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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem organického plniva, modifikace a pouzitych plastifikato-
ri na biologickou rozlozitelnost materiali na bazi plastifikovaného Skrobu. V praktické casti byla
sledovana biodegradace téchto materialti v aerobnim prostiedi kompostu. Pro testovani byly pouzity
vzorky o riznych stupnich modifikace s pouzitim celuldzy jako plniva a dale pak tii druhi plastifi-
katord. Duvodem upravy plastifikovanych Skrobu je vylepSeni fyzikalné-mechanickych a uzitnych
vlastnosti vyrobktli z biopolymeru, napiiklad snizeni adsorpce vlhkosti. S vysledkl plyne, Ze obsah
plniva neovlivnil vyznamné rychlost biodegradace, naproti tomu stupent modifikace biodegradaci

vyznamné zpomaloval.

Klicova slova: plastifikovany skrob, celul6za, modifikace, biodegradace

ABSTRACT

The thesis deals with the influence of the organic fillers, modification and plasticizers used
for biodegradability of materials based on plasticized starch. In the practical part biodegradation of
these materials in an aerobic environment compost was monitored. For the testing, samples of vari-
ous levels of modification with the use of cellulose as a filler and then three kinds of plasticizers
were used. The reason for the modification of starches is to improve the physical-mechanical prop-
erties of the products, such as reducing moisture adsorption. The results showed that the filler con-
tent did not significantly affect the rate of biodegradation, whereas the degree of modification sig-

nificantly slowed the biodegradation.

Keywords: plasticized starch, cellulose, modifications, biodegradation
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UvVOD

V soucasné dob¢ je pouzivani vyrobkl a oballl z plastickych hmot neoddélitelnou soucasti
kazdodenniho zivota. Uvadi se, Ze rocn¢ je v zemich Evropské unie primérné vyprodukovano ko-

lem 70 milion® tun obalovych materialQ, coz je pfiblizné tfetina veSkerého komunalniho odpadu.

Obaly poskytuji ochranu zbozi pied poskozenim znecisténim nebo jinym znehodnocenim, a
také optimalizuji néroky na skladovani, piipadné distribuci vyrobku. Tyto obaly piedstavuji obrov-
sky zdroj zneciSténi, vzhledem k jejich nesnadné recyklaci, nebot’ jejich sloZeni neni jednotné, ale
Jsou vyrobeny z rozmanitého mnozstvi polymert (pfedev§im z ropnych zdrojii) a piisad, jako jsou
plniva, barviva nebo plastifikaéni ptisady. Z tohoto diivodu je v Ceské republice v soudasnosti
recyklovana pouze pétina veskerych vyrobenych plasti a zbytek konci na skladkach, kde tyto obaly

mohou v nezménéné podob¢ pretrvat bez vétsich zmén desitky i stovky let.

Vzhledem k vyse uvedenym aspektim, a také v dusledku likvidace neobnovitelnych zdroja
energie, je zaméiena pozornost na vylepseni recyklovatelnosti a snizeni doby rozlozitelnosti poly-
mernich materiali. Diky tomu, do popiedi zdjmu mnoha vyzkumi a instituci vstupuji biorozlozitel-
né materialy, které byvaji syntetizovany z obnovitelnych zdrojt, predev§im Skrobu a které 1ze eko-

logicky degradovat u¢inkem béznych biologickych faktori na biomasu vodu a oxid uhliity.

Biorozlozitelné polymery v poslednim desetileti zaznamenavaji velky rozmach jak v oblasti
obalovych materiali, mediciny nebo agrohospodatsvi, jelikoz jsme schopni vyrobit folie s zivotnos-
ti nékolika dni, az po n€kolik let. V oblasti vyzkumu je stdle v€novan velky dliraz na zlepSeni me-

chanickych a bariérovych vlastnosti pfidavanim nejriiznéjSich plniv a plastifikatora.
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. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADACE

Biodegradace je rozklad organického materidlu pomoci mikroorganismii, jako jsou bakterie houby

nebo plisn¢ za aerobnich ¢i anaerobnich podminek. Za aerobnich podminek jsou konecnymi pro-

dukty oxid uhli¢ity, voda a ptirtistek biomasy. Za anaerobnich podminek i methan.

Definice biodegradace podle ISO (mezinarodni organizace pro normalizaci) a CEN (Evropsky vy-
bor pro normalizaci) je nasledujici: biodegradace je degradace zplisobend biologickou aktivitou,
zejména enzymatickou €innosti, coz vede k vyrazné zmén¢ chemické struktury materidlu. Dochdzi
k produkci oxidu uhli¢itého, vody, mineralnich soli a nové mikrobidlni biomasy. Biodegradace
predstavuje komplex pochodii, mezi které patii: biodeteriorace, depolymerizace, asimilace a mine-

ralizace. V pfirodé pak biotické i abiotické faktory plsobi spole¢né pfi rozkladu organické hmoty

[1].
Dalsi . . :
e Biomasa Biodeteriorace
plsobeni |
_ — enzymu : i
Mikrobialni Elmdrﬁgtrear?;bllm v v
ety Freména Polymerni
e . | { lekul
" Dalsi organicka s i
COz, Hz0, .. hmota
T Molekuly ;
T podléhajici Depolymerizace
= _ Organicka 45 Seobid i
Mineralizace pfeména ¢
T T Oligomery
Ruist Mikroorganismy —
a ‘ Asimilace Monomery
VYV O

Obrazek 1 Schéma biodegradace polymerii [2]
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1.1 Biodeteriorace

Pti biodeterioraci dochazi k rozkladu materidlu vysledkem ¢innosti mikroorganizmi rostoucich na
povrchu nebo pfimo uvniti daného materiadlu. Jedna se o kombinované pusobeni mechanickych,
chemickych a enzymatickych prostfedkii, kdy dochazi k rozkladu materialti o vysoké molekulové
hmotnosti na mensi fragmenty. Samotny rozklad je pak zavisly ptedev§im na sloZeni a vlastnostech
polymernich materialti, dale pak vlhkosti, pocasi nebo atmosférickych polutantech. Mikrofléra po-
dilejici se na biodeterioraci je velmi rtiznoroda, od bakterii, ptes prvoky, fasy az po mikroskopické

houby [3,4].

Vliv na rozklad polymerniho materidlu maji také fyzikalni sily jako je ohiev/chlazeni, zmraze-
ni/tani, které mohou vyvolat mechanické poSkozeni materidlu. Polymer mize také bobtnat

v disledku rustu mikroorganizmu pronikajicich do struktury rozkladané hmoty [4,5].

1.2 Depolymerizace

Depolymerizace je proces, kdy vlivem $tépeni polymernich fetézcti dochéazi ke snizovani jejich mo-
lekulové hmotnosti az na monomery, dimery a oligomery. K tomuto rozkladu dochazi v disledku
extracelularnich enzymut piipadné volnych radikali vylu¢ovanych mikroorganizmy do prostiedi
a/nebo vlivem abiotickych faktorli jako jsou rizné chemické latky, svétlo ptipadné teplota. Enzymy

katalyzujici §tépeni fetézct jsou predevsim z tiid hydrolaz, lipaz a esteraz [6,7].

1.3 Asimilace

Procesem asimilace dochazi k za€lenéni atomt z fragmentli polymerniho materialu dovnitf mikro-
bialnich bunék. Principem je piechod ve vod¢ rozpustnych oligomernich a monomernich molekul
pies bunécnou cytoplasmatickou membranu a ziskanim tak potfebnych zdrojii energie, elektrond a
prvki. Takto ziskané latky jsou nasledn€ oxidovany ptes katabolickou drdhu vedouci k vyrobé ATP

a stavebnich prvki struktury bunék.

Asimilace je dulezita pro rist mikroorganizmii a schopnost reprodukovat se za spotieby zivin a sub-

stratd z okolniho prostiedi [3,8].

1.4 Mineralizace

Jednoduché i slozité metabolity (napft. organické kyseliny, aldehydy, terpeny, antibiotika, atd.) mohou
byt vylouceny do extracelularniho prostiedi. Jednoduché molekuly jako oxid uhlicity, dusik nebo

voda, pripadné rtizné soli z intracelularnich metabolitii podléhaji oxidaci a uvolnéni do prostiedi

[3].
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1.5 Abiotické faktory

V piirozeném prostiedi dochazi k biodegradaci vlivem biotickych faktort ovlivnénych do znacné
miry abiotickymi. Tyto faktory ovliviiuji nebo i zahajuji samotny proces biodegradace a depolyme-
rizace, nesm¢ji byt tedy opomenuty. Mezi abiotické faktory fadime mechanickou degradaci, svétel-

nou degradaci, tepelnou degradaci a chemickou degradaci.

Z hlediska zivotnosti polymernich materialii v podob¢ riiznych vyrobka je sledovani vlivu abiotickych
vlivll velmi dulezité, jelikoz pokud jsou vystaveny venkovnim podminkdm, mohou podléhat transfor-

macim, které méni jejich vlastnosti [9,10].

15.1 Mechanicka degradace

Mechanicka degradace je popisovana fyzikalnimi veli¢inami, zahrnuje procesy vedouci k rozpadu
polymeru, jako je tlak, napéti nebo smykové sily vznikajicich vlivem pocasi, v disledku poSkozeni
zvitaty nebo stdrnutim materidlu. Mechanické sily v procesu biodegradace nejsou majoritni, avSak

mohou iniciovat ¢i urychlovat samotny proces [11].

1.5.2 Svételna degradace

vvvvvv

teriald podléha v dusledku svételného zafeni degradaci projevujici se ztratou barevnosti, kiehkosti a
lamavosti. Ve venkovnim prostfedi kde je silnd intenzita svétla ze slunce je fotodegradace polymer-
nich materiald velmi urychlena. Mechanizmus fotodegradace probiha diky tvorbé nestabilniho radi-
kalu absorpci energie fotonu, coZ mlize nasledné vést k rozstépeni fetézce, a to bud’ pies Norrish 1,
anebo Norrish II mechanismus, oxidativni procesy, anebo sitovaci reakce v disledku rekombinace

volnych radikalt vytvofenych z Norrish I mechanismu [12,13].

0
H |
Typel . /cx\ //_,C-
H, || - 1 CH, E] + - CH, WU
G -~ L":.‘
S ~ Ly 0
R o g H I
: Type I L /C - C
o T T "~ —_—
&, ¢ CH, + CH,™ CH; WV
OH
|
L .
RH - ,//\h“‘\/'/ . ““x/"/ + R

Obrazek 2 Schéma Norrish | a Norrish 1l mechanismii a abstrakce atomu vodiku [14]
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1.5.3 Tepelna degradace

Obecné plati, Ze pti zvysujici se teploté se zvySuje také rychlost degradace. Tepelna degradace ter-
moplastickych polymera nastava pti teploté tani, kdy je polymer transformovan z pevného do ka-
palného skupenstvi v zévislosti na molekulové hmotnosti a krystalizaci. Mechanizmem tepelné de-
gradace je oxidace atomu uhliku v fetézci iniciovana tepelnou energii, podobn¢ jako u svételné de-
gradace. Pfi dosaZeni teploty nizsi, nez je teplota tani polymeru dochazi také k urychleni jinych

forem degradace, napiiklad oxidativnich a hydrolytickych [15,16].

1.5.4 Chemicka degradace a abioticka hydrolaza

Chemicka degradace je vzhledem k vyskytu atmosférickych polutanti a agrochemikalii vyznam-
nych Cinitelem abiotické degradace polymerd. Mezi jednu z nejsiln€jSich latek zptisobujicich degra-
daci materialu patii atmosférické formy kysliku napadajicich kovalentni vazby za vzniku volnych

radikald, které zpisobuji zesitovani nebo Stépeni fetézci.

Abioticka hydrolyza je zavisla na hydrofilit¢ polymeru, teploté, pH prostredi, ¢ase a dale na ptitom-
nosti hydrolyzovatelné kovalentni vazby, které¢ se nachazeji ve skupinach esterovych, etherovych,
anhydridovych, amidovych, karbamidovych (moc¢ovina), esteramidovych (uretan), aj, proto pii vy-
robé materiali s kontrolovanou zivotnosti je tfeba volit specifické monomery za Ucelem ziskani
kopolymeru s pozadovanymi vlastnostmi, jelikoz oxidativni a hydrolytické degradace probihaji

snadnéji v amorfnich ¢astech molekuly [17].
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2 FAKTORY OVLIVNUJICI BIODEGRADACI POLYMERU

Mechanizmus biodegradace je ovliviiovan mnoha faktory, jako jsou naptiklad chemické a fyzikalni
vlastnosti polymera, plocha povrchu, hydrofilni a hydrofobni vlastnosti, chemicka struktura, mole-
kulova hmotnost a jeji distribuce, teplota skelného piechodu a tani, modul pruznosti nebo krystalini-

ta a krystalova struktura [13].

Nemaly vliv na biodegradabilitu polymeru maji také environmentalni faktory, predev§im vlhkost,
teplota, pH, pfitomnost nebo absence kysliku, salinita a obsah nutrientdi potfebnych pro enzymatic-
ké reakce mikroorganismi. Pii testovani biodegradace polymerti museji byt vSechny tyto parametry

zohlednény [14].

2.1 Molekulova hmotnost

Rychlost biodegradace miize byt zasadné ovlivnéna molekulovou hmotnosti a jeji distribuci. U
makromolekul zavisi biodegradabilita na jejich velikosti a vétveni, tedy zvySenim molekulové
hmotnosti se snizuje biodegradabilita polymeru, podobné jako rozvétvenost polymeru ma za nésle-
dek zhorSenou dostupnost enzymt mikroorganizmd, které ¢asto ptisobi specificky vuci konfiguraci
a chemické struktufe fetézce polymeru. Rozklad polymernich latek tvotfenych fetézci opakujicich se
zékladnich jednotek probihd postupné od konci odstépovanim piislusSnych monomert, ptipadné

jinych nizkomolekularnich fragment [15,16].

2.2 Kirystalinita a pohyblivost polymernich ietézcu

Mobilita polymernich fetézcil je pouzZivana jako obecny kontrolni faktor pfi biodegradaci polyeste-
ri. Jedna se o schopnost segmentil fetézce polymeru se docasné vzdalit od tzv. ,, zaclenéného krys-
talu“. Jelikoz enzymy vylu¢ované mikroorganizmy zpusobujici rozklad polyestert jsou lipazového
charakteru, museji byt fetézce polymerti znaéné pohyblivé k dosazeni aktivniho mista katalytického

centra, obvykle situovaného hluboko v dutin€ proteinové struktury [17].

Pohyblivost polymernich fetézcti je zavisla prfedevsim na krystalinité¢ polymerti a rozdilem mezi
teplotou degradace a teplotou tani krystalické struktury. Vysoce mobilni fetézce polymert se vysky-
tuji predevsim v amorfnich ¢astech polymeru nad teplotou skelného ptechodu, jsou tedy i rychleji
degradovany. Oproti tomu vysoce organizované krystalické struktury zabraiiuji Sifeni molekul kys-

liku a vody v polymeru, a tim dochazi k vyrazné retardaci biodegradace i chemické degradace [18].
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2.3 Specificky povrch

Je obecné znamo, ze vEtsi specificky povrch vede 1 k rychlejsi biodegradaci, podobné jako hrubsi
materidly, umoznujici lepsi uchyceni mikroorganizmt na povrchu a pravdépodobné i snadnéjSimu

navazani enzymu [19].

Biodegradabilni materialy podléhaji dvéma typtim eroze. Homogenni, neboli celkova eroze je zpi-
sobena rychlejSim prinikem vody do polymeru nez jeho povrchovou degradaci, oproti tomu povr-
chové eroze se vyznacuje pomalejSim prinikem vody do celkového prifezu polymeru, a tim docha-
zi k rychlé degradaci povrchové ¢asti, zatimco jadro zlstava takika neporuSené. Velmi ziidka se
vSak tyto mechanizmy vyskytuji samostatné, u vétSiny polymernich latek pozorujeme erozi obou
mechanizmil, pfi¢emz specificky povrch je majoritnim vlivem [20]. Rozdil mezi obéma mechaniz-

my je znazornén na Obr 3.

Povrchova eroze Celkova eroze

Cas

Stupen degradace

Obrazek 3 Grafické znazornéni povrchové a celkové eroze polymeru [21]

2.4 Aditiva

Polymerni latky vyrobené z Cistych pfirodnich slozek nevynikaji dobrymi mechanickymi vlast-
nostmi a ¢asto jsou modifikovany ptidavky polymernich aditiv, jako jsou kondenzacni ¢inidla, plni-
dla, zmé&kcovadla, katalyzatory pigmenty a mnoho dalSich. Tyto aditiva vS§ak mohou mit 1 vliv na

biodegradabilitu materialu [22].
V rozvoji plastickych hmot hraje zlepSeni vlastnosti biopolymert aditivy podstatnou roli. V pocat-
cich vyroby plastickych hmot byly nejriznéjsi aditiva pouzivany ptredevS§im K udrZeni vlastnosti

polymeru a k jeho zachovani pii transformacnich tepelnych procesech. Novéjsi generace aditiv pro-
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puj¢ila polymerim vyssi houzevnatost zlepSenim chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Mezi tyto
aditiva fadime antioxidanty, tepelné stabilizatory, svételné stabilizatory a mnoho dalSich. V soucas-
né dob¢ je na aditiva kladen vysoky narok, vzhledem k novym technologiim zpracovani a vyuziti

produktt nebo v otazkach tykajicich se Zivotniho prostiedi [23].
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3 BIODEGRADABILNi POLYMERY

Biodegradabilni plasty jsou plastické hmoty vyrabéné z biomasy vétSinou s pridavkem aditiv.
Jejich vlastnosti jsou velmi podobné béznym plastickym latkdm, avSak nejsou stejné odolné vici

dlouhodobym vlivim prostiedi, jejich pouzivani je tedy mensi zatézi pro Zivotni prostiedi.

Evropskym vyborem pro normalizaci (CEN) jsou definovany jako: ,,rozlozitelné plasty, ve kte-
rych jsou vysledky degradace ve fragmentech s nizs$i molekulovou hmotnosti produkovany plisobenim

ptirozené se vyskytujicich mikroorganisma, jako jsou bakterie, houby a fasy [24].*

Jedna se tedy o skupinu polymernich latek, které jsou za stanovenych podminek zcela rozlozi-
telnych mikroorganizmy. za aerobnich ¢i anaerobnich podminek na biomasu, oxid uhli¢ity, methan,

vodu a mineralni latky, beze zbytku potencionalné skodlivych latek [25].

Vyhodou produkti vyrobenych z BDP je pravé biologickd degradabilita a kompostovatelnost.
K nejac¢innéjsimu rozkladu dochazi za piisobeni ptidnich bakterii, vyssi teploty a vlhkosti, za dosta-
te¢ného pristupu vzduchu. V primyslovych kompostarnach dochazi k pfeméné na kvalitni biomasu
a humus, ktery je mozné dale vyuzit jako nahradu primyslovych hnojiv. Doba rozkladu je ovlivni-
telnd jiz zminénymi podminkami a tlouStkou stény kompostovaného produktu. V primyslovych

kompostarnach trva v fadu nékolika tydnt.

3.1 Legislativa upravujici prostiedi tykajici se biodegradabilnich plastii
Biodegradabilni plasty a plastové obaly pouzivané v CR podléhaji nékolika normam, zde je jejich
vycet:

Ceska technicka norma CSN EN ISO 20200 Plasty - Stanoveni stupné rozkladu plastii za simulova-

nych podminek kompostovani v laboratornim méftitku.

Ceska technicka norma CSN EN 14806 Obaly - Pfedbézné hodnoceni rozpadu obalovych materialt

v modelovych podminkach kompostovani v laboratornim méfitku.

Ceska technicka norma CSN EN 14045 Obaly - Hodnoceni rozpadu obalovych materialii pomoci

prakticky zaméfenych zkousek pii definovanych podminkach kompostovani.

Ceska technick norma CSN EN 13432 Obaly - Pozadavky na obaly vyuZitelné ke kompostovéani a

biodegradaci - Zkusebni schéma a kritéria hodnoceni pro kone¢né pfijeti obalu.
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3.2 Klasifikace biodegradabilnich polymeru

Biodegradabilni polymery mohou byt déleny podle svého puivodu, a to na agropolymery, po-

lymery ziskané z mikroorganizmii, z bio-monomeru a z petrochemickych produkti [25].

Biodegradovatelné polymery
l \

Agropolymery Z mikroorganism0 HZ bio-monomerd Z petrochemickych produktd
' , T i
Polyhydroxyalkanoaty Kyselina polymlécna [ —polykaprolaktony (PCL)
—Polysacharidy— (PHA) (PLA) ‘
Polyhydroxybutyraty L—Polyesteramidy (PEA)
—Skroby: (PHB) a I
psenice, pelyhydroxybutyraty ko- —Alifatické ko-polyestery
brambory, hydroxyvaleraty(PHBV)... (napf. PBSA)
kukufice... : g
roteiny, lipidy .
—Aromatické ko-polyestery
-Li’gno-celyiozy: Zvireci- kasein, syrovatka, (napf. PBAT)
devo, slama kolagen, zelatina
— Jiné: pektiny, Rostlinné: zein, soja,

chitosan, chitin... gluten

Obrazek 4 Klasifikace biodegradabilnich polymeru [25]
Biodegradabilni agropolymery [2]:
- Termoplasticky Skrob
Modifikovany skrob je latka s vysokym potencidlem pro obalovy prumysl, ziskavany z ku-

kufice, brambor nebo psenice. Vzhledem k jeho hydrofilit¢ a nedostateénym mechanickym

vlastnostem je nutno nativni Skrob hydrofobizovat ptisadami a modifikaci.

- Proteiny
Bilkoviny jsou tvofeny poldrnimi a nepolarnimi aminokyselinami spojenymi peptidovou
vazbou. Ve vétSiné piipadil se jednd o latky nerozpustné a netavitelné a pfi jejich zpracovani
na bioplasty je pouzivano stejnych technologii jako pro vyrobu termoplastii syntetickych,

kdy se bilkoviny misi se zmekcovadly.
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Biodegradabilni polymery z mikroorganizmti [25]
- Polyhydroxyalkanoat, polyhydroxybutyrat

Polymery vyskytujici se pfedev§im u modrozelenych fas, cyanobakterii a bakterii kmene
Alcaligenus, ulozené ve form¢ granuli v cytoplazmé. Jsou ziskavany separa¢nimi mechanic-
ko-fyzikalnimi postupy za pouziti enzymu a naslednym propiranim v organickém rozpous-
tédle. Nekteré typy vyslednych biopolymert jsou diky svym vlastnostem pouzivany jako
elastomery a nahrazuji tak kaucuk, napf. 3-hydroxybutyrat ma pak vlastnosti a chemickou

strukturu spiSe povahy polyesteru.
Biodegradabilni polymery z bio-monomert
- Kyselina polymlécna

Nejrozsitenéjsi karboxylova kyselina v ptirod¢ vyskytujici se v L+ a D- formé€. Primyslové
je vyrabéna dvéma zpusoby, a to aerobni €i anaerobni fermentaci sacharidii pomoci mikro-
organizml nebo chemickou syntézou kyseliny mlécné. Vysledny polymer ma vlastnosti

blizké polystyrenu nebo polyethylentereftalatu.
Biodegradabilni polymery z petrochemickych produkti [26]:
- Alifatické polyestery a kopolyestery

Latky pfipravené z kombinace diolti a dikarboxylovych kyselin. Jejich biodegradabilita je
ovlivnéna strukturou pouzitych vychozich latek. Pro snizeni krystalinity, a tim 1 usnadnéni

degradace byva pii vyrob¢ pridavana kyselina adipova.
- Aromatické kopolyestery
Aromaty oproti alifatickym polyesteriim ¢asto obsahuji kyselinu tereftalovou, které ovliviu-

je nékteré fyzikalni vlastnosti jako je teplota tani, avSak zptsobuje i pokles rychlosti biode-

gradace.
- Polykaprolaktony

Jedna se o syntetické polyestery, které mohou byt asimilovany a mineralizovany mikroorga-
nizmy. Diky svym dobrym zpracovatelskym vlastnostem a biodegradabilité nachazeji uplat-
néni ve velkém mnozstvi aplikaci, jako jsou obalové materialy nebo kapsle s fizenym uvol-

novanim.
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- Polyesteramidy

Polymery s vysokou krystalinitou polyamidut, které jsou huife degradovatelné mikroorga-
nizmy. Pro zlepSeni dostupnosti degradéra jsou do struktury zavadény postranni skupiny

napt. hydroxylové, methylové a jiné.

Polymery z obnovitelnych zdroji se vyrab&ji tfemi zpusoby [27]:

- Modifikaci pfirodnich polymert, které vSak z vétsi ¢asti zlstavaji beze zmény (polymery na

bazi skrobu)
- Fermentaci biomonomert s naslednou polymeraci (PLA)

- Simulovanou produkci biopolymerii v mikroorganismech nebo geneticky modifikovanych

plodinach (polyhydroxyalkanoaty)
Biodegradabilni polymerni matrialy mohou byt piipraveny pomoci nasledujicich procesi [26]:
- Biotechnologicka cesta (extrakce, fermentace)
- Michéani (napft. Skrob-polykaprolaktonoveé smési)
- Pfiprava ptimo z biomasy (napf. extrakce skrobu)
- Konven¢ni syntéza
e Polymerizace neobnovitelnych monomernich surovin

e Polymerizace obnovitelnych vstupnich surovin
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3.3 Skrob a jeho modifikace

Skrob je piirodni polymer skladajici se ze dvou polymert D-glukozy- lehce rozvétvené amy-

16zy s malym poctem dlouhych fetézcii a vysoce rozvétveného amylopektinu.

CH,OH CH,0H CH,OH

amylosa

amylopektin

%/ Amylopektin

Obrazek 6 Struktura skrobového zrna [29]
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Ma Siroké vyuziti v potravinaiském a zpracovatelském pramyslu, diky jeho biologické rozlo-
zitelnosti, hygienické nezdvadnosti a specifickym technologickym vlastnostem. Jedna se o snadno
dostupny a levny polymer, byva tedy pfidavan do matric syntetickych polymert a snizuje tak vy-

slednou cenu produktu [29].

V poslednich letech se upira pozornost na modifikace Skrobu za t¢elem ziskani pfirodniho
polymeru s vlastnostmi syntetického. Termoplasticky skrob byva vyrabén stejnou technologii jako
umélé polymery, kdy v extrudéru dochazi za vysoké teploty a tlaku k destrukci struktury nativniho
Skrobu za ptidani vody a glycerolu jako mékcidla. Nasledné tvarovani tovaru pak probihd béznymi

postupy jako je liti, vstiikovani nebo vyfukovani [30].

Biodegradace Skrobu je ovlivnéna fadou faktorti, od samotného zpisobu zpracovani, prede-
vs§im teploty skelného ptechodu az po typ a mnoZstvi ptidaného zméekcovadla. Obsah glycerolu mu-
Ze mit negativni vliv na pomér indexu rozpustnosti ve vodé a indexu absorpce vody. Idedlnim sta-
vem u TPS je pokud vykazuji vys$si nasédkavost a niz$i rozpustnost. Pomér Skrobu a glycerolu jako
zmékcovadla byl zkouman v nékolika experimentech a v zavérech se uvadi idealni hodnota jako

80:60 (8krob: glycerol) s piidavkem 6 % vody [31,32].

Uplatnéni obalt a jinych aplikaci z TPS je omezeno Spatnymi bariérovymi a mechanickymi
vlastnostmi a také pomérné silné hydrofilnim charakterem skrobu. Folie se pak vyznacuji kiehkosti,

malou rozmeérovou stabilitou, absorpci vlhkosti a retrogradaci (tento jev je vysvétlen nize).
3.3.1 Modifikace organickymi kyselinami a jejich derivaty

Acetylace Skrobu

Acetylované skroby maji hydroxylové skupiny glukozovych jednotek substituovany acety-
lovymi skupinami, jejichZ pocet je zavisly na typu a podminkéch reakce, tj. koncentraci, pH a dobé&

reakce, poptipadé pritomnosti katalyzatori.

Vliv reakéniho ¢inidla zkoumali Bello-Perez et al., ktefi vyrobili substituovany acetylovany
skrob reakci 8 ml anhydridu kyseliny octové na 1 g Skrobu ve vodném prostiedi s NaOH jako kata-
lyzatorem. Zvyseni koncentrace reagujicich slozek pak pozitivné ovlivnilo u¢innost reakce. Takto
provadéné reakce vSak maji za nésledek nizky stupen substituce hydroxylovych skupin (SHS 0,01-
0,2) [34].

Diop a kol. uvadégji, ze acetylované skroby riiznymi poméry kyseliny octové a anhydridu ky-
seliny octové (2:1 a 1:2) mély stejny SHS (2,656), zatimco ve smési s pomérem kyseliny octové a

jejiho anhydridu 1:1 byl dosazen SHS 2,934. Nejnizsi substituce pak nastala pouze za pouziti
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anhydridu kyseliny octové a to SHS 1,837. Tyto vysledky ukazuji, ze typ Cinidla a jeho poméry

maji vliv na acetylaci skrobu [35].

Sukcinylace $krobu

Modifikace Skrobu sukcinylaci probihd reakci anhydridu kyseliny jantarové a pyridinu za-
hiivanim na teplotu 115 °C pod zpétnym chladi¢em. Pyridin plni funkci katalyzatoru, nebot’ reaguje

s anhydridem kyseliny jantarové za vzniku meziproduktu, ktery reaguje se samotnym skrobem.

pyridin anhydrid kyseliny meziprodukt
jantarové

2 o

0 5 ST —O0—C—CH, 7
0 -"\ : + SKROB-OH > | * L I

W' HO — ﬁ—CH: N
H

O

Sukcinat Skrobu

Obrazek 7 Modifikace skrobu sukcynilaci [36]

K dosaZeni Uplné reakce pyridinu musi byt jeho mnozstvi vzhledem ke Skrobu v poméru 2:1
a také musi byt zajiStény optimalni podminky reakce. Nevyhodou je neekonomicnost procesu,

vzhledem k vysoké cené pyridinu a také jeho toxicita.

Utinnost sukcinylace je ovlivnéna nékolika faktory, predeviim velikosti zr pouZitého

Skrobu, Cinidly a reak¢ni dobou [36].

Modifikace kyselinou oktenyl-jantarovou

Modifikované skroby jsou vyrabény esterifikaci s kyselinou oktenyl-jantarovou ve vodném
prostiedi za alkalickych podminek, avSak takto provadéné reakce jsou pomérné malo G€inné, proto
byly provadény alternativni postupy s pyridinem a chloridy kyselin, coz vSak vedlo k vysoké tvorbé
vedlejSich produktu [37].
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Wang et al. se zabyval studii, pfi niz byly skrobova zrna narusena ultrazvukem, ¢imz doslo
k praniku kyseliny oktenyl-jantarové hluboko do struktury, a tim bylo zajisténo zvyseni ucinnosti

reakce a zlepSeni mechanickych vlastnosti takto pfipraveného modifikovaného Skrobu [38,39].
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Obrdazek 8 Modifikace skrobu kyselinou oktenyl-jantarovou [37]

3.3.2 Plastifikace Skrobu

Pro Skrobové zrno je charakteristicky vyskyt krystalické 1 amorfni faze. Primyslové zpraco-
vani je usnadnéno ptevedenim této struktury pouze do homogenni amorfni matrice pomoci termo-
mechanického zpracovani. Nejbéznéjsi prumyslovou metodou je extruze, kdy jsou Skrobova zrna

vystavena vysokeé teploté spolu s mechanickym piisobenim za vzniku amorfni homogenni hmoty.

Plastifikaci skrobu je mozné uskute¢nit v rozmezi teplot 220-240 °C, avsak k jeho degradaci
dochazi jiz pti 200-220 °C. Aby bylo mozné Skrob plastifikovat, je nutné snizit teplotu skelného
piechodu pomoci tzv. plastifikatoru, jinak by dochazelo k degradaci Skrobu diive, nez by byl zcela
zhomogenizovan na amorfni produkt. Plastifikator je charakterizovan jako nizkomolekularni latka,
ktera se ptidava do termomechanického procesu zpracovani Skrobu za ticelem zvySeni plasti¢nosti a
zpracovatelnosti polymeru. V principu plastifikator pronikd mezi molekuly skrobu a rozrusuje jeho
vodikové vazby mezi jednotlivymi fetézci, které se od sebe oddaluji a tim zajisti vyssi plasticitu a

modul pruznosti.

Jako plastifikatory jsou pouzivany latky s hydroxylovou skupinou, nejbéznéji je to voda,
glycerol, sorbitol aj. NejucinnéjSim plastifikdtorem je voda, avSak jeji obsah ve Skrobu je zavisly na
podminkach okoli, a tedy velmi nestaly. Proto se nejvice pouziva plastifikace pomoci glycerolu,

ktery neni tékavy jako voda, avSak ma oproti ni niZsi plastifika¢ni schopnosti [40].
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3.3.3 Retrogradace Skrobu

Je-1i Skrob zahfivan v pfitomnosti vody a ndsledné ochlazen, dochazi k preruSeni amyl6zo-
vych a amylopektinovych fetézcl, které se postupné opét spojuji do uspoiadané struktury, tento
proces se nazyva retrogradace. Jedna se o nevratny proces, probihajici zpocatku jako rychla rekrys-
talizace molekul amylézy s naslednou pomalou rekrystalizaci amylopektinu. Obvykle je doprova-

zena fadou fyzikalnich zmén, napt. zvysenim viskozity, zékalu nebo tvorbé vypotku vody [41,42].

3.3.4 Pouziti materiali s obsahem plastifikovaného Skrobu

Modifikované Skroby maji Sirokou $kalu vyuziti. Nejcastéji byvaji smichany s jinymi plasty,
napi. PE, PVC nebo PV A, ¢imz dochazi ke snizeni ceny komer¢niho produktu, ale i ke zvyseni jeho
biorozlozitelnosti. Spole¢nost Novamont vyrabi smés termoplastického skrobu a PCL, pod komer¢-
nim nazvem Mater-Bi®. Vzhledem k dobré zpracovatelnosti materialu, je mozné vyrabét predevsim

pohary, folie ¢i nakupni tasky metodou vyfukovani, vstiikovani a lisovani.

Folie vyrobené misenim Skrobu a biodegradabilnich materiald vykazuji velmi dobré mecha-
nické vlastnosti, jsou propustné pro kyslik a vodni pary, maji velkou pevnost a odolnost vié¢i ohybu.
Diky témto vlastnostem jsou v poslednich letech vyuZivany v zemé&délstvi a lesnictvi, at’ uz jako

mulcovaci folie, nebo nadoby na vysadbu rostlin.
Biopolymery na bazi Skrobu nachazeji uplatnéni i v medicinskych aplikacich diky jejich
biokompatibilit¢ s organizmem, proto mohou byt pouzity jako implantaty, matrice pro postupné

uvolnovani 1€kt nebo absorbovatelné chirurgické nité [40,43].
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1. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

4 POUZITE CHEMIKALIE, ROZTOKY A PRISTROJE

4.1 Chemikalie
(CeH1005)n

C2HsO

H,0

KH,PO4

Co(NOs), - 6 H,0
He

Na;HPO, - 12 H,0O
NH,4Cl

NaCl

CaCl; - 2 H,O
H3BO3
(NH4)6M07024 - 4 H,O
MgSO, - 7 H,0
MnSO, - 5H,0
CuSOq - 5 H,O
ZnS0O, - 7 H,0

FE(NH4)2(SO4)2 -6 H,O

Skrob

Ethanol

Destilovana voda
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat
Helium

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat

Chlorid amonny

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty dihydrat
Kyselina borita

Molybdenan amonny tetrahydrat
Siran hotec¢naty heptahydrat
Siran manganaty pentahydrat
Siran méd’naty pentahydrat

Siran zine¢naty heptahydrat

Siran Zeleznato - amonny hexahydrat

Vsechny pouzité chemikalie v laboratornich testech byly ¢istoty p.a. od firmy Fluka a PENTA

Dale byly pro molekularné biologické metody pouzity tyto latky:

DNA Marker GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific)

Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Primery FD1, RD1, 341F, 907R (SIGMA)

Voda pro molekularné biologické metody (Sigma — Aldriche)

4.1.1 Priprava mineralniho média

Pro ptipravu mineralniho média byla pfipravena série nasledujicich zasobnich roztok.

Roztok CaCl, - 2 H,O

Do odmérné baniky o objemu 100 ml bylo navazeno 0,1 g CaCl, - 2H,0 a doplnéno destilovanou

vodou po rysku.
Roztok Fe(NH4)2(SOy), - 6 H,0O

Do odmérné bariky o objemu 100 ml bylo navazeno 0,3 g Fe(NH4)2(SO4), - 6H,0 a doplnéno desti-

lovanou vodou po rysku.
Roztok KH,PO,

Do odmérné banky o objemu 100 ml bylo navazeno 0,9 g KH,PO, a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.
Roztok MgSO, - 7 H,O

Do odmérné baiiky o objemu 100 ml bylo navazeno 0,1 g MgSO, - 7H,0 a doplnéno destilovanou
vodou po rysku.

Roztok NaCl

Do odmérné banky o objemu 100 ml bylo navézeno 5 g NaCl a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.
Roztok Na,HPO, - 12 H,0

Do odmérmé baiky o objemu 100 ml bylo navazeno 2,4 g Na,HPO, - 12H,0 a doplnéno destilova-

nou vodou po rysku.
Roztok NH,CI

Do odmémé banky o objemu 100 ml bylo navazeno 3 g NH4Cl a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.
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Roztok stopovych prvkii

Pro ptipravu zasobniho roztoku o objemu 1 1 bylo navazeno:

Co(NOs); - 6 H,0 0,025 g
CuSO; - 5 H,0 0,040 g
H3BO; 0,057 g
MnSO, - SH,0 0,043 g
(NH4)sM07034 - 4 H,0 0,037 g
ZnS0, - 7 H,0 0,043 g

Vsechny navazky byly nejprve rozpustény v piislusném mnozstvi destilované vody a dikladné

promichany.

Mineralni médium

Pro ptipravu 200 ml mineralniho média bylo pipetovano:

Roztok CaCl; - 2 H,O 2ml
Roztok Fe(NH,)2(SO,), - 6 H,O 2 ml
Roztok KH,PO, 4 ml
Roztok MgSO, - 7 H,O 2mi
Roztok NaCl 2ml
Roztok Na;HPO;, - 12 H,0O 16 ml
Roztok NH,CI 2ml
Roztok stopovych prvki 0,4 ml

Jednotlivé roztoky byly nejprve smichany a poté doplnény destilovanou vodou na pozadovany ob-

jem 200 ml. Nasledovala sterilizace roztoku v autoklavu pfi teploté 125 °C po dobu 30 minut.
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4.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy KERN 770, Némecko

Asepticky laminarni box Bio IT A

Automatické pipety, Nicciipet (Eppendorf AG) - 2, 10, 20, 100, 200, 500 a 1000 pl
Box Aura PCR BIOAIR MP-300N (Major Science)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf AG)

DGGE - Cipher genetic analysis systém 2401-110 (C.B.S. Scientific Company)
Infracerveny spektrometr Nicolet IS 10

Laboratorni ptredvazky KERN 440-47

Mikrovinna trouba (Electrolux)

Mikrozkumavky (Eppendorf AG)

Plynotésna laboratorni injekéni st¥ikacka Hamilton, Bonaduz, Svycarsko

Plynovy chromatograf 7890 A, Agilent Technologies

Sterilni Spicky raznych velikosti (Bioplastic)

Sterilni Spicky s filtrem ExpellPlus (CAPP Aps)

Trouba Mora 524

Tedlarovy vak o objemu 0,5

UV-Transiluminator, InGeniusLHR (Syngene)

UV/VIS spektrometru TECAN Infinite® 200 PRO NanoQuant
Vortex Genie® 2 Vortex (MO BIO)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Ostatni pomiicky, bézné dostupné v kazdé chemicko-analytické laboratofi.
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4.3 Vzorky

Testované materialy byly pfipraveny ve spolupracujici laboratofi lisovanim vzniklého plastifi-

kovaného materialu do desek o tloust’ce 2 mm.

Dodany byly ve tfech sériich s riiznou modifikaci termoplastického Skrobu, obsahem plniv a

plastifikatort.

Tabulka 1 Charakteristika analyzovanych biodegradabilnich vzorkii

Série Inadent Skrob G |PhhivoM| P1 P2 | Celulosa M
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
. [SP-0 70 30 - - - - -
I. |Sp- 70 30 - - - - -
I. | SPM/LOW 70 20 - 10 - - 0,8
I. | SPM/HIGH-1 70 20 - 10 - - 1,2
I. | SPM/HIGH-2 70 20 - 10 - - 1,5
I. | SP 10 % CELULOSY 63 27 - - - 10 -
I. | SP20% CELULOSY 55 24 - - - 21 -
I. | SPM 7,5 % CELULOSY 66 18 - 9 - 7 1,1
I. | SPM 15 % CELULOSY 61 16 - 8 - 15 0,7
1. | SPM-P2-1 100 - - - 30 - 2,5
1. | SPM-P2-2 100 - - - 30 - 2,6
II. | SPM-P2M-1 30 - 70 - 30 - 2,6
II. | SPM-P2M-2 50 - 50 - 30 - 2,6
II. | SPM-P1M 50 - 50 30 - - 2,6
1. | SPM-30 % P1/DRY X - 30 - -
. | SPM-25 % P1/WET X - 25 - -
. | SPM-30 %P1-H X s 30 - -
. | SPM-30 %P2-H X s - 30 -
Legenda:
Govorenn plastifikator pouzivany u ¢istého nemodifikovaného skrobu
M...........plnivo na bazi oligosacharidu

P1, P2......plastifikatory pouzivané u modifikovaného skrobu
SP........... Skrob plastifikovany
SPM........ Skrob plastifikovany modifikovany

SM..........stupen modifikace
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Vzorky byly rozdéleny do tii sérii, kdy v prvni etapé byly pfipraveny polymery bez modifikace
nebo s nizkym stupném modifikace do 1,5. V této sérii byly také vyrobeny polymery s riznymi
pridavky celulozy jako plniva.

Druha série obsahuje vzorky s vys§im stupném modifikace (2,5-2,6). Je zde pouzito plnivo na

bazi oligosacharidu a plastifikatory.

K tieti sérii nebyly dodany podklady o Gplném sloZeni, proto je uveden pouze obsah nékterych
latek a opét se jedna o plastifikované Skroby s vyS$$im stupném modifikace (obsazené latky o ne-

znamém procentualnim zastoupeni znaci ,,x* v tabulce).
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5 METODY PRO CHARAKTERIZACI VZORKU

5.1 Sledovani aerobni biodegradace v prostiedi kompostu
Piiprava bioreaktort

Jako bioreaktory byly pouzity sklenéné lahve o objemu 500 ml a objemu plynné faze 580 ml, opat-
fené plastovym uzavérem se septem pro odbér plynné faze. Lahve byly pfed vlastnim testovanim
dikladn¢ vymyty roztokem kyseliny chlorovodikové a vysuseny. Uzavéry byly sterilizovany pod
UV zatenim po dobu 30-ti minut.
5.1.1 Obsah bioreaktori

- Kompost (vyzraly zahradnicky substrat)

- Agroperlit

- Mineralni médium

- Vzorek folie

5.1.2 Priprava substratu

Jako substrat byl pouzit zahradnicky kompost znadky Agro (Agro CS a.s., Ceska Skalice) s obsahem
zkompostovatelnych surovin rostlinného piivodu, humusu a ptidavkem dolomitického vapence.

5.1.3 Priprava perlitu

Perlit byl pouzit znatky AGROPERLIT (Petlit s.r.0., Senov u Nového Ji¢ina). Jednd se o tepelné zpra-
covanou vulkanickou horninu, ktera slouzi jako pomocna piidni latka. Pred jeho aplikaci do bioreaktorii

byl fadn€ pomyt destilovanou vodou a nasledné vysusen v susarné pii 105 °C.

5.1.4 Priprava mineralniho média

Mineralni médium v bioreaktorech slouzi jako zdroj zivin a zaroven také zvlh¢uje laboratorni pro-
stiedi pokusu. Jeho pfiprava je popsana v kapitole 4.1.1.

5.1.5 Aerobni biodegradace

Laboratorni testovani aerobni biodegradace polymera bylo provedeno v prostiedi kompostu. Vzor-
ky ve form¢ folii byly nastfihany na kousky o velikosti cca 5x5 mm. Do aseptickych reaktor byl

navazen vyzraly kompost a perlit, kazdy v mnozstvi 5 g + 0,01 g a foliované vzorky v mnozstvi 0,1
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g vazené na analytickych vahéch s presnosti + 0,0001 g. K obsahu bioreaktorti bylo pfidano 5 ml mi-

neralniho média.

Pripravena biodegradace byla provedena pro kazdy vzorek paralelné 3x vedle sebe. Dale byly stejnym
zpusobem méfeny i slepé pokusy a 4x paraleln¢ vedle sebe pokusy se Skrobem, které slouzili jako pozi-

tivni kontrola. Inkubace takto ptipravenych reaktorti probihala bez ptistupu svétla pii teploté 58 + 2°C.

5.1.6 Postup odbéru a analyza oxidu uhli¢itého plynovou chromatografii

Pied samotnym odbérem plynu byly inkubované lahve nejdfive ochlazeny na laboratorni teplotu.
Nasledné bylo pies septum v uzavéru lahve pomoci injekéni mikrostiikacky odebrano 100 pl plynu,
ktery byl nasttiknut do plynového chromatografu GC Agilent 7890 A. Analyza byla provedena na
dvou sklenénych népliovych kolonach délky 1,829 m zapojenych do série. Jako prvni se analyzoval
CO; na koloné s naplni Porapak Q (velikost ¢astic 80/100 MESH) a nasledné doslo k pfepnuti ven-
tilu na druhou kolonu s molekulovym sitem (velikost ¢astic 60/80 MESH), kde nasledovala analyza
O,, ktera slouzila jako kontrola acrobnich podminek (obsah oxidu uhli¢itého nesmi pievySovat ob-
sah kysliku). K pfepinani ventilli mezi kolonami dochézelo pomoci tlakového dusiku resp. vzduchu.
Jako nosny plyn slouzilo helium (He) Cistoty 4,6. K detekci sloZzek byl pouzit tepelné vodivostni

detektor (TCD).

K vyhodnoceni signalii byl pouzit program Agilent ChemStation a pozd¢ji Clarity. Vyhodnoceni bylo

provadéno metodou piimé kalibrace za pouziti plynného standardu.

5.1.7 Provzdus$novani bioreaktoru

Po odbéru plynu pro analyzu byly bioreaktory provdusnovany vzduchem vhanénym silikonovymi
trubickami pfipojenymi k ¢erpadlim. Vzduch byl ¢istén pomoci série absorbéri s 5M roztokem
NaOH, kde dochazelo k zachytu atmosférického CO,, dale pak absorbér s destilovanou vodou a
absorbérem s 0,05 M Ba(OH),, slouzici jako pojistka pfi vyCerpani veskerého roztoku hydroxidu
sodného. Provzdusnovani bylo provadéno po dobu 20 min. Nasledné byly inkubaéni lahve umistény

zpét do termoreaktoru.
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5.1.8 Vyhodnoceni namérenych dat

e Denni produkce C vyjadiend ve form¢ CO;

Mig)e = *;.:; : 1_;%3 w(C0;)- % % 1)
Kde:
Mig)e mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé CO; [mg]
M, atomarni hmotnost uhliku [g.mol™]
o) atmosféricky tlak v okamziku provzdusovani [kPa]
R molarni plynova konstanta [J - K'* mol™]
T termodynamicka teplota v okamziku provzdusiiovani [K™]
A plynny objem biometrické 1ahve [ml]

w(C0,) mnozstvi CO; v kalibra¢nim plynu [%]

Ve, davkovany objem plynné faze standardu [pl]
Se. signal detektoru pro standard [pV- s]

Ve davkovany objem plynné faze vzorku [mg]
Sye signal detektoru pro vzorek [mg]

e Kumulativni produkce C vyjadiena ve formé CO; (plati pouze v ptipad¢ provzdusiovani lahvi,

Vv opa¢ném piipade ke kumulativni produkce shodna s produkci denni)

M (2) = M (1) + my(2) )
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Kde:

M) (2)
Mie [1:]

m':ﬁ'}c

kumulativni produkce uhliku z aktualniho méfeni [mg]

kumulativni produkce uhliku z pfedchoziho méfeni [mg]

denni produkce uhliku z aktudlniho méteni [mg]

e Substratova produkce C je vyjadiena jako kumulativni produkce CO; v bioreaktorech se vzorky

snizené o produkci CO; ze slepych stanoveni.

e Procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO;

TC

_ Mg
D= mTC C)
procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO, [%]
substratova produkce uhliku ve formé CO, [mg]
hmotnost testovaného materialu [mg]

obsah celkového uhliku v testovaném materialu [KPa]

5.2 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR) a technikou zeslabeného upl-

ného odrazu (ATR) byly na pfistroji Nicolet IS10 ziskany spektra vzorkd v rozsahu vinoctu od 500

do 4000 cm™.

’ , vy, ve r s vy -1 ~ o o r
Ziskana spektra byla méfena pii spektralnim rozliSeni 4 cm™ u vSech vzorkl v piivodnim stavu.
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5.3 Molekularni metody vyuzité k identifikaci vzorku

U péti vzorkil byla provedena identifikace degradérii za pomoci molekularné biologickych
metod. VVzorky byly vybrany vzhledem k jejich chemickému sloZeni tak, aby byla zajisténa nejvyssi
pravdépodobnost rozmanitosti identifikovanych mikroorganizmu podilejicich se na degradaci mate-

ridlu.
5.3.1 Lyze bunék degradéru

Vytipované vzorky byly nastfihdny na velikost cca 5 x 5 mm a kompostovany po dobu 8
dnti. Degradované zbytky pokryté biomasou byly lehce oc¢istény a vneseny do rozbijeci zkumavky.
K izolaci bakterialnich konsorcii byl pouzit komer&ni pidni kit PowerSoil™ DNA Isolation Kit,

vyuzivajici mechanické a chemické denaturace.

Nejdiive bylo pfiddno 60 pl roztoku s ozna¢enim C1 (pfevazné aniontovy detergent SDS roz-
rusujici mastné kyseliny a lipidy v bunécné membrang). Rozbijejici zkumavka byla vortexovana po do-
bu 10 minut, kdy doslo k celkové homogenizaci a bunéénému rozkladu. Ziskany supernatant byl piene-
sen do Cisté mikrozkumavky a pfidano 250 pl roztoku s oznacenim C2 (komer¢ni roztok srazejici
vnitrobunééni latky kromé& DNA). Suspenze byla vortexovana po dobu 5 sekund a inkubovana 5

minut pii teploté 4 °C. Nasledovala 1 min centrifugace pti 10 000 x g.

Cisty supernatant byl pienesen do &isté mikrozkumavky a pfidano 200 pl roztoku
s oznaCenim C3 (srazedlo organickych a anorganickych latek) a kratce vortexovan, inkubovan a centri-

fugovan jako v predeslém kroku.

Cisty supernatant (750 pl) byl opét pienesen do 2 ml mikrozkumavky, p¥idano 1200 pl roztoku

C4 (koncentrovany solny roztok srazejici DNA) a kratce vortexovan.

Do kolonky s kiemicitou membranou bylo pieneseno celé mnozstvi ziskané suspenze, ktera

byla nésledné 1 min pti 10 000 x g centifugovana.

Déle bylo pfidano 500 pl roztoku C5 (roztok na bazi ethanolu) pro odstranéni zbyvajicich
necistot navazanych na membrané. Kolonka byla opét centrigugovéana a nasledné prenesena do Cisté
2 ml mikrozkumavky. Nakonec byla DNA navézani na membrané eluovana 30 pl roztoku C6 a
ponechéana 5 min stat. Po centrifugaci byla kolonka vyjmuta a izolovana DNA piipravena k dalSimu

pouziti.
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53.2 PCR

Rekéni PCR smés obsahovala vzorek templatové DNA ziskanou vyse uvedenou metodou,
sadu dvou primerq, sterilni vodu pro molekularni biologii a Master mix. Smés byla pfipravena v

potiebnych reakcnich objemech dle nasledujici tabulky.

Tabulka 2 Slozeni reakcnich smési pro PCR metodu na 20 ul smési

Komponenty reakéni )
. Objem [pl]
smesi
Voda 7
Master mix 10
Forvard primer 1
Reverse primer
Templatova DNA

Kazda reak¢éni smés byla piipravovana v aseptickém prosttedi PCR boxu. Nejprve byla pfi-
pravena smés bez templatové DNA a kratce vortexovana. Vzorky DNA byly nafedény 10 x pro
zvySeni kvality signalu. Prichystané roztoky byly pipetovany do stripli, promichany a centrifugova-

ny. Vedle vzorki byla také provedena negativni kontrola pro nasledné ovéteni vysledku.

Nasledné byly suspenze podrobeny bézné PCR reakci S parametry:

Pocatecni denaturace 94-95°C 4 -7 min
Denaturace 94-95°C  1min

Anealling 50-56°C  1min

Elongace 72 °C Imin-1min45s
Zavére¢na amplifikace 72 °C 10 min
Uskladnéni 4°C o0

5.3.3 Agaroézova elektroforéza

Agar6zova elektroforéza slouzi ke kontrole reakci PCR. Nejdtive je pfipraven 1 % agaro-
zovy gel s ethidiumbromidem, do kterého je podle poctu vzorkli vlozen hieben piislusné velikosti, ten
po jeho vyjmuti vytvoti jamky pro aplikaci vzorkii. Do prvni jamky je vzdy nanaSen DNA Maker (Mar-
ker-Quick-Load 100bp DNA Ladder), slouzici pro standardizaci postupu. Do dalSich jamek je pak apli-

kovani 5 pl samotného vzorku. Takto pfipraveny gel by umistén do elektroforetické soustavy naplnéné

roztokem 1x TAE.
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Sestava byla pfipojena k napéti 100 V po dobu 25 minut, ¢imZ doslo k migraci zaporné nabitych
nukleovych kyselin od anody ke katod¢. Vysledny gel byl umistén do UV-transluminatoru a osvi-
cen UV zafenim. Roztok ethidiumbromidu navazany na fragmenty DNA emitoval svétlo, ¢imZ zvidi-

telnil vysledek PCR reakce.

5.34 DGGE

Ptiprava vzorl byla provedena pomoci Nested PCR. Nejdiive byly pozity primery FDI1 a
RDI. V dalsim kroku byly zvoleny primery — 341F a 907R, zvoleny PCR cyklus je uveden vyse.
Takto zhotovené PCR produkty mohly byt dale pouZity pro zpracovani pomoci DGGE metody.

Pied samotnym provedenim DGGE bylo tieba spravné sestaveni skel jako formy pro aplikaci
gelu, které byly dukladné ocistény a omyty ethanolem. Po jeho odpafeni bylo na jedno ze skel apli-
kovano tésnéni, spacery zajistujici dostatecnou tloustku gelu, na néz byla nanesena vazelina a for-

ma byla uzaviena piilozenim druhého skla upevnéného pomoci svorek po stranach.
Slozeni gelu pro ptipravu 30 ml

30% 70%

Mocovina [g] 3,6 8,4

Formamid [ml] 3,78 8,82

50x TAE Buffer [ml] 0,6 0,6

40% Akrylamid [ml] 5,64 5,64

Destilovana voda [ml] Pro doplnéni kazdého na 30 ml.

Gely byly pfipraveny ve dvou koncentracich a to 30 % a 70 % dle vySe uvedeného rozpisu. Po
rozpusténi vsech slozek byly prevedeny do propojenych davkovacich valct opatfenych hadickou s
ventilem, zakon¢enou jehlou (vlozena do pfipravené formy). Samotné ¢erpani roztokd bylo zajisté-
no peristaltickym cerpadlem. Davkovani probihalo 5 az 10 minut. Poté byla vyjmuta davkovaci
jehla a zasunut hiebinek, pro tvorbu jamek. Takto pfipraveny gel byl ponechan pfi laboratorni teplo-

té¢ v klidu po dobu asi 2 hodiny, dokud nebylo dosazeno tplné polymerace gelu.

Vyhotoveny gel i s formou byl umistén do plastové kazety nutné pro stabilitu gelu v kolmé po-
loze. Dale bylo vyjmuto tésnéni z diivodu kontaktu obou stran gelu s pufrem a zajistén prachod
vlozeného napéti. Kazeta s gelem byla poté umisténa do termostatu pfistroje. DalSi napojeni kazety

na pfistroj bylo provadéno pomoci navodu.
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Po umisténi kazety do prostoru termostatu byl vytazen hiebinek z gelu. Vytvotené jamky byly
promyty pomoci mikrostfikacky Hamilton piislusnym pufrem. Nasledovalo nadavkovani 20 pl

markeru (Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder) a pfislusnych vzorki (PCR produkti).
Podminky DGGE:

Vlozené napéti: 120V

Vlozeny proud: 36 mA
Doba: 900 minut
Teplota v termostatu: 60 °C
Pouzity puft: Ix TAE

Po probéhnuti elektroforézy byl gel s kazetou vytazen z pufru. Forma byla oddélena od kazety,
odejmuto tésnéni a spacery. Pomoci vstiikovani destilované vody a tlakem kopisti byla skla odd¢-
lena. Gel s obdélnikovym sklem dale umistén do barviciho roztoku - 450 ml destilované vody, 50
ml 10x TAE a 50 pl GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain, po dobu 2 hodin za stalého ttepani pii 450
RPM/min.

K zobrazeni vysledného gelu byl vyuzit transluminéator. Dale pak doslo k vyfezavani bandi z

gelu a jejich umisténi do mikrozkumavek.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace méla za cil analyzovat biorozlozitelnost plastickych folii na bazi Skrobu s riznymi
stupni modifikace, piidavky celulozy jako plniva a plastifikatort, poskytnutych spolupracujici labo-
ratofi. Pfesné slozeni vzorkli nebylo zndmo nebot’ je soucasti know-how spolupracujici laboratofte.
Stupent modifikace vzorki je naznacen Cisly vyjadiujici primérny pocet modifikujicich skupin na
mikrobiologickych a molekularné biologickych metod izolovat a nasledn¢ identifikovat biodegradé-
ry u péti vzorkl s nejvice odliSnym slozenim tak, aby byla zajiSténa i diverzita mikroorganizmu

podilejicich se na degradaci polymeru.

6.1 Studium aerobni biodegradace v prostredi kompostu

Vzorky byly pfipraveny a analyzovany dle navodu popsaného v kapitole 5.1 Chemické sloze-
ni a stupent modifikace sledovanych materidli, podstatné pro vyhodnoceni degradacnich pokust

jsou uvedeny v Tabulce 1.

Na nasledujicich grafech (Obr. 9-15) jsou zobrazeny vysledky biodegradacnich procest
Vv prostiedi kompostu, které jsou porovnavany se Skrobem, jakoZto pozitivni kontrolou, jelikoZ tato
latka je 100 % biorozlozitelna a tvofi zéklad vSech kompostovanych vzorki. V nékterych ptipa-
dech, biologicky rozklad skrobu dosahl nad 100 %. Tato situace neni ojedinéla a byva vysvétlena
jako nadmérné pomnozeni degradérii v kompostu vlivem dobie rozlozitelné organické biomasy a
naslednym zvySenim obsahu uhliku pfi jejich thynu a zvySené tvorbé endogenniho uhliku (priming

effect).

Z pozorovani pribéhu simulace kompostovani a méfeni uvolnéného oxidu uhli¢itého bylo
zjisténo nékolik okolnosti ovliviiujicich kvalitu namétenych dat. Kromé praxe pracovnika provade-
jiciho méfeni ma nemaly vliv na kvalitu namétenych dat i samotnd manipulace s kompostovanym
materidlem. Byl vypozorovan vliv intenzity miseni kompostu po provzdusnovani- ¢im intenzivngjsi
bylo miseni, tim byl i obsah uvolnéného oxidu uhli¢itého vyssi. Je tedy dulezité vénovat pozornost
stejné intenzité promiseni, a také sledovat, do doby kdy rozklad polymeru neni v pfili§ pokrocilé

fazi, zda jsou vSechny kompostované segmenty vzorki pod povrchem kompostu.
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Obrazek 9 Prubéh biodegradace materialii na bazi plastifikovaného Skrobu bez pridavku plniva,
pokus 1.

Inkubaéni lahve simulujici proces kompostovani byly v tomto pfipadé naplnény cca 200 mg
vzorku. Diky tomu pokus vykazuje u tii vzorki plastifikovanych Skrobti 100 % biodegradaci jiz do
20. dne od zaloZeni komposti. Jedna se o vzorky SP-0 A SP-1, tedy vzorky vzniklé plastifikaci 70
% nativniho Skrobu a 30 % plastifikatoru G, bez jakéhokoliv plniva ¢i modifikace a vzorek
SPM/LOW, ktery ma podobné slozeni (70 % nativniho §krobu, 20 % plastifikatoru G, 10 % plasti-
fikatoru P1) a nizky stupen modifikace 0,8.

Muzeme také pozorovat, ze nativni Skrob podléha biodegradaci pomaleji, nez Skroby plasti-
fikované. Divodem je semikrystalické uspotfadani skrobovych zrn, tvofenych kompaktni tercidlni
strukturou fetézcl, které zpomaluji proces biodegradace, oproti amorfni struktufe termoplasticky

upraveného Skrobu.

Oproti tomu vzorky SPM/HIGH-1 A SPM/HIGH-2 se blizi hodnotam biodegradace nativni-
ho Skrobu. Jejich stupent modifikace dosahuje hodnot 1,2 a 1,5. Domnivam se tedy, ze vyssi stupen

modifikace ma za nésledek zpomaleni celkového procesu biodegradace.
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Obrazek 10 Pribéh biodegradace materialii na bazi plastifikovaného skrobu s pridavkem celulozy

jako plniva, pokus I.

Mnozstvi navazky kompostovanych materialti bylo i v tomto ptipadé dvojnasobné oproti
pokustim nasledujicim, tedy 200 mg. 100 % rozkladu dosahl z této série pouze vzorek obsahujici 10
% celulozy jako plniva, 63 % skrobu a 27 % plastifikatoru G, a to do 15. dne od zalozeni pokusu.
Nizsich hodnot, av§ak podobného pribéhu biodegradace jako u ptedchoziho vzorku dosahuje folie
Skrob plastifikovany s 20 % celulozy (55 % Skrobu, 24 % plastifikatoru G). Oba tyto materialy jsou
stejného sloZeni latek v jinych pomérech a bez modifikace, kterd jak se jiz zminuji vySe, ma vliv na

dobu rozkladu.

U vzorkt skrobu plastifikovanych a modifikovanych s obsahem celulézy 7,5 a 15 % je pozorovan
stejny pribéh rozkladu. Jsou piipraveny s ptidanim plastifikatoru P1, tedy stejné jako SPM/HIGH-1
a SPM/HIGH-2, av$ak dosahuji niz§iho stupné modifikace (SPM 7,5 % CELULOSY 1,1, SPM 15
% CELULOSY 0,7) coz pfi porovnani prubéhu degradace zobrazené na Obrdzku 11, vede opét niz-

§i stupen modifikace k mirn¢ lepsi degradaci polymeru.
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Obrdzek 12 Pribeh biodegradace materidalit na bazi plastifikovaného skrobu bez pridavku plniva,

pokus I1.
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Obrazek 13 Pribeh biodegradace materiali na bazi plastifikovaného skrobu s pridavkem celulozy

jako plniva, pokus II.
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Vzhledem k velmi rychlé degradaci polymera z I. série pii navazce 200 mg, bylo méfeni
provedeno opakované s polovi¢ni navazkou 100 mg. Nevyhodou bylo, Ze pokus byl proveden po

urcité dob¢ a u vzorkl zfejmé doslo ke zménam struktury.

Z Obrazku 11 a 12 je patrné, ze jiz nedochazi k vyraznéjsi separaci vysledkd u polymert
s odlisnym slozenim, jako tomu bylo u Obrdzku 9 a 10. Tento jev mize byt zptisoben tzv. ,, retro-
gradaci polymert“ kdy dochazi k ptestupu amorfni struktury plastifikovanych skroba zpét do se-
mikrystalické faze, ¢imZ je utlumen vliv plniv a plastifikatorli na ptipadnou biodegradaci, jelikoz

dochazi ke zméndm fyzikalnich i chemickych vlastnosti degradovanych polymert.
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Obrdzek 14 Pritbeh biodegradace materidlit na bazi plastifikovaného skrobu s pridavky plniva a
plastifikatoru o stupni modifikace 2,5-2,6.
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Druha série vzorki obsahovala plastifikované skroby o vysokém stupni modifikace (2,5-2,6)
s ptidavky plniva M (oligosacharid) a plastifikatory P1 a P2 v 30 % zastoupeni. Jak je patrné z Ob-
rdazku 15, nejvyraznéjsi vliv na biodegradaci ma pravé stupenn modifikace, jelikoz kiivky stupné
degradace jsou tém¢et totozné a vliv odlisného plniva a plastifikatora je zanedbatelny. Lehce odlisna
pribéh vykazuje kiivka SPM-PIM, na jehoZ vyrobu byl pozit plastifikator P1, oproti ostatnim
vzorkl obsahujicim plastifikator P2.

Pti srovnani se sérii I (Obrazek 11) dochézi 1 k prodlouzeni doby degradace, coz mtize byt
zpusobeno praveé vyssim stupném modifikace, ale 1 stafim materidlu, ze kterého je pfipravovan ex-

perimentalni kompost.
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Obrazek 16 Priibeh biodegradace materialii na bazi plastifikovaného Skrobu s pridavky plniva M a

plastifikatoru o vysokém stupni modifikace 1
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Obrazek 17 Pribeh biodegradace materialii na bazi plastifikovaného Skrobu s pridavky plniva M a
plastifikatoru o vysokém stupni modifikace 11

Tteti série vzorkti opét zahrnuje vysoce modifikované plastifikované skroby s ptidavky plasti-
fikator P1 a P2 v mnozstvi 25-30 %. Jedna se o vzorky s vysokym stupném modifikace, pfedpo-
kladame tedy podobny pribeh jako u série ¢ II (Obrazek 13).

Rozklad polymeri oznaéenych jako SPM-30 % P2-H a SPM-30 % P2-H je stile monitorovan
1 po odevzdani diplomové prace, ale pribéh degradacnich kiivek v pocatecnich 40 dnech je lehce
rychlejsi nez tomu bylo u vzorkii SPM-30 % P1/DRY a SPM-25 % P1/WET. Nicméné tato situace
mize byt zpisobena i Cerstvym substratem s vy$$im mikrobiologickym ozivenim, ktery byl pro tuto

sérii pouzit, coz by odpovidalo 1 100 % degradaci nativniho Skrobu ji v pribéhu téchto 40 dni.
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6.2 Infracervena spektra (FTIR - ATR)

Infracervend spektra analyzovanych biopolymerli byla métfena za Ucelem rozsifeni metodiky

diplomové prace a také pro potvrzeni identického sloZeni téchto materiala. Spektra byla rozdélena

do série grafti podle podobnosti slozeni vzorkt pro lepsi ptehlednost a porovnani.

——35p0 SP 10 % CELULOSY ——35p 20 % CELULOSY —35p1
3600,00 3100,00 2600,00 2100,00 1600,00 1100,00

——3PM/HIGH-2

——8PM 7,5 % CELULOSY

Vinoéet [cm-1]

Obrazek 16 ATR spektra vybranych vzorkii série 1.
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Obrazek 17 ATR spektra vybranych vzorkii série 1.
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Obrazek 18 ATR spektra vybranych vzorku série 1.
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Obrazek 19 ATR spektra vybranych vzorkii série I11.
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Plivodnim zamérem méteni FTIR spekter bylo pokusit se charakterizovat n¢které rozdily ve spek-
trech vzorki. Vzhledem k velké podobnosti spekter se vSak pivodni zdmér podaftilo uskutecnit pou-

ze z malé ¢asti.

U Obrdzku 16 je v oblasti 3600 az 3000 cm™ patrny pas charakterizujici OH vazby u vzorku
SP-0. Pravdépodobné se jedna o vodu navazanou ve struktuie plastifikovaného $krobu, jejiz vyskyt
je u dalsich vzorkt s plnivy a modifikaci potlacen. U toho vzorku mizeme také pozorovat vyskyt
C-H vazeb (3000-2800 cm™). Na zaznamech FTIR spekter je mozné pozorovat absenci esterové

vazby (1750-1730 cm™) u nemodifikovanych vzorka.

6.3 Izolace DNA degradéri a jejich identifikace

Izolace DNA degradéri byla provedena u vybranych vzorki doporucenych spolupracujici la-
boratofi, kterd i dodala samotné vzorky. Vybér byl uskute¢nén tak, aby byla zajisténa nejvétsi prav-

dépodobnost riznosti mikroorganizmii podilejicich se na degradaci polymernich materiala.

Tabulka 3 Vzorky vybrané pro izolaci DNA degradérii a jejich charakteristika

C. Skrob | G | PlnivoM | P1 p2 | Celulosa
Znaceni SM
vz [%] [%] [%] [%] | [%] [%]
1. | SP-0 70 30 - - - - -
2. | SPM/LOW 70 20 - 10 - - 0,8
3. | SPM/HIGH-2 70 20 - 10 - - 15
4. | SPM-P2-2 100 - - - 30 - 2.6
5. | SPM-P1M 50 - 50 30 - - 2.6

Vybrané vzorky byly kompostovany po dobu 8 dnii s ndslednou izolaci DNA bliZze popsanou
v kapitole 5.3.1. Koncentrace izolované DNA byla zméfena na UV/AVIS spektrometru pro zjisténi,

zda je dostatecna.

Jako prvni byly pfipraveny roztoky pro PCR s pouzitim primerd FD1 a RD1. Roztoky byly
v fedéné (10x) a nefedéné forme. PCR cyklus byl volen jako klasicka PCR.
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Parametry PCR:

Pocate¢ni denaturace 94-95°C  4-7min
Denaturace 94 -95°C 1 min

Anealling 50-56°C  1min

Elongace 72 °C I1min-1min45s
Zavére¢na amplifikace 72 °C 10 min
Uskladnéni 4°C 00

Suspenze byly aplikovany do pfipraveného agar6zového gelu a ponechany migrovat pod na-

péti 100 V po dobu 25 minut pro kontrolu prib&hu reakce a ¢istoty produktu.

100 bp Marker

- - .
2% WS

1 4

Obrazek 18 PCR reakce s izolovanou DNA pomoci komercniho kitu, 10 x redeénda, klasicka
PCR, 1- SP-0, 2- SPM/LOW, 3- SPM/HIGH-2, 4- SPM-P2-2, 5- SPM-P1M, NK- negativni

kontrola

Interpretovana byla fedéna varianta, avSak vysledek nebyl uspokojivy, jelikoz ve vSech
vzorcich lze pozorovat bandy nezreagovanych pigmentl ve spodni ¢asti gelu véetn€ negativni kon-
troly. To mliZze byt zptsobeno Spatnou lyzi nebo volbou programu PCR. Bohuzel nebyla pouZita po-

zitivni kontrola, nejde tedy piiblizn€ urcit divod negativniho vysledku PCR reakce

Nasledovala amplifikace pomoci primerti 341 F a 907 R u 10 x fedéné DNA a pétovna kontrola

pomoci elektroforézy.
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100 bp Marker

Obrdzek 21 Amplifikovand DNA primery 341F a 907 R, 1- SP-0, 2- SPM/LOW, 3-
SPM/HIGH-2, 4- SPM-P2-2, 5- SPM-P1M, NK- negativni kontrola

Pro identifikaci konsorcia degradéri byla provedena metoda DGEE, kdy byly vzorky dav-
kovany do polyakrylamidového gelu a pfidavkem mocoviny a formamidu jako denatura¢nich Cini-

del.

Byly nastaveny podminky metody:

Vlozené napéti: 120V
VloZeny proud: 36 mA
Doba: 900 minut
Teplota v termostatu: 60 °C
Pouzity puft: Ix TAE

K zobrazeni vysledného gelu byl pozit transluminator a bandy byly vyfezany z gelu a roz-
pustény pridavkem sterilni vody a sklenénych kulicek. Smés nebyla dale analyzovana z ¢asovych

divodu a bude v ni pokracovano v navazujici praci.

Obrazek 22 Zdznam polyakrylamidového gelu z provedené metody DGGE, 1- SP-0, 2-
SPMILOW, 3- SPM/HIGH-2, 4- SPM-P2-2, 5- SPM-P1M, m-marker
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Vyhodnoceni zdznamu polyakrylamidového gelu z provedené metody DGGE bude uskutec-
néno v navazujici diplomové praci. Ze zobrazovaci metody je vSak patné, Zze u vzorkd SP-0,
SPM/LOW a SPM/HIGH-2 dochéazi k degradaci odlidnymi mikroorganizmy nez u zbyvajicich
vzorkl (sekvence oznaena ¢. 5). Divodem mize byt obsah plastifikatoru G, pouzitého pii vyrobé
vSech jmenovanych vzorkl. Tyto vzorky také vykazovaly vyssi stupent degradace po 8 dnech inku-

bace, a to znacnym nabobtndnim polymeru.

Déle je mozné pozorovat jistou odlignost mezi polymery SPM-P2-2 a SPM-P1M. Plastifiko-
vany $krob SPM-P2-2 ma jako jediny vyrazny bend (9), jedna se o vzorek, u kterého bylo pouZito
plastifikatoru P2. Sekvence bendii 1,2 a 10 se nachazeji u vSech analyzovanych biopolymerq, jedna

se tedy pravdépodobné o mikroorganizmy nejhojnéji zastoupené v pade.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit biorozlozitelnost polymernich materidlii na bazi
Skrobu s riznymi stupni modifikace, piidavky Skrobu jako plniva a ptidanymi plastifikatory. Bio-
rozlozitelnost byla posuzovana v simulovaném prostiedi kompostu za upravenych podminek pro

urychleni rozkladu.

Z namétenych dat vyplyva, ze nejlépe degradovatelné jsou plastické hmoty obsahujici pouze
plastifikovany $krob. Avsak jeho pouziti na vyrobu trvalejsich produktti neni pfili§ vhodné, vzhle-
dem Kk jeho vysoké hydrofilité. Dale pak bylo vypozorovano, Ze na rychlost degradace ma znac¢ny
vliv stupein modifikace. Latky dosahujici vysokého stupné modifikace byly degradované podstatné
pomaleji nez nizko-modifikované polymery. Z grafii degradaci je také mozné pozorovat, Ze stupeit
modifikace hraje primarni roli, jelikoz latky liSici se ve sloZeni, avSak se stejnym nebo podobnym

stupném modifikace podléhaly biorozlozitelnosti velmi podobné.

U vzorkl prvni série byl pozorovan vliv retrogradace na rozlozitelnost polymert. U Cerstvé
vyrobenych vzorkd, byl pribéh rozkladu odliSny, vzhledem k jejich sloZeni a stupni modifikace,
zatimco pii opakovani pokusu za stejnych podminek, avSak s casovym odstupem 3 mésictli, docha-

zelo k sjednoceni prubéhu degradace u vSech kompostovanych vzorki.

Pro rozsiteni metodiky a potvrzeni identického sloZeni testovanych materidlti byla provede-
na méteni FTIR spekter. Zde byl potvrzen hydrofilni charakter plastifikovaného Skrobu vyskytem
pasu v oblasti 3600 az 3000 cm™, charakteristickym pro OH vazby, tedy i vodu, ktery se u ostatnich

meéfenych vzorkl neprojevil, jelikoz modifikaci a pfidanim plniv je hydrofilita potlacena.

Dale pak byl potvrzen u modifikovanych plastifikovanych Skrobl vyskyt pasu 1750-1730

cm™, charakteristického pro esterové vazby.

Na zavér byla provedena identifikace degraréri u vybranych vzorki s odliSnym slozenim a
stupni modifikace. Identifikace nebyla vyhodnocena, ale ze ziskaného zaznamu polyakrylamidové-
ho gelu z provedené metody DGGE je patrné, Ze u polymera s pouzitim plastifikatorem G dochézi

k degradaci i jinymi mikroorganismy nez je tomu u vzorkd, kde tento plastifikator pouzit nebyl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP

BDP

CEN

ISO

PCL

PLA

PVA

PVC

SHS

Adenosintrifosfat

Biodegradabilni polymery

Evropsky vybor pro normalizaci
Mezinarodni organizace pro normalizaci
Polykaprolaktony

Kyselina polymlécna

Polyvinylalkohol

Polyvinylchlorid

Substituce hydroxylovych skupin
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