84 55,5 55,2
3 hykol - - - --
4 hykol 6,67 6,07 55,5 52,3
5 hykol - --- --- ---

Tabulka VIII test 2 hodnoty veli¢in stanovovanych na zacatku a konci pokusu

pozice vzorek pH na za¢. testu pH na konci testu sudina na za€. testu | susina na konci testu
[-] [-] [%] [%]
1 sl. pokus 6,61 5,76 55,5 52,6
2 hykol 6,59 5,63 55,5 52,5
3 hykol - - - --
4 hykol 6,41 5,50 55,5 57,8
5 hykol - --- --- ---
Tabulka IX, test1 a2
titraéni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate prumeér
Channel t cOo2 CcO2 t co2 co2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
sl. pok. 0,00 0,000 --- 0,00 0,000 --- --- --- --- -
96,00 1,168 --- 120,00 1,629 --- --- --- --- -
168,00 2,884 --- 192,00 3,338 --- --- --- --- -
288,00 5,638 --- 264,00 4,155 --- --- --- --- -
454,00 7,037 . 336,00 4,648 --- --- . --- -
526,00 8,493 --- 480,00 5,393 --- --- --- --- -
hykol 0,25 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
96,00 1,168 0,000 120,00 2,939 1,310 0,0 13,4 0,0 15,6
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titraéni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate primér
Channel t CcO2 CcO2 t co2 co2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
168,00 3,980 1,096 192,00 4,142 0,804 11,0 8,2 4,5 12,4
288,00 7,022 1,384 264,00 5,114 0,959 13,9 9,8 12,0 18,3
454,00 8,536 1,499 336,00 5,662 1,015 15,0 10,4 22,3 13,3
526,00 10,281 1,787 480,00 5,871 0,477 17,9 4,9 23,1 9,6
hykol 0,25 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- .
96,00 1,168 0,000 120,00 3,367 1,737 17,8 0,0 --- -
168,00 2,682 -0,202 192,00 4,953 1,615 16,5 -2,0 --- -
288,00 6,647 1,009 264,00 6,765 2,609 26,7 10,1 --- .
454,00 9,978 2,941 336,00 6,229 1,581 16,2 29,5 --- ---
526,00 11,319 2,825 480,00 6,796 1,403 14,4 28,3 --- -
hykol 0,50 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
96,00 2,898 1,730 120,00 4,639 3,009 8,9 15,4 23,9 17,7
168,00 8,391 5,507 192,00 7,582 4,244 28,2 21,7 41,7 20,8
288,00 12,298 6,660 264,00 8,261 4,106 34,1 21,0 41,5 20,7
454,00 15,052 8,015 336,00 8,505 3,857 41,0 19,7 39,0 19,8
526,00 17,373 8,880 480,00 9,670 4,277 45,4 21,9 45,0 16,5
hykol 0,50 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- -
96,00 5,060 3,892 120,00 5,524 3,895 39,0 19,9 --- -
168,00 8,189 5,507 192,00 7,218 3,879 55,2 19,9 --- .
288,00 11,519 4,872 264,00 8,144 3,989 48,9 20,4 --- ---
454,00 13,668 3,690 336,00 8,525 3,877 37,0 19,8 --- -
526,00 15,759 4,440 480,00 7,561 2,168 44,5 11,1 --- -
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Titracni analyza
z 0
§ o - —e— slepy pokus
- Qo
=L g —=m— hykol 0,25g
=}
§ 3 & —a— hykol 0,25¢g
X o
e . ‘ ‘ ! hykol 0,50g
0 200 400 600 hykol 0,50g
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Obr. 2 test 1
Titracni analyza
X 55
N
8 35 —&— hykol 0,259
2 15 hykol 0,50g
O
£
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= 9 200 400 600
¢as [hod]
Obr. 3 test 1

Chromatograficka analyza
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—m— hykol 0,259
° % | —a— hykol 0,259
0 i# hykol 0,509
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Obr. 4 test 2
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Chromatograficka analyza

hykol 0,509
—e— hykol 0,259

200 400 600
¢as [hod]

pramér D CO2[%]
PR NN
oo on

Obr. 5 test 2

M7 ™

Druhou pfi¢inou zdanlivé nizsi produkce oxidu uhli¢itého a niz§iho stupné rozkladu u testu 2, by
mohlo byt uplatnéni nitrifikacnich procest tedy rozvoj nitrifikacnich bakterii, vyuZzivajicich oxid
uhlicity. Doba pokusu (20 dni), by to umoznovala. Potfebné amonné ionty jsou puvodné
pritomny a také dodany s dusikatym substratem, relativné velka zména pH b&hem testu této
predstaveé rovnéz neodporuje. Zasadni rozdil v podminkéach obou soubéznych sérii 1 a 2, spocival
totiz vtom, ze vsérii 1 byla ,,pidni* atmosféra viceméné¢ obmeénéna pii stripovani oxidu
uhli¢itého, zatimco pfi sérii 2 se produkovany oxid uhli¢ity ,,akumuloval® a ani po odbéru vstiiki

pro plynovou chromatografii nebyla atmosféra obménovana.

TESTY 3 a4

Navazaly na testy ptredchozi, provedeny zcela analogicky dvé soubézné série s ,titracni® a
plynové chromatografickou koncovkou stanoveni oxidu uhli¢itého ale sredlnymi vzorky
polyhybroxybutyrat (PHB), poly-e-kaprolakton (PCL), jejich smé&s bez ptisad (PHB + PCL) a
jejich smési s prisadami (vzorky 4,5 tab. II). Opét byly méfeny hodnoty pH a suSiny na zacatku a
na konci testd (tab. IX a X). Vyrazné vSak byla prodlouZzena doba testli — na 77 dni (v testech 1 a
2 cca. 21 dni). Zmény pH v pribéhu testli byly ptekvapiveé malé, asi 0,1-0,3 pH, bez zavislosti na
analytické koncovce a tedy obménovani (pii acidimetrii) ¢i neobménovani (stripovani provedeno
jednou zhruba v poloviné testu pii (GC) plynné faze. Naopak suSina pidnich vzorki vzrostla az o

10 %, coz je ponc¢kud nevysvétlitelné, zejména u testu 4, kde nebylo provadéno pravidelné
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stripovani (pouze jednou v prubéhu testu). A¢ nerado je nutno pfipustit experimentalni chybu.
VysuSovani pfi stripovani je mozno vysvétlovat podstatné delsi dobou testu. Podstatné rozdilné
byly vysledky obou alternativ sledovani uvolnéného oxidu uhli¢itého v pribéhu biologického

rozkladu.

Tabulka X. test 3, hodnoty veli¢in stanovovanych na zacatku a konci pokusu

pozice vzorek pH na zac. testu pH na konci testu susina na zac. testu | su$ina na konci testu

[-] [-] (%] (%]
1 sl. pokus 6,47 6,25 56,5 62,5
2 sl. pokus - 6,45 56,5 68,6
3 PHB 6,51 6,32 56,5 62,3
4 PHB 6,41 56,5 67,7
5 PCL 6,53 6,42 56,5 68,4
6 PCL --- 6,44 56,5 68,0
7 PHB+PCL 3 6,52 6,60 56,5 67,0
8 PHB+PCL3 - 6,28 56,5 65,8
9 PHB+PCL4 6,57 6,32 56,5 69,6
10 PHB+PCL4 - 6,43 56,5 62,3
11 PHB+PCLS5 6,51 6,20 56,5 62,4
12 PHB+PCL5 - 6,34 56,5 63,1

Tabulka XI test 4, hodnoty veli¢in stanovovanych na zac¢atku a konci pokusu

pozice vzorek pH na za¢. testu pH na konci testu susina na zac. testu | suSina na konci testu

[-] [] [%] (%]
1 sl. pokus 6,47 6,89 56,5 58,6
2 sl. pokus - 6,74 56,5 65,2
3 PHB 6,51 6,47 56,5 67,9
4 PHB --- 6,58 56,5 60,3
5 PCL 6,53 6,52 56,5 63,5
6 PCL --- 6,67 56,5 57,9
7 PHB+PCL 3 6,52 6,67 56,5 65,0
8 PHB+PCL3 - 6,64 56,5 68,5
9 PHB+PCL4 6,57 6,61 56,5 63,2
10 PHB+PCL4 - 6,52 56,5 60,8
11 PHB+PCL5 6,51 6,67 56,5 61,5
12 PHB+PCL5 - 6,80 56,5 61,2
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Tabulka XII Test 3 a 4
titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t CcOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
sl. pok. 0,00 0,000 - 0,00 0,000 - - - - -
6,00 1,718 - 6,00 0,726 --- --- - --- -
13,00 2,282 - 12,00 0,374 - - - - -
21,00 4,108 --- 20,00 0,396 - - - - -
28,00 5,011 - 26,00 0,442 - - - - -
35,00 6,160 - 32,00 0,430 - - - - -
42,00 7,222 - 39,00 0,538 --- --- - --- -
49,00 8,428 - 45,00 0,753 - - - - -
56,00 9,662 - 52,00 1,116 - - - - -
63,00 11,020 - 58,00 0,758 --- --- - --- -
70,00 12,327 - 65,00 0,721 - - - - -
77,00 13,533 --- 72,00 0,608 - - - - -
PHB 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
6,00 1,386 -0,332 6,00 1,386 -0,332 -7,4 25,7 -8,9 25,9
13,00 1,922 -0,360 12,00 1,922 -0,360 -8,0 56,3 -9,6 53,3
21,00 3,827 -0,281 20,00 3,827 -0,281 -6,3 86,9 -12,1 83,0
28,00 7,188 2,177 26,00 7,188 2,177 48,5 73,1 41,7 57,0
35,00 9,900 3,741 32,00 9,900 3,741 83,3 63,0 74,9 48,4
42,00 13,334 6,112 39,00 13,334 6,112 136,1 52,5 129,9 40,5
49,00 15,685 7,258 45,00 15,685 7,258 161,6 66,9 153,3 57,5
56,00 18,167 8,505 52,00 18,167 8,505 189,4 46,2 182,0 42,0
63,00 20,159 9,139 58,00 20,159 9,139 203,5 67,7 201,7 63,9
70,00 20,980 9,961 65,00 20,980 9,961 2218 68,2 210,9 64,1
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titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t cOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
77,00 22,785 10,458 72,00 22,785 10,458 232,8 57,4 229,7 28,7
PHB 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- -
6,00 1,240 -0,477 6,00 1,447 0,721 -10,3 26,1 - -
13,00 1,762 -0,521 12,00 1,763 1,389 -11,3 50,3 - -
21,00 3,277 -0,831 20,00 2,582 2,186 -18,0 79,1 --- -
28,00 6,624 1,613 26,00 1,571 1,129 34,9 40,9 - -
35,00 9,236 3,076 32,00 1,364 0,934 66,5 33,8 - -
42,00 12,943 5,721 39,00 1,328 0,790 123,6 28,6 --- -
49,00 15,136 6,708 45,00 2,082 1,329 145,0 48,1 - -
56,00 17,747 8,085 52,00 2,159 1,043 174,7 37,8 - -
63,00 17,531 7,869 58,00 2,418 1,660 170,1 60,1 - -
70,00 20,272 9,253 65,00 2,377 1,656 200,0 59,9 - -
77,00 22,812 10,485 72,00 1,457 0,849 226,6 30,7 --- -
PCL 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
6,00 1,386 -0,332 6,00 1,729 1,002 -7,0 34,7 -4,0 46,7
13,00 1,951 -0,332 12,00 2,422 2,048 -7,0 70,9 -4,1 85,2
21,00 4,577 0,468 20,00 3,119 2,724 9,9 94,3 12,3 106,5
28,00 7,563 2,551 26,00 2,356 1,915 54,1 66,3 56,9 80,4
35,00 9,627 3,467 32,00 2,427 1,997 73,4 69,2 77,7 86,2
42,00 12,324 5,103 39,00 2,326 1,787 108,1 61,9 117,4 70,1
49,00 14,547 6,119 45,00 3,107 2,353 129,6 81,5 132,1 91,7
56,00 14,965 6,537 52,00 3,520 2,404 138,5 83,3 136,6 89,1
63,00 17,446 7,784 58,00 3,836 3,077 164,9 106,6 164,5 110,0
70,00 20,188 9,168 65,00 3,399 2,678 194,2 92,8 187,4 100,9
77,00 22,540 10,213 72,00 4,057 3,449 216,4 119,5 204,1 121,3
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titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t cOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
PCL 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 - -
6,00 1,674 -0,043 6,00 2,394 1,668 -0,9 58,7 --- -
13,00 2,225 -0,058 12,00 3,195 2,821 -1,2 99,4 - -
21,00 4,807 0,699 20,00 3,762 3,367 14,7 118,6 - -
28,00 7,866 2,854 26,00 3,123 2,681 59,8 94,4 --- -
35,00 10,073 3,914 32,00 3,364 2,934 82,0 103,3 - -
42,00 13,261 6,040 39,00 2,763 2,224 126,6 78,3 - -
49,00 12,440 5,218 45,00 3,647 2,893 109,4 101,9 --- -
56,00 14,849 6,422 52,00 3,813 2,696 134,6 95,0 - -
63,00 17,490 7,827 58,00 3,981 3,223 164,1 1135 - -
70,00 19,630 8,610 65,00 3,818 3,098 180,5 109,1 - -
77,00 21,479 9,152 72,00 4,103 3,495 191,9 123,1 - -
PCL+PHB 3 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
6,00 1,545 -0,173 6,00 0,559 -0,167 -4,0 -6,2 -4,0 -10,7
13,00 1,907 -0,375 12,00 0,326 -0,048 -8,6 -1,8 -8,6 -3,8
21,00 4,216 0,108 20,00 0,280 -0,116 2,5 -4,3 2,5 -6,0
28,00 6,684 1,672 26,00 0,237 -0,205 38,3 -7,5 38,3 -8,7
35,00 8,675 2,515 32,00 0,219 -0,211 57,6 -7,8 57,6 -8,9
42,00 9,223 3,063 39,00 0,234 -0,305 70,1 -11,2 70,1 -13,0
49,00 11,560 4,339 45,00 0,354 -0,400 99,3 -14,7 99,3 -15,9
56,00 13,754 5,326 52,00 0,377 -0,739 121,9 -27,3 121,9 -28,5
63,00 16,077 6,415 58,00 0,402 -0,357 146,8 -13,2 146,8 -14,4
70,00 18,436 7,416 65,00 0,389 -0,331 169,7 -12,2 169,7 -13,3
77,00 20,649 8,323 72,00 0,411 -0,197 190,5 -7,3 190,5 -3,6
PCL+PHB 3| 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 - -
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titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t cOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
6,00 1,487 -0,231 6,00 0,320 -0,406 -5,2 -15,2 - -
13,00 1,792 -0,490 12,00 0,217 -0,157 -11,1 -5,9 --- -
21,00 4,173 0,065 20,00 0,189 -0,206 1,5 -1,7 - -
28,00 6,424 1,413 26,00 0,177 -0,265 32,1 -9,9 - -
35,00 6,294 1,283 32,00 0,164 -0,266 29,2 -10,0 --- -
42,00 8,070 1,910 39,00 0,147 -0,391 43,4 -14,7 - -
49,00 9,845 2,624 45,00 0,296 -0,458 59,6 -17,1 - -
56,00 12,211 3,784 52,00 0,324 -0,792 86,0 -29,7 --- -
63,00 14,491 4,829 58,00 0,342 -0,416 109,8 -15,6 - -
70,00 16,894 5,874 65,00 0,336 -0,385 133,5 -14,4 - -
77,00 19,049 6,722 72,00 0,375 -0,233 152,8 -8,7 - -
PCL+PHB 4| 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
6,00 1,242 -0,476 6,00 0,525 -0,201 -11,0 -1,7 -11,0 -2,2
13,00 1,576 -0,706 12,00 0,344 -0,030 -16,4 -1,2 -16,8 2,8
21,00 4,634 0,526 20,00 0,304 -0,091 12,2 -3,5 17,4 -0,6
28,00 4,259 0,151 26,00 0,322 -0,119 35 -4,6 13,1 -1,9
35,00 6,640 1,629 32,00 0,297 -0,133 37,7 51 33,7 -3,5
42,00 9,482 3,323 39,00 0,279 -0,259 76,9 -9,9 54,1 -8,0
49,00 11,431 4,209 45,00 0,367 -0,386 97,4 -14,7 64,6 -13,8
56,00 13,840 5,413 52,00 0,430 -0,687 125,3 -26,2 79,4 -26,3
63,00 14,780 5,117 58,00 0,451 -0,308 118,5 -11,8 72,3 -12,0
70,00 17,080 6,061 65,00 0,446 -0,274 140,3 -10,5 71,3 -10,7
77,00 19,294 6,967 72,00 0,492 -0,116 161,3 -4,4 77,8 -2,2
PCL+PHB 4| 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 - -
6,00 1,242 -0,476 6,00 0,811 0,085 -10,9 3,2 - -




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45
titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t cOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
13,00 1,533 -0,750 12,00 0,551 0,177 -17,2 6,7 - -
21,00 3,666 1,384 20,00 0,457 0,061 31,7 2,3 --- -
28,00 5,096 0,987 26,00 0,460 0,018 22,6 0,7 - -
35,00 6,309 1,297 32,00 0,377 -0,053 29,8 -2,0 - -
42,00 7,522 1,362 39,00 0,377 -0,162 31,2 -6,1 --- -
49,00 8,605 1,384 45,00 0,414 -0,340 31,7 -12,9 - -
56,00 9,891 1,463 52,00 0,419 -0,697 33,6 -26,4 - -
63,00 10,801 1,139 58,00 0,436 -0,322 26,1 -12,2 --- -
70,00 11,119 0,099 65,00 0,432 -0,289 2,3 -10,9 - -
77,00 12,078 -0,248 72,00 0,461 -0,147 -5,7 -5,6 - -
PCL+PHB 5 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
6,00 1,674 -0,043 6,00 2,669 1,943 -1,0 74,7 -0,9 65,6
13,00 0,565 -1,153 12,00 3,349 2,975 -27,2 114,4 -13,9 85,8
21,00 2,700 0,418 20,00 3,676 3,281 9,9 126,2 37 76,5
28,00 5,312 1,204 26,00 3,757 3,315 28,4 127,5 17,4 79,3
35,00 7,851 2,840 32,00 2,728 2,298 67,0 88,4 54,8 54,5
42,00 11,212 5,052 39,00 2,249 1,710 119,2 65,8 90,6 40,8
49,00 13,362 6,141 45,00 2,467 1,714 144,8 65,9 120,4 44,0
56,00 15,959 7,532 52,00 2,649 1,532 177,6 58,9 143,6 40,0
63,00 58,00 2,726 1,967 75,7 - 59,3
70,00 65,00 2,692 1,972 75,8 - 60,6
77,00 - - 72,00 2,575 1,967 - 75,7 - 65,0
PCL+PHB 5| 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 - -
6,00 1,689 -0,029 6,00 2,162 1,436 -0,7 56,5 - -
13,00 2,181 -0,101 12,00 1,825 1,450 -2,4 57,1 - -
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titracni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate pramér
Channel t cOo2 CcO2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
21,00 4,375 0,267 20,00 1,078 0,682 6,3 26,8 - -
28,00 6,813 1,802 26,00 1,229 0,788 42,7 31,0 --- -
35,00 8,776 2,616 32,00 0,954 0,524 62,0 20,6 - -
42,00 11,272 4,051 39,00 0,938 0,400 96,0 15,7 - -
49,00 13,048 4,620 45,00 1,314 0,561 109,5 22,1 --- -
56,00 15,313 5,651 52,00 1,651 0,535 133,9 21,1 - -
63,00 58,00 1,850 1,092 43,0 - -
70,00 - - 65,00 1,875 1,155 - 45,5 - -
77,00 72,00 1,989 1,381 54,4 - -

Maximalni produkce oxidu uhli¢itého byla u testu 4 kolem 4 mmol, tedy cca. 90 cm’! Oxidu

uhli¢itého (1 mol oxidu uhli¢itého = 22,14 cm®) coZ predstavuje cca. 15 % objemu plynné faze!!

Slozeni plynné faze bylo tedy vyrazné odliSné ve srovnani se sérii 3, ve které¢ byla plynna

atmosféra opét pravideln¢ obménovana. Plivodni ptfedpoklad, Ze slozeni plynné faze se v pribéhu

biologického rozkladu neprojevi se ukazal jako nedomysleny. Pro moznost srovnani vysledki

testl a tedy jejich urCitou zastupitelnost bude nutné striktné dodrzet srovnatelné podminky mimo

jiné i slozeni plynné faze, tzn. i po GC analyze musi byt vzorky stripovany.

Nartst produkce oxidu uhli¢itého v sérii 3 svédcil o vysokém ,,pozadi, vysoké produkci oxidu

uhli¢itého samotnym pidnim substratem (podminky slepého pokusu a tedy testu tudiz nemohou

byt zcela identické¢, minimalné¢ se liS§i ptitomnosti uhlikatého vzorku v ptipadé testu) a

,kompenzaci* endogeni respirace odectenim slepého pokusu je zatizena velkou kladnou chybou.
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TEST 6

V tomto testu byly zohlednény poznatky z testti 1-4: tzn. provadény ob¢ varianty analyzy oxidu
uhli¢itého, po GC analyze bylo ale také provzduSnovano stejné jako pfi stripovani oxidu
uhli¢itého pfi titraénim stanoveni . Pocatecni podminky testl ilustruje tabulka XII, stejné i
pouzité modelové vzorky. Ciselné vysledky testu jsou uvedeny v tabulce XIII graficky na obr. 9-
12. Je ziejmé, Ze vysledky jsou pomérné dodfe srovnatelné bez ohledu na zplsob analyzy oxidu
uhlicitého: titraéné (obr. 10) ¢i chromatograficky (obr. 12). Vysoké hodnoty slepych pokusti opét
naznacuji, ze pro testy bude nutno pouzivat ,,méné aktivni* piidni substrat, tzn. v praxi ,,fedit
inertnim materidlem a 1 vtomto ptipad¢ vysledky uvadét vrelaci s pribéhem biorozkladu
referentnich modelovych vzorki (velmi Spatné¢ a velmi dobie rozlozitelného), jak ostatné

vyzaduji nékteré standardni postupy.

Tabulka XIII test 4, hodnoty veli¢in stanovovanych na zacatku a konci pokusu

pozice vzorek pH na zac. testu pH na konci testu * susina na zac. testu | su$ina na konci testu
*

[-] [-] (%] (%]

1 sl. pokus 7,31 - 50,1 ---

2 sl. pokus - - 50,1

3 sl. pokus - - 50,1

4 hykol 7,28 - 50,1 ---

5 hykol - -—- 50,1

6 hykol - --- 50,1

7 vzorek 1 7,35 - 50,1 -

8 vzorek 1 - - 50,1

9 vzorek 2 7,32 - 50,1 -

10 vzorek 2 - -—- 50,1

* test v dob¢ uzavérky této diplomové préace jesté nebyl ukoncen
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Tabulka XIV Test 6
titraéni analyza GC analyza TA GC

kumul. substrate daily substrate prumeér

Channel t Co2 Co2 t COo2 COo2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
sl. pok. 0,00 0,000 - 0,00 0,000 - - - --- -
240,00 7,051 - 168,00 8,412 - - - - -
404,00 13,958 - 240,00 8,676 - - - - -
572,00 16,434 - 312,00 11,005 - - — - —
740,00 20,076 - 404,00 14,181 - - — - —
--- - - 572,00 17,943 - - - --- -
- - - 740,00 21,266 - - - - -
sl. pok. 0,00 0,000 - 0,00 0,000 - --- - --- -
240,00 8,637 - 168,00 8,447 - - - --- -
404,00 13,800 - 240,00 8,752 - - — - —
572,00 16,830 - 312,00 11,193 - --- - --- -
740,00 20,822 - 404,00 14,082 - - - --- -
- - - 572,00 17,719 - - - - -
-— - - 740,00 21,033 - - - - -
sl. pok. 0,00 0,000 - 0,00 0,000 - - - - -
312,00 9,084 - 168,00 8,372 - - - - -
404,00 15,328 240,00 8,875
572,00 18,299 - 312,00 10,231 - - - - -
740,00 22,116 - 404,00 14,239 - - - - -
--- - - 572,00 18,028 - - - --- -
- - - 740,00 21,482 - - - - -
hykol 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- 0,0
240,00 9,833 1,766 168,00 8,413 0,003 24,8 0,0 - 35
404,00 15,948 1,305 240,00 7,994 -0,774 18,3 -10,9 - 4,4
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titraéni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate primér
Channel t CcO2 CcO2 t co2 co2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
572,00 19,779 2,592 312,00 10,598 -0,212 36,4 -3,0 --- -4,9
740,00 24,005 3,000 404,00 14,212 0,044 42,2 0,6 --- 11,0
--- --- --- 572,00 18,186 0,290 --- 4,1 --- 14,6
- - - 740,00 21,806 0,545 - 7,7 - 18,5
hykol 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- .
312,00 10,886 2,249 168,00 8,900 0,490 31,6 6,9 --- -
404,00 17,000 3,200 240,00 10,171 1,403 45,0 19,7 --- -
572,00 20,802 3,615 312,00 10,326 -0,484 50,8 -6,8 --- .
740,00 25,086 4,081 404,00 15,692 1,524 57,4 21,4 --- ---
--- --- --- 572,00 19,683 1,786 --- 251 --- -
--- --- --- 740,00 23,354 2,094 --- 29,4 --- -
hykol 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- ---
240,00 8,925 0,288 168,00 7,278 -1,132 3,9 -15,5 --- .
404,00 13,065 -0,735 240,00 8,505 -0,263 -10,0 -3,6 --- -
572,00 16,736 -0,452 312,00 7,962 -2,847 -6,2 -38,9 - -
740,00 20,990 -0,014 404,00 12,339 -1,829 -0,2 -25,0 --- .
--- --- --- 572,00 16,233 -1,663 --- -22,7 --- -
- - - 740,00 19,510 -1,751 --- -23,9 --- -
PHB 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- 0,0
240,00 9,487 1,420 168,00 8,512 0,102 17,3 12 --- -4,1
404,00 15,645 1,002 240,00 8,733 -0,035 12,2 -0,4 --- 1,3
572,00 19,870 2,683 312,00 11,515 0,706 32,7 8,6 --- 0,7
740,00 24,460 3,455 404,00 15,012 0,844 42,1 10,3 --- 9,8
--- . - 572,00 19,614 1,717 --- 20,9 --- 20,2
--- --- --- 740,00 23,901 2,640 --- 32,2 --- 29,0
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titraéni analyza GC analyza TA GC
kumul. substrate daily substrate primér
Channel t CcO2 CcO2 t co2 co2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%) (%)
TA GC
PHB 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- ---
312,00 10,050 1,413 168,00 7,634 -0,776 17,3 -9,5 --- .
404,00 15,313 1,514 240,00 9,013 0,245 18,5 3,0 --- -
572,00 19,641 2,453 312,00 10,223 -0,587 30,0 -7,2 - -
740,00 24,041 3,036 404,00 14,933 0,765 37,1 9,4 --- .
--- --- --- 572,00 19,482 1,586 --- 19,4 --- -
- - - 740,00 23,373 2,112 --- 25,8 --- -
PCL 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- 0,0
240,00 6,691 -1,377 168,00 7,338 -1,072 -31,6 -18,0 --- -15,2
404,00 12,632 -2,011 240,00 8,871 0,103 -46,1 -15,5 --- -7,1
572,00 15,064 -2,123 312,00 8,719 -2,090 -48,7 -9,0 --- -16,6
740,00 18,677 -2,328 404,00 11,874 -2,294 -53,4 -31,3 --- -29,0
--- . - 572,00 15,406 -2,490 --- -33,8 --- -31,4
--- --- --- 740,00 18,677 -2,583 --- -34,6 --- -32,3
PCL 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 --- ---
312,00 9,487 0,850 168,00 6,875 -1,535 9,9 -12,4 --- .
404,00 13,656 -0,144 240,00 7,445 -1,323 -1,7 1,2 --- -
572,00 16,175 -1,013 312,00 10,039 -0,771 -11,7 -24,3 --- ---
740,00 19,773 -1,231 404,00 11,493 -2,674 -14,3 -26,6 --- .
--- --- --- 572,00 15,008 -2,889 --- -28,9 --- ---
- - - 740,00 18,310 -2,951 --- -30,0 --- -
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Titracéni analyza
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TEST 5
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inokolum byl pouzit ptdni vyluh (kap. 2.2), analyza oxidu uhli¢it¢ho byla provadéna GC

analyzou (prubézn€) a na zacatku na konci byly stanoveny hodnoty TOC ,,vodorozpustnych

substrati* (hykol a PVA) — tab. XIV. MnozZstvi produkované¢ho oxidu uhli¢itého bylo vypocteno

z rovnice /7/, tedy pti zohlednéni fazové i acidobazické rovnovahy. Z vysledkl stanoveni TOC je

ziejmé, ze za danych podminek se hykol rozlozil prakticky tplné (Dcor = 100,5 %), zatimco

PVA se nerozkladal prakticky viibec (Dcox = 11,3 %). Tyto hodnoty byly v zdsad¢é v souladu
s hodnocenim rozkladu podle produkce oxidu uhli¢itého (tab. XV, obr. 13 a 14). PHB se

ocekavané rozkladal pomaleji nezli hykol (Dco, = 44,2 %).

Tabulka XV hodnoty TOC méfené na zacatku a konci pokusu

pozice vzorek TOC na zac. testu TOC na konci testu
[mg/1] [mg/1]
1 slepy pokus 31,40 42,31
2 slepy pokus 30,69 41,55
3 hykol 174,50 41,56
4 hykol 177,70 41,69
5 PVA 199,50 210,10
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pozice vzorek TOC na zac. testu TOC na konci testu
- --- [mg/1] [mg/1]
6 PVA 200,90 210,90
7 dest. voda 2,279 2,870
8 dest. voda 2,503 2,256
9 dest. voda 2,623 2,105

* TOC ptudniho vyluhu bylo 302,6 mg/1

Hodnoty naméfené na konci testu u slepého pokusu a PVA, jsou vyssi, to Ize brat jako chybu

meéfeni.

Tabulka XVI vysledky testu 5

GC analyza GC analyza GC GC GC
kumul. substrate kumul. substrate pramér
Channel t CcOo2 CcOo2 t CO2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%)
sl. pok. 0,00 0,000 - 0,00 0,000 - - - -
24,00 0,069 - 24,00 0,075 - - - -
48,00 0,072 - 48,00 0,079 - - - -
120,00 0,078 - 120,00 0,086 - - - -
192,00 0,082 - 192,00 0,091 --- --- - -
264,00 0,093 - 264,00 0,105 - - - -
336,00 0,086 - 336,00 0,094 - - - -
504,00 0,110 504,00 0,108
672,00 0,053 672,00 0,053
PHB 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0
48,00 0,093 0,021 48,00 0,113 0,042 15 3,0 2,3
192,00 0,423 0,340 192,00 0,444 0,362| 241 26,4 25,2
264,00 0,630 0,537 264,00 0,609 0,516 38,0 37,6 37,8
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GC analyza GC analyza GC GC GC
kumul. substrate kumul. substrate pramér
Channel t CcOo2 Cco2 t COo2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%)
336,00 0,642 0,556 336,00 0,588 0,502 39,3 36,6 37,9
504,00 0,755 0,645 504,00 0,696 0,587| 45,7 42,8 44,2
672,00 0,327 0,274 672,00 0,060 0,007 19,4 0,5 9,9
PCL 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0
48,00 0,091 0,019 48,00 0,087 0,016 1,3 11 12
192,00 0,139 0,057 192,00 0,100 0,017 4,0 1,2 2,6
264,00 0,145 0,052 264,00 0,111 0,018 3,7 1,3 2,5
336,00 0,153 0,066 336,00 0,127 0,040 4,6 2,9 37
504,00 0,106 -0,003 504,00 0,100 -0,010 -0,2 -0,7 -0,5
672,00 0,018 -0,035 672,00 0,167 0,114 -2,4 8,1 2,8
hykol 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0
24,00 0,884 0,809 24,00 0,906 0,831 67,5 69,4 68,4
48,00 0,959 0,879 48,00 0,977 0,898| 734 75,0 74,2
120,00 0,987 0,901 120,00 1,004 0,918 75,2 76,7 75,9
192,00 1,114 1,023 192,00 1,080 0,989 854 82,5 83,9
264,00 1,145 1,040 264,00 1,157 1,052 86,8 87,8 87,3
336,00 1,007 0,913 336,00 1,005 0,911| 76,2 76,0 76,1
504,00 1,180 1,072 504,00 1,257 1,149 89,5 95,9 92,7
672,00 1,268 1,215 672,00 1,245 1,192 1015 99,5 100,5
PVA 0,00 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0
48,00 0,083 0,004 48,00 0,081 0,002 0,3 0,1 0,2
120,00 0,101 0,015 120,00 0,091 0,005 1,1 0,3 0,7
192,00 0,105 0,014 192,00 0,096 0,004 1,0 0,3 0,6
264,00 0,141 0,036 264,00 0,135 0,030 2,5 2,1 2,3
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GC analyza GC analyza GC GC GC
kumul. substrate kumul. substrate pramér
Channel t CcOo2 Cco2 t COo2 CO2 D CO, D CO, D CO,
(hod.) (mmol.) (mmol.) (hod.) (mmol.) (mmol.) (%) (%) (%)
336,00 0,143 0,048 336,00 0,135 0,040 34 2,9 3,2
504,00 0,196 0,088 504,00 0,171 0,063 6,2 4,5 54
672,00 0,187 0,134 672,00 0,236 0,183 9,6 13,0 11,3

Chromatograficka analyza
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Obr. 13 test 5
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v testovacich lahvich.

Obr. 14 test 5

Mrwe
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4 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala hodnocenim biologické rozlozitelnosti modelovych vzorkt
polymert (polyhydroxybutyrat PHB, poly-e-kaprolakton PCL, jejich smési, déle ,,referentniho®
hykolu a polyvinylalkoholu PVA) v pldnim prostiedi pii b&ézné laboratorni teploté. Pro
»kontinuitu® s diivéjSimi procesy byla provedena i jedna série vodnich testi ve vodnim prostiedi
s pidnim vyluhem jako inokulem. ,,Padni® testy byly realizovany ve dvou alternativach, se
stejnymi pocateCnimi podminkami testii (ptdni substrat, vlhkost, pH, davkovani vzorka) ale

lisicich se analyzou produkovaného oxidu uhlic¢itého.

a) obcCasné stripovani (cca. 1-2x tydné, 2-3 hodiny) produkovaného oxidu uhlicitého
vzduchem (prostym oxidu uhli¢itého), jimani oxidu uhli¢it¢ho do roztoku hydroxidu a
acidimetrické stanoveni. Tzn. v zasad¢ standardni postup s jednim rozdilem spocivajicim

v provzdusiovani , nikoliv nepfetrzitém (standardni postup).

b) Plynové chromatografickd analyza oxidu uhli¢itého v plynné atmosféfe reaktoru.
Odebirano 0,1-1 ml plynu, obcasné jako ad a), analyzovaného na plynovém
chromatografu na Porapaku Q s teplotné vodivostnim detektorem, vzhodnocovaného
metodou piimé kalibrace. Na experimentélnich sériich 2 a 4 nebyl na rozdil od postupu
a), plynny obsah reaktori obménovan (stripovanim), v sérii 6 byl po GC analyze oxidu
uhli¢itého naopak dasledné provzdusiovan stejné jako postupu a). Z vysledkti Ize vyvodit
nasledujici zavéry:

- pokud jsou dodrzeny stejné podminky testii biorozlozitelnosti, vcetné slozeni
plynné atmosféry (tj. pravidelné provzdusinovani) poskytuji ob¢ alternativy
srovnatelné vysledky (série 6).

- neprovzdusiovani obsahu reaktoru po GC analyze vede k postupné kumulaci

oxidu uhli¢itého v reaktorech a ziejm¢ 1 kyslikovému deficitu. Podminky 1

vysledky testl se 1i$i (série 1-4).

- kumulace oxidu uhli¢itého v reaktorech v pfitomnosti dusikatého substratu,

vytvari ptiznivé podminky pro rozvoj nitrifika¢nich bakterii, vyuZzivajicich oxid
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uhli¢ity. Vysledky produkce oxidu uhli¢itého pak mohou byt zatizeny negativni
chybou (série 1-4).

- testy musi byt disledn¢ provadény v temnu, rist fas vysledky znehodnocuje:
poznani nikterak ptekvapujici.
- testy ve vodnim prostedi, respektujici fazovou a acidobazickou rovnovahu oxidu

uhlicitého, poskytuji vérohodné vysledky (série 5).

Pti zohlednéni ziskanych poznatkli umoziuji obé alternativy dosazeni srovnatelnych
vysledkil. Vyhodou je nizsi pracnost a moznost soubézného provadéni vice testli napf.

za variabilnich teplotnich podminek.

Poznatky jsou soucasné inspiraci pro dalsi praci v této oblasti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PHB
PHB-V
PCL
PP
PBS
PBSA
PVC
PTFE
PS
SBR
PAN
PVA
TOC
HYKOL
STU
TCD
I1SO
CSN
TA

GC

ITZP

polyhydroxybutyrat.

kopolymer polyhydroxybutyrat-valerat
polykaprolakton

polypropylen

kopolymer polybutadien- styren
kopolymer polybutadien- styren-akrylonitril
polyvinilchlorid

polytetrafluorethylén

polystyrén

butadien-styrenovy kaucuk
polyakrylonitril

polyvinilalkohol

celkovy organicky uhlik

hydrolyzat kolagenu

Statni Technicka Univerzita

teplotné vodivostni detektor
International standart organization
Ceska statni norma

titra¢ni analyza

plynové chromatograficka analyza

Institut technologie zivotniho prostiedi
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