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ABSTRAKT

Antimikrobialni u€inek extraktli z nékterych rostlin je vyuzivan pii vyrobé obalovych
materidlli pro potraviny ¢i v medicin€. Tyto extrakty mohou byt ale vyuzity mimo jiné
v zeméd¢lstvi, naptiklad pro aplikaci do mulcovacich f6lii vyrobenych z biodegradabilnich
polymerd. Jednim z potencidln€ vyuzivanych polymert je polyhydroxybutyrat (PHB). Neni
ho mozné vyuzit po celé produkéni obdobi zemédélskych plodin, jelikoz se v pidnim
prostiedi rozklada velmi rychle, a to piedev§im diky plsobeni mikroorganismi. V radmci
bakalaiské prace byl testovan efekt piirodnich mikrobidlnich latek ve smési
s polyhydroxybutyratem na rychlost biodegradace v ptide pii 25 °C po dobu 90 dni. Pro
meéfeni biodegradace bylo vyuzito méfeni CO2 pomoci hmotnostniho analyzatoru plyni.
Zmény na povrchu f6lii byly sledovany pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie. Pomoci
kitu LIVE/DEAD a fluorescencni mikroskopie byly sledovany zivé a mrtvé

mikroorganismy. Ze vzorkl byla izolovana DNA a zméfena jeji koncentrace.

Klicova slova: polyhydroxybutyrat (PHB), biodegradace, antimikrobidlni latky, polymery,

folie



ABSTRACT

The antimicrobial effect of extracts from some plants is used in the production of packaging
materials for food or medicine. However, these extracts can be used also in agriculture, for
example for application to mulching films made from biodegradable polymers. One of the
potentially used polymers is polyhydroxybutyrate. It is not possible to use it troughout the
whole production period of agricultural crops, as it decomposes very quickly in the soil
environment, mainly due to the action of microorganisms. The effect of natural antimicrobial
substances in a mixture with polyhydroxybutyrate on the rate of biodegradation in soil at
25 °C for 90 days was tested in this bachelor's thesis. CO; was analysed using gas analyser
to measure biodegradation. The change of the surface of the films was observed by scanning
electron microscopy. Live and dead microorganisms were monitored using the LIVE/DEAD
kit and fluorescence microscopy on the surface of the materials. DNA was isolated from the

samples and its concentration was measured.

Keywords: polyhydroxybutyrate (PHB), biodegradation, antimicrobials, polymers, films
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UvVOD

Ro¢né je vyprodukovano ptiblizn€ 34 miliont tun plastového odpadu, 93 % tohoto materialu
kon¢i v oceanech a na skladkéach [1]. Proces degradace petrochemickych plast je velmi
obtizny a pomaly. Jednou z moznosti je recyklace, ta vSak neni vzdy mozna. Pokud jsou
plasty spalovany, dochazi ke vzniku 2,8 kg CO> na 1 kg plastového odpadu a produkci
dalsich toxickych zbytki [2, 3].

To se muze dit 1 u mulcovacich folii vyrabénych z konvencnich plasti, které pochazeji
z fosilnich paliv. Mul€ovaci folie jsou vyuzivany v zemé&d¢€lstvi pro sviij pozitivni vliv na
zvySeni urody. Pokud jsou ale jejich zbytky ponechany v piidé, zplisobuji znecisténi a také
pfipadnou degradaci pudy. Piada se tak stava tvrd$i a méné Urodnou, coz vede mimo
environmentalni problémy také ke sniZzeni produkce plodin. Odstrafiovanim mulcovacich
folii po jejich vyuziti dochazi ke zvySeni ndklad na péstovani plodin, folie pak mohou

skoncit na skladkach odpadu.

Alternativou k polymerim vyrobenych z fosilnich paliv jsou biologicky rozloZitelné
polymery. Ty vSak mohou byt v pidnim prostfedi degradovany jesté pfed koncem doby
jejich pouziti. RychlejSi degradace je zplsobena pifedevSim mikroorganismy, které se
v pidnim prosttedi nachazeji. Vyzkum zabyvajici se vyrobou a studiem biologicky
rozlozitelnych folii s ide4ln¢ dlouhou Zivotnosti je dilezity pro pfechod k udrziteln&jSimu
zpusobu zemé&délstvi. ZlepSovani vlastnosti folii je moZzno docilit kombinaci riznych
biodegradabilnich polymeri ¢i pfidavkem pfirodnich antimikrobialnich latek. Pro vyrobu

mulcovacich folif mohou byt pouZity naptiklad polyhydroxyalkanoaty (PHA).

Jednim z PHA, konkrétné polyxyhroxybutyratem (PHB), se zabyva i tato bakalatska prace,
jejimz cilem je zkoumat efekt pfidanych antimikrobidlnich latek na rychlost biodegradace

folii vyrobenych z PHB v pidnim prostiedi pii 25 °C. Experiment trval 90 dni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIODEGRADABILNI POLYMERY

Plasty jsou ¢lovékem vyrobené polymerni molekuly s dlouhym fetézcem, které se dnes staly
nepostradatelnou soucasti naseho zivota. Zakladni materialy pouzivané k vyrobé plastl se
ziskavaji z ropy, coz je nezadouci z hlediska jeji akumulace v zivotnim prostfedi. MnoZstvi
plastového odpadu je nékolik miliond tun ro¢né. Z tohoto divodu jsou vyrabény také
biodegradabilni polymery. Termin biodegradabilni znamena, Ze material je mozné rozlozit
na jednodussi latky za plisobeni zivych organismii nebo obecné pomoci biologickych
procesti. K jejich klicovym vlastnostem patii biologicka rozlozitelnost, u nékterych
biokompabilita ¢i vyroba z obnovitelnych zdroji. Pouzivanim biodegradabilnich polymeri

muzeme docilit snizeni plastového odpadu v Zivotnim prostiedi [4].
Déleni polymerti dle pivodu:
e Ptirodni polymery: Jsou takové, které jsou odvozeny z ptirodnich zdroja.

e Polosyntetické polymery: U téch polymert probiha polymerace po urcité chemické

modifikaci, ale surovina je pfirodniho pivodu.

e Syntetické polymery: Nejsou ptirodniho plivodu, jednd se o polymery odvozené

z chemické syntézy [5].

Mezi  biodegradabilni  polymery  vyrobené¢  zobnovitelnych  zdroji  fadime
polyhydroxybutyrat, kyselinu polymlé¢nou a termoplasticky Skrob. Dale také existuji
biodegradabilni polymery vyrabéné zropy, jako je napiiklad polykaprolakton a
polyvinylalkohol ¢i polybutylen adipat tereftalat [6].

1.1 Vybrané skupiny biodegradabilnich polymeru

1.1.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) fadime mezi bakteridlni polyestery, které jsou bakteriemi
vyuzivany jako zdroj energie. Bakterie PHA vytvoii v prostfedi s pfebytkem uhliku a
nachdzi se ve formé& granuli uvniti bakterii v jejich cytoplazmé. PHA ma své vyuZiti zejména

v obalovém priimyslu a v medicing [7, 8].
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Mezi zastupce PHA se fadi naptiklad:
e polyhybroxybutyrat (PHB),
e polyhydroxyvalerat (PHV),
e kopolymer polyhydroxybutyratu a polyhydroxyvaleratu (PHBV) [7].

Ale existuje pies 150 raznych typt PHA [9].

CH, Tl) CH.CH, O

O—HC—CH.L— O0—CH — CH:C

PHB

Obr. 1: Vzorec PHB [10].

PHB byl objeven jako prvni polyester (1920), ktery je produkovan mikroorganismy a je také
jeden znejvice studovanych. Jednd se o semikrystalicky izotakticky homopolymer
produkovan napiiklad bakterii Bacillus megaterium, je tvrdy a kiehky. Pro jeho vyrobu bylo
postupem ¢asu kromé bakteridlni produkce vyvinuto i nékolik syntetickych cest. Synteticka
vyroba PHB je problematicka, jelikoZ jeho teplota rozkladu a teplota tani maji stejnou
hodnotu (160-180 °C). Teplotu skelného piechodu vykazuje v hodnotich -5-20 °C.
Je rozpustny v Siroké skale rozpoustédel a 1ze ho zpracovavat do riznych vyrobki, jako jsou

napiiklad félie a vldkna [7-9].

fu

Granule
of PHB

Obr. 2: Bacillus megaterium [11].
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Biodegradace PHB miize byt dosazeno v riiznych prostfedich, naptiklad v domécim
kompostéru ¢i pudé, a dokonce je schopny uplné biologické rozlozitelnosti v moiském
prostiedi. PHB je degradovéan celou fadou mikroorganismi, jako jsou bakterie a houby.
Mikroorganismy, které dokazi PHB degradovat, musi disponovat PHB depolymerazou.
Co se tyka bakterii, PHB depolymeraza byla objevena u bakterii gram pozitivnich (G")
i gram negativnich (G°) [12, 13]. Konkrétné PHB dokazi degradovat napiiklad bakterie
zrodt Aureobasidium, Mortierella, Absidia, Actinomucor, Streptomyces a Bjerkandera.
Z hub je to naptiklad Penicillium oxalicum [14, 15]. Je mozné dosahnout i uplné
mineralizace PHB, a to za aerobnich podminek v pfitomnosti extracelularnich enzymu, kdy
jsou mikroorganismy schopné jej rozlozit na vodu a oxid uhli¢ity [7-9]. Na obrazku (Obr.

3) je zobrazeno schéma zivotniho cyklu PHB.

Carbon
_source

CHy; O Biomass, COy,
] H,0
L8} OH *
P{3HBE} n
02
/ __,. Organic acid EY
7 (dimer, monomer)
Adsomtion HE a-‘) Microorganism
and 1 e |
hydrolysis IQ& v |
: N & EI)'-./"' Secralion
PHA
depolymearass
(PHA degrading
ENZyme)
Frimary degradation (enzymalic degradation) Ultimate degradation (microbial metabalism)

Obr. 3: Zivotni cyklus PHB [16].
1.1.2 Kyselina polymlééna

Kyselina polymlécnd (PLA) je linedrni alifaticky termoplast. Mizeme ji ziskat pomoci
polykondenzace kyseliny mlééné nebo polymeraci za otevieni cyklického kruhu
laktadienového dimeru. Dale také muze byt ziskdvana z brambor, kukufice a dalSich
obnovitelnych zdroji zemédé€lské produkce. PLA je kiehka, tuhd a ma vysokou pevnost

v tahu. Vyuzivé se na vyrobu potravinovych obalii, nadobi a piibort [17, 18].
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CH,4
o 41|

Obr. 4: Vzorec PLA [18].

n

1.1.3 Skrobové polymery

Skrob se v rostlinach nachazi ve form¢ granuli a miize mit rizné slozeni v zavislosti na druhu

rostliny. Ziskavat ho miZeme piedev§im z brambor, ryze a kukufice [7, 8]. Je sloZeny

z amylozy a amylopektinu.
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2  ABIOTICKA DEGRADACE POLYMERU V ZIVOTNIM
PROSTREDI

Abiotickd degradace neni zpiisobena zivymi organismy, ale abiotickymi Ciniteli. Mezi
abiotické faktory degradace muzeme tadit napiiklad fotodegradaci, termalni degradaci,

mechanickou degradaci a hydrolyzu.

2.1 Fotodegradace

Fotodegradaci rozumime degradaci polymeru pii jeho vystaveni ultrafialovému (UV) zafeni,
ve vétSing pifipadd se jednd o zéfeni slune¢ni. Polyestery podléhaji fotodegradaci diky

ptitomnosti karbonylové skupiny ve svém fetézci [19].

2.2 Termalni degradace

Degradaci polymeri také mize zptisobit pisobeni vysoké teploty na polymer. Hlavni rozdil
mezi svételnou a termalni degradaci spociva v jeji iniciaci, mechanismus a produkty
probihajici oxidaéni reakce jsou v obou piipadech stejné. Teplota mulze ovlivilovat
organizaci makromolekul. Pii vysoké teplot¢ dochdzi k degradaci materidlu, zméné

morfologie, ovlivnéni mechanickych vlastnosti a zméné molekulové hmotnosti [20].

2.3 Mechanicka degradace

K tomuto druhu degradace muze dojit v nasledku vlivu mechanické sily, napiiklad pfi
pusobeni na polymer tlakem nebo uc¢inkem smykovych sil. Mechanicka degradace mutize byt
zplsobena mnoha riznymi faktory, jako jsou turbulence vody a vzduchu nebo tlak snéhu.
Také se miZe jednat o poskozeni nékterymi Zivocichy, napiiklad poskozeni od ptakd nebo

drobnych Zivocichu [20].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

2.4 Hydrolyza

Hydrolyza je u polyestert nejcastéjSim spoustéCem biodegradace. Aby mohla prob&hnout
degradace vyvoland vodou, musi polymer obsahovat hydrolyzovatelné kovalentni vazby
(ptitomny naptiklad u etherti, anhydridt, amida a karbamidt). Vyvolava také degradaci
esterovych vazeb polyhydroxybutyratu, jehoz biodegradace byla sledovana v praktické ¢asti
bakalarské prace. U PHB byl u¢inén prvni objev hydrolytického st€peni mikrobialniho
polymeru [20, 21].

Proces abiotické hydrolyzy je zna¢né ovlivnén obsahem vlhkosti a teplotou, které ji
z pravidla urychluji. Teplota, pfi které hydrolyza probihd, zpisobuje degradaci materidlu,

kterd méni morfologii, ovliviluje mechanické vlastnosti a molekulovou hmotnost [22, 23].
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3 BIODEGRADACE POLYMERU

Degradaci polymerti rozumime zhorSeni jejich mechanickych a fyzikalnich vlastnosti,
chemické struktury a také zménu vzhledu. PIné biologicky odbouratelny polymer je takovy,
ktery se za pomoci mikroorganismu zcela pfeméni na své zakladni slozky, a to bez zanechéani
Skodlivych latek. Podle pfitomnosti kysliku rozdélujeme degradaci na biotickou aerobni —
v tomto piipadé je kyslik pfitomen a vznikd oxid uhli¢ity, a nebo biotickou anaerobni, kdy
kyslik neni k dispozici a je produkovan metan. Konkrétni pritbé¢h degradace zavisi

na prostredi, ve kterém se degradujici polymer nachazi [19].
Pribéh biodegradace:

Vétsinou se biodegradace deli do 4 procesii: biodeteriorace, depolymerace, asimilace a

mineralizace.

e Biodeteriorace mize probihat bud’ pisobenim mikroorganismi a nebo mize byt
vyvolana chemickymi latkami a zafenim. Dochdzi k povrchové erozi, kterd vede

k poruseni povrchu polymeru, ale nedochazi ke zméné molekulové hmotnosti [20].

e Pii depolymeraci dochazi k rozkladu makromolekuly. Vzniknou tak kratsi fetézce
nebo mensi molekuly, jako jsou monomery, dimery a oligomery. Ty maji mensi
molekulovou hmotnost nez dlouhé fetézce makromolekul, takZze budou naslednému
rozkladu podléhat rychleji [24]. K takovéto fragmentaci se miize dospét za plisobeni
fyzikalnich sil mechanické povahy, jako je naptiklad zahfivani nebo sméaceni.
degradaci polymerli maji za nasledek dvé kategorie enzymu: extracelularni a
intracelularni depolymerazy. Degradace intracelularni $tépi polymer vné bunky.

Exoenzymy maji za nasledek vySe zminény vznik kratSich molekul [4].

e Pro asimilaci je nezbytna predesla fragmentace, aby vzniklé kratSi fetézce mohly
prochazet cytoplazmatickou membranou. Odtud prochazi do cytoplazmy, kde jsou

vyuzity k vyrob¢ energie a biomasy [4, 20].
e Pfi procesu mineralizace vznikaji kone¢né produkty jako CO2, H2O a CHg4 [4].

e Schéma biodegradace polymeru je vyobrazeno na obrazku (Obr. 5).
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Obr. 5: Schéma biodegradace polymeru [25].

3.1 Faktory ovliviiujici biodegradaci

Rychlost degradace je ovlivnéna chemickou strukturou polymeru, jeho molekulovou
hmotnosti, konfiguraci, zacastnénymi mikroorganismy a podminkami prostiedi. Déle zalezi

1 na vySe zminénych abiotickych faktorech [24].

3.1.1 Vlastnosti polymeru

Polymery s vys$s§i molekulovou hmotnosti jsou degradované pomaleji nebo jsou méné
biologicky rozlozitelné nez polymery, které maji niz8i molekulovou hmotnost. Mezi faktory
ovliviyjici rychlost biodegradace také fadime fyzikdlni a chemické vlastnosti povrchu
polymeru. Prakticky vSechny povrchy mohou ptisobit jako substrat pro bakterialni adhezi a
tvorbu biofilmu. DileZity je specificky povrch. Cim bude specificky povrch vétsi, tim
rychleji bude biodegradace probihat. Toto je dobie patrné naptiklad ze studie Husarové a
kol., kteti zkoumali vliv specifického povrchu na rychlost biodegradace PLA v kompostu.
Sledovana byla biodegradace vzorku naneseného na perlitu, praSku a folii. Nejrychleji
degradovala PLA, ktera byla nanesena na ¢asticich perlitu. VEtsi specificky povrch perlitu
podpofil mikrobidlni kolonizaci materidlu a tim 1 jeho biodegradaci. Nejpomaleji byla

degradovana folie, pravdépodobné predevsim kviili nejmensimu specifickému povrchu [26].
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Zalezi také na krystalinité polymeru, kdy s vy$$im stupném krystalinity stoupa i odolnost
proti biodegradaci, jelikoz biodegradace zacind v oblastech s amorfni strukturou. Déle
zahrnujeme 1 piitomnost postrannich a alifatickych fetézcl, které ve vétSin€ piipada
biodegradaci zpomaluji, ale neni tomu tak vzdy. Naptiklad pokud postranni skupina zahrnuje
OH", maze byt biodegradace naopak rychlejsi. Také zde patii pfitomnost aromatickych

skupin, které vedou ke zpomaleni biodegradace [24, 26].

3.1.2 Vlastnosti prostredi

Jak probihd degradace polymert v konkrétnim ptipad€ zavisi na prostiedi, kterému jsou
vystaveny. Mezi podminky prostiedi miizeme zatadit napiiklad miru vlhkosti, typ pady a
kompostovaciho prostiedi a také typ pritomné vody (odpadni, moiska, sladkd). Kazdé
prostfedi ma jiné rozlozeni charakteristickych faktori, kterymi jsou kyslik, voda a dalsi
chemické latky, denni svétlo a degradujici mikroorganismy [19]. Polymer mize pfi
vystaveni povétrnostnim podminkdm prochdzet transformacemi (plsobenim  sil
mechanickych, chemickych i tepelnych ¢i svételnych), které miizou ovliviiovat mechanické
vlastnosti polymeru, naptiklad polymer miize kiehnout piisobenim UV zafeni. Mikrobidlni
degradace v pid¢ se zvySuje pti vyssich teplotach, predev§im nasledkem vyssi aktivity hub.
Ve studii sledujici degradaci PHB v pudé€ pii riznych teplotach Mergaert a kol. zjistili, Ze
pii teploté 15 °C byla ztrata hmotnosti polymeru 0,05 % za den, pti 28 °C byla ztrata 0,12 %
za den a pii 40 °C doséhla 0,45 % za den. Zména hodnoty pH ma také vliv na degradaci,
kdy mirné sniZeni hodnoty pH o jednu jednotku muze rychlost degradace né¢kolikandsobné
zvysit, jelikoZ slabé kysela ptda je idealni pro vyvoj hub a nékterych bakterii. Také vyskyt
degradacnich bakterii zavisi na pH plidy. Bakterie degradujici PHB Bacillus megatercum se
nachazi v pudach neutralnich, zatim co Paenibacillus polymyxa se nachdzi v kyselych

lesnich ptadach [27-29].
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4 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobialni l1atky jsou takové, které inhibuji rist a rozmnoZovani mikroorganismu nebo
jsou mikroorganismy jejich u¢inkem zabijeny. Mohou to byt latky pfirodniho pavodu,
syntetické i polosyntetické. Mechanismus jejich ucinku je velmi slozity a mize se liSit
s ohledem na slozeni bunécné stény a cytoplasmatické membrany mikroorganismui. Dochazi
pii ném k poSkozeni bunécné stény a bunécnych membran a také k poskozeni molekul
nukleovych kyselin, adsorpci antimikrobialni latky na bunécny povrch, dale pak k praniku
pfes bunéénou sténu a cytoplazmatickou membranu. Nasleduje interakce s cilovymi

strukturami, jako mohou byt naptiklad proteiny, enzymy nebo nukleové kyseliny [30, 31].

4.1 Prirodni antimikrobialni latky

Hlavni zdroj pfirodnich antimikrobidlnich latek jsou esencialni oleje. Esencidlnich oleju je
znamo vice nez 3000 z riznych druhii rostlin. Nachéazeji se v kvétech, listech i plodech
rostlin a jejich strukturni slozeni muze byt ovlivnéno i podnebim, plidou a procesem
ziskavani. Jsou to roztoky ptipravené parni destilaci nebo extrakcei z rostlinného materidlu.
Vyznacuji se svou ucinnosti inhibovat Sifeni mikroorganismti se schopnosti pasobit pii

uvolnovani volnych radikali v téle [32, 33].

4.1.1 Terpeny

Terpeny jsou velmi obsdhld a vyznamna skupina antimikrobidlnich latek s Sirokym
vyuzitim. Jejich chemickd struktura je odvozena od isoprenu, ktery je jejich zdkladni
jednotkou. Pokud slouceniny obsahuji dalsi prvky, obvykle kyslik, nazyvaji se terpenoidy.
Piiklad béznych terpenoidi jsou mentol, kafr nebo artemisinin, ktery se vyuziva jako
antimalarikum. Terpenoidy jsou zodpovédné za vyrazné aroma rostlin a tvofi hlavni slozku
esencialnich olejti. Terpenoidy pfitomné v esencidlnich olejich rostlin mohou piedchézet
nakaze bakterii Listeria monocytogenes. Terpenoidy z kury stromu zvaného Ptelopsis
suberosa také prokazatelné zabranuji tvorbé viedl a snizuji zadvaznost jiz existujicich vieda.
Stale ale neni jasné, jestli je pozitivni plisobeni proti viedim zplsoben antimikrobidlnim

ucinkem, nebo ochranou Zalude¢ni sliznice [32].

Terpenoidy se také daji vyuzit jako analgetikum, konkrétné kapsaicin, ktery mé pozitivni
vliv na nervovy, kardiovaskularni a travici systém a také ptisobi antimikrobidlné a dokaze
inhibovat velké mnoZstvi bakterii. Kapsaicin je také obsazeny v chilli paprikdch, ma

schopnost vyvolat pocit paleni a tak je pouzivan jako ochucovadlo pokrmii a diky tomu je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

v dnesni dobé€ velmi rozsifeny. Mechanismus antimikrobidlniho u¢inku terpent neni zatim
pfesné pochopen, ale predpokladd se, ze =zahrnuje naruSeni bunéné membrany

mikroorganismii [32].

4.1.2 Fenoly a polyfenoly

Fenolické latky obsahuji ve své struktufe jeden nebo vice fenolovych kruhti. Mezi nej¢astéjsi
zastupce této skupiny patii naptiklad kyselina kavova a skoficova, coz jsou slouceniny
odvozené od fenylpropanu. Hydroxylované fenoly katechol a pyrogallol jsou prokazatelné
toxické pro mikroorganismy. Pocet hydroxylovych skupin ma vliv na toxicitu, kdy zvySena
hydroxylace vede ke zvysené toxicité. Katechol obsahuje dvé hydroxylové skupiny a
pyrogallol obsahuje tfi, je tedy pro organismy vice toxicky. Pfedpoklada se, Ze mechanismus

zodpovédny za fenolickou toxicitu zahrnuje reakci s thiolovymi skupinami [32].

Fenolové slou€eniny s krat§Sim postrannim fetézcem a bez obsahu kysliku mohou byt také
klasifikovany jako esencialni oleje. Takovou latkou miize byt naptiklad eugenol, ktery je

obsazeny v hiebickovém oleji [32].

Chinony jsou aromatické systémy obsahujici dvé ketoskupiny. Jsou v pfirodé
vSudypfitomné a jsou vysoce reaktivni. Chinony snadno podléhaji oxidaéné-redukénim
reakcim, které jsou velmi dulezité v zivych organismech, naptiklad ubichinon (koenzym Q)
prenasi elektrony v dychacim tetézci. Déle také poskytuji zdroje volnych radikali a vytvaii
komplexy s nukleofilnimi aminokyselinami, coZ vede k naruSeni a ztraté¢ funkce daného
proteinu a diky tomu maji chinony dobré antimikrobialni G¢inky. Chinony jsou také
zodpoveédné za reakci hnédnuti poskozeného ovoce €i zeleniny a jejich pfitomnost v henné

dava tomuto materidlu jeho barvici vlastnosti [32].

Flavonoidy jsou fenolové skupiny obsahujici jednu karbonylovou skupinu. Jsou to latky
produkované rostlinami jako odpovéd’ na reakci mikrobidlni infekce, coZ souvisi s jejich
antimikrobidlnimi vlastnostmi. Flavonoidy mohou narusovat povrchové proteiny
mikroorganismli a tim poSkodit jejich funkce. Katechiny, nejvice redukovana forma
flavonoidi, maji velmi dobré antimikrobidlni u¢inky a dokéazi inhibovat velké mnoZstvi
bakterii, jako je naptiklad Streptococcus mutans ¢i Shigella sp. Katechiny jsou obsazené

v ¢ajich oolong [32].

Taniny jsou latky se schopnosti denaturovat proteiny, naptiklad srazet zelatinu z roztoku.
Maji vysoké molekulové hmotnosti a nachéazeji se témét v kazdé Casti rostlin. Taniny vytvari

podobné¢ jako chinony komplexy s bilkovinami, diky ¢emuz mohou také inhibovat bakterie,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

dale maji antiinfek¢ni ucinky. Jejich chut’ je trpkd, jsou obsazené v zeleném caji, kavé nebo
v Cerveném ving [32].

-----

protitrombotické tc¢inky, jsou naptiklad soucasti Iéku warfarin. Také se pouzivaji k prevenci

proti vzniku opart [32].

4.1.3 Alkaloidy

Alkaloidy jsou heterocyklické slouc¢eniny dusiku. Prvni Iékatrské pouZiti bylo zaznamenano
jiz v roce 1805, kdy byl izolovan morfin z nezralych makovic. Mezi derivaty morfinu fadime
kodein a heroin. Diterpenoidni alkaloidy izolovatelné z pryskyiniku maji antimikrobidlni
ucinky. Nékteré typy alkaloidii také mohou pusobit proti infekci HIV 1 proti stfevnim
infekcim spojenym s AIDS. Mechanismus jejich ucinku spociva ve schopnosti interagovat

s DNA [32].

4.1.4 Lignin

Lignin je po celuléze druhym nejrozsitenéjSim biopolymerem lignocelulozové biomasy.
Nachazi se v bunéénych sténach rostlin, kde zvysuje jejich pevnost a tuhost, umoznuje
transport vody a rozpusténych latek a poskytuje bariéru proti invazim riiznych patogent.
Jeho chemickad struktura se 1i$i podle ptivodu, mize pochazet z tvrdého dieva, mékkého
dieva nebo z travy. Pokud lignin pochazi z jehli¢natého dieva, obsahuje hlavné guaiacylové
jednotky. V ptipad¢ tvrdého difeva mé lignin stejné mnozstvi guaiacylovych a syringylovych
jednotek. Travni lignin je charakterizovéan jednotkami guaiacyl, syringyl a p-hydroxyfenyl.
Lignin m4 antioxidacni a protiplisnové U€inky, ve srovnani s celuléozou je odolnéjsi vici
chemickym a biologickym ttokiim a ma vyssSi pevnost. Je také schopen absorbovat UV
zafeni [34]. Antimikrobidlni efekt ligninu dodéavaji hlavné hydroxyfenylové skupiny,
methoxy skupiny, alifatické hydroxylové skupiny a dvojné vazby vnéjSimi uhliky
v postrannim fetézci. Pro antimikrobidlni u¢inek ligninu je dllezitd predevSim
hydroxyfenolova skupina, kterd ma schopnost zachytavat volné radikaly diky atomu vodiku.
Jeho antimikrobidlni UCinek také souvisi s aromatickymi sloucCeninami, které funguji

podobné jako antibiotika [35]. Monomery ligninu jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 6).
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Obr. 6: Monomery ligninu [34].
4.2 DalSi antimikrobialni latky

4.2.1 Triclosan

Triclosan je syntetické antibakteridlni Cinidlo, které se pfi aplikaci snadno vstiebava do
lidskych tkani. Dfive se pridaval do Siroké skaly vyrobkt pro osobni péci, jako jsou mydlové
nemocni¢ni vyrobky, myci prostfedky na télo a zubni pasty. Nicméné byly zjiStény jeho
toxické Ucinky, kterymi miize byt napiiklad potencidlni karcinogenita, naruSeni stfevni
mikroflory, oslabeni imunitniho systému a také zvySuje rezistenci bakterii na antibiotika.
Proto je od roku 2016 zakazano jeho pouZivani v mycich prostfedcich na ruce a télo. Je vSak
ve vysokych koncentracich i v jinych spotiebnich vyrobcich, napiiklad v hrackach a
v kuchynském nadobi. Ukazalo se vSak, Ze triclosan dokaze inhibovat funkci zirnych bunék.
Ty se nachazi ve vétSin€ tkani lidského téla a jsou klicové v mnoha fyziologickych a

patologickych procesech [36, 37].

4.2.2 Antibiotika

Mezi antimikrobidlni latky mohou byt fazena 1 antibiotika. Antibiotika jsou produkovana
bakteriemi nebo houbami. Napfiiklad sulfonamidy jsou skupinou antibiotickych 1éki, které
maji Siroké antibakteridlni U¢inky a diky tomu jsou jedny znejpouzivanéjSich
chemoterapeutik ve veterinarni medicin€. PouZivaji se také v huméanni medicing, ale v mensi
mife. Sulfonamidy jsou cilené na specifické metabolické drahy inhibici biologické drahy
folatu. Jelikoz tyto slouceniny nejsou plné metabolizovany, velka Cast z nich se vylucuje
v moci a tak se dostava do Zivotniho prostfedi. Sulfonamidy jsou biologicky nerozloZitelné
a velmi perzistentni a diky tomu jsou pravideln¢ detekovany ve vodnim prostiedi, kde

mohou mit nezndmé Uc¢inky na vodni organismy. Jednim z nejbéznéjSich chemoterapeutik
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ztéto skupiny je sulfamethoxazol. Je pouzivany jak v huménni tak i ve veterinarni

mediciné [38].

423 Peptidy

Antimikrobialni peptidy jsou genové kodované obranné molekuly, které mohou byt uc¢innou
alternativou k tradi¢nim antibiotikim v boji proti infekcim kvili jejich Sirokospektralni
antimikrobidlni aktivit¢ a obtizim patogend vyvinout si proti nim rezistenci. Jsou soucasti
pfirozené imunity vétSiny zivych organismii a tak pravdépodobné hraji zasadni roli ve
vrozené imunité¢ vétSiny organismil. Vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti rlznym
bakteriim, houbam a virim, véetné¢ nékterych z celedi Coronaviridae. Jejich chemicka

syntéza je ale velmi draha a proto je jejich uzivani omezeno [39].

4.2.4 Nanocastice stiibra

Nanocastice stfibra maji silny antimikrobialni G¢inek proti rliznym mikroorganismim.
To souvisi s jejich velikosti a tvarem, ¢im mensi jsou Castice stiibra, tim vyssi je jejich
antimikrobialni ucinek. Jelikoz jsou koloidni disperze stiibra nestabilni, je nutna stabilizace
velikosti ¢astic. Ke stabilizaci se z polymert pouziva polyvinylpyrolidon, ktery se adsorbuje
na povrch ¢astic a tak zamezi jejich agregaci. Stabilizace vede ke sniZeni hodnoty minimalni
inhibi¢ni koncentrace zejména u gram pozitivnich bakterii. Nanocastice stfibra také dokazi
zvysit ucinnost antibiotik [36, 40]. NanocCastice stiibra se vyuZivaji v oblasti textilniho
prumyslu, mohou se pfidavat do obleceni, kde diky svym antimikrobidlnim vlastnostem ni¢i
bakterie produkujici zapach z potu. Také mohou byt obsaZeny v deodorantech a pracich
prostiedcich, hojné se vyuzivaji i v Iékafském priimyslu a také v elektronice na konstrukci
mikroelektronickych obvodi [41, 42]. Z hlediska bezpecnosti je vSak stiibro toxickym

prvkem, ktery by za normalnich okolnosti nemél byt pfitomen v lidském téle [43].

4.2.5 Nanocastice zinku

Zinek je na rozdil od stiibra v téle dobfe vyuzit, t€lo ho dokéze vyloucit a zaroven plsobi
antibakterialn€. Nanocastice oxidu zinecnatého maji antibakterilni vlastnosti proti gram
pozitivnim 1 gram negativnim bakteriim. Z gram negativnich bakterii je G€¢inny napiiklad
proti bakterii Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonella typhi a Vibrio cholerae. Z. gram
pozitivnich bakterii to mizou byt naptiklad Streptococcus mutans a Streptococcus pyogenes.

Oxid zineCnaty miize ovSem vykazovat urCitou toxicitu pro bunky savci. Vliv velikosti a
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tvaru Castic na toxicitu neni stile jasny, ale nejvyssi antibakteridlni vlastnosti vykazuji

nanocastice pii nejmensich velikostech [43].
4.3 Smési antimikrobialnich latek a polymeru

4.3.1 Vyuziti pfirodnich antimikrobialnich litek v mediciné

V soucasnosti se vyrabi z polymert mnoho zdravotnickych material a vybaveni, které musi
byt sterilni. Jako naptiklad implantaty, protézy, katetry, ventilacni trubice nebo srdecni
chlopné. Tyto zdravotnické prostiedky se aplikuji pfimo do téla pacienta a ptipadna infekce
je pak vysledkem adheze bakterii. Nasledné bakterie na povrchu vytvofi biofilm a jsou tak
mnohem Iépe chranény pied zménami prostredi i proti antibakteridlnim latkdm a také mize
dojit k uvolnovani bakteridlnich bun¢k do okoli, kde mohou zpiisobovat infekei v jinych
¢astech téla. Tyto infekce mohou mit negativni nasledky pro organismus c¢lovéka, je tedy
snaha o vyvoj antibakteridlnich materialii, které by zabranily kolonizaci bakterii na povrchu
polymeru [44—46]. Je zndmo né€kolik metod ke snizeni vySe uvedeného potencionalniho
rizika. Lze toho dosahnout zabudovanim antibakteridlniho ¢inidla do materialu, ale to
vyzaduje velké mnozstvi antibakteridlniho ¢inidla a miize dojit k nekontrolovatelnému
uvoliovani do téla, coz by mohlo vést k dal§im problémtm. Dal§i moznosti je oSetfeni pouze
povrchové vrstvy materialu. Povrch materidlu mize byt oSetfen pomoci povrchové
funkcionalizace, nebo pomoci roubovani za pouziti latek, které zabraiiuji adhezi mikrobtm.

Mohou byt vyuzity napiiklad nanocastice [46].

4.3.2 Vyuziti pfirodnich antimikrobialnich latek v potravinarskych obalech a

zemédélstvi

S rostoucimi obavami o zivotni prostfedi diky rozsahlému pouZzivani syntetickych a
biologicky nerozlozitelnych polymernich oball vzrostly v posledni dobé také pozadavky na
biologicky rozlozitelné a obnovitelné materidly pro obalové aplikace. V primyslu baleni
potravin je potifeba zamezit mikrobialni ¢innost. Toho mtizeme dosdhnout pomoci za¢lenéni
antimikrobidlnich latek, které poskytuji moZnost ochrany potravin pied vyvojem a §ifenim
mikroorganismi. Antimikrobidlni obaly dokazi prodlouzit trvanlivost produkti deaktivaci
nebo snizenim rustu rtiznych bakterii nebo plisni, které jsou Skodlivé pro lidské zdravi.
Antimikrobidlni obal lze piipravit vytvorenim folie pomoci antimikrobidlnich polymert,
potdhnutim bioaktivnich latek na povrch obalu nebo zabudovanim bioaktivnich latek piimo

do obalovych sloucenin [47]. Z primyslového hlediska je pii vyrob& obalovych folii
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nejvyhodnéjsi pouziti klasickych polymernich technologickych postupt, jako je vytlacovani.
Avsak béhem vytlacovani miize dojit ke zhorSeni antimikrobidlni aktivity z diivodu pouziti

vysoké teploty, vysokych vstiikovacich rychlosti a vysokého tlaku [48].

Folie na bazi skrobu s nisinem vykazovala dobré antimikrobidlni vlastnosti proti Listeria
monocytogenes a Clostridium perfringens, ale také méla zlepSenou tepelnou stabilitu a
mechanickou pevnost. Skrob obsahujici propolis jiz pfi malych davkich zmensil
antimikrobialni G¢innost proti riznym patogentim. Zaclenéni antimikrobialnich latek do
PLA umoznilo kontrolovatelné uvoliovani latek, ¢imz se zlepsila jejich Uc¢innost proti
mikroorganismiim. Antimikrobidlni latky zabudované do potahové vrstvy PLA vytvotily

hydrofilni povrch, ktery zabratnuje adhezi mikroorganismii k povrchu folii [47].

Polymer PHB je vhodny pro baleni potravin diky své lamelarni struktute, ktera ptispiva
k jeho vynikajicim bariérovym vlastnostem proti propustnosti vody. Vyznacuje se dobrymi
bariérovymi vlastnostmi pro plyn a vodu, miize byt vyrabén ve velkém méfitku, coz
umoziuje jeho komercni vyuziti. Také méa vysokou krystalinitu a dobré mechanické
vlastnosti, ¢imZ se velmi podobéa polyethylenu. Folie PHB s antimikrobidlnimi ¢inidly
vykazuji vysokou aktivitu pfi inhibici riistu mikroorganismii a kontrolovaném uvoliiovani
dezinfekénich prostiedkti. Antimikrobidlni latky extrahované z ptirodnich zdrojt, jako jsou
esencialni oleje, mély ve studii Araujo a kol. pozadovanou antimikrobidlni aktivitu bez
Skodlivych ucinktl na potraviny [49]. Pti obsahu vanilinu a eugenolu jiz v malém mnozstvi
jsou folie ucinné proti riznym druhim bakterii. Zaclenéni pfirodnich antimikrobidlnich latek
do PHB vsak casto sniZuje tepelnou stabilitu a mechanické vlastnosti folii. Eugenol se
vyznacuje vysokou antimikrobialni aktivitou proti plisnim a Siroké skale bakterii, coz je pro

baleni potravin idedlni [47, 50].

V zeméd¢€lstvi mohou byt biodegradabilni polymery pouzity jako mulcovaci folie.
Ty pomahaji zabranit ristu plevell a sniZit tak spotiebu pesticidli, dale sniZit spotfebu vody
na zalivku, zvysit teplotu pidy a maji schopnost udrzet stadlé teplotni podminky, coz
urychluje rast plodin. Mul€ovaci folie také udrzuji plodiny (naptiklad salaty) Cisté a snizuji
tak potfebu jejich Cisténi po sklizni [51]. Biologicky odbouratelné mulcovaci folie jsou
zapracovavany do pidy, kde se oc¢ekava jejich biodegradace a diky tomu jsou ekologicky
udrzitelnou alternativou k polyethylenovému mulCovani. Dale také zaclenéni biologicky
odbouratelnych mulCovacich folii vede ke zvySené mikrobidlni aktivité a tak mizou
pozitivn¢ ovlivnit dynamiku pidni organické hmoty. Pro vyrobu mul€ovacich folii Ize vyuzit

mimo jiné biodegradabilni polymery, jako je Skrob nebo PBAT, také PHB. Jeho vlastnosti,
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pro které je vyuzivan v baleni potravin, jsou klicové také pro pouziti v zemédélstvi. Folie
vyrobené z PHB ale nemusi udrzet pozadované mechanické vlastnosti po celé produkéni
obdobi. Proto je v nékterych ptipadech vyhodné inkorporovat do folii antimikrobialni latky,

které mohou zpomalit jejich biodegradaci [52].

4.3.3 Biodegradace polymert s pridavkem antimikrobidlnich latek v Zivotnim

prostredi

Ve studii zroku 2015 byly srovnany félie PHB ulozené v ptidé zemédélské, piscité a
skladkové zhlediska rychlosti jejich biodegradace. Folie v zemédélské padé byly
degradovany nejrychleji. To miize byt zpisobeno lepsi dostupnosti ptidniho fosforu a
zastoupenim vét§iho mnozstvi hub. Dale také hraje roli kyselost ptdy, vlhkost a krystalinita
polymeru. Vliv eugenolu na biodegradaci PHB v rliznych typech piidy je patrny na obrazku
(Obr. 7). Folie obsahujici 20 % eugenolu vykazovaly niz§i antimikrobialni aktivitu nez folie
piipravené se 40 % eugenolu. U¢inek pfidané antimikrobialni latky je tedy zavisly na
koncentraci. Folie ulozené v zemédélské ptidé vykazovaly rychlejsi degradaci nez v jinych

typech ptdy. Félie byly inkubovany v ptid¢ po dobu 60 dni [50].

Obr. 7: Biodegradace foliit PHB s obsahem antimikrobialnich latek. Folie
PHB v zemeédeélske, piscite a skladkové pude (a, b, c), folie PHB pripravené
s 20 % eugenolu a zakopané v zemédélské, piscité a skladkové piide
(d, e, f); folie PHB pripravené s 40 % eugenolu a zakopané v zemédelske,
piscité a skladkové pide (g, h, i) [50].
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Ve studii, kterd sledovala biodegradabilitu biopolymeru, ktery obsahoval olej z kurkumy
v systému domaciho kompostovani (29,1 °C) bylo zjisténo, Ze s rostouci tloustkou povlaku
a s mnozstvim kurkumového oleje ubytek hmotnosti béhem biodegradace klesal, dokud
nedosahl minimalni hodnoty a ztrata se poté¢ zvySovala. Snizeni ubytku hmotnosti mohlo byt
zpisobeno pritomnosti kurkumového oleje, ktery je hydrofobni slou¢eninou. Pokud by
objem kurkumového oleje byl 15 ul, mohlo by dojit ke zméné vlastnosti povrchu folie na
hydrofobni. Tim by bylo dosazeno snizeni absorpce vody a tak by doslo ke zpomaleni
rychlosti biodegradace vzorkl. Vétsi objem kurkumového oleje (30 ul) v biopolymerni folii
by zpusobil rychlejsi biodegradaci a to kvuli pfitomnosti polarnich skupin jak
v biopolymeru, tak v oleji, které umoziuji vzorkiim vytvaret vodikové vazby s vodou a ty

pak urychluji rozpad vzorkt [53].

Extrakty kéavy, kakaa a skofice byly pfidany k polylaktidu v mnozstvi 0,5; 5 a 10 %
hmotnosti vzorkll. Vzorky byly kompostovany po dobu az 28 dni. V provedené studii bylo
zjiSténo, ze tyto rostlinné extrakty nemély negativni vliv na proces primyslového
kompostovani. Kéavové a skoficové vytazky dokonce urychlily a zintenzivnily biodegradaci

polylaktidu [54].

Latos-Brozia a Masek se vénovali studii, jejimz cilem bylo analyzovat procesy
kompostovani biologicky odbouratelnych polymert polylaktidu a polyhydroxyalkanoatu
obsahujicich B-karoten, juglon, morin a kurkumin. V rdmci vyzkumu bylo provedeno
Sestimésicni kompostovani material. V ¢asovych intervalech jednoho mésice byl zkouman
ubytek hmotnosti vzorkii, povrchova energie, zména barvy, mechanické vlastnosti a
karbonylové indexy (na zékladé FTIR spektroskopie) kompostovanych materiali. Pomalejsi
degradace vzorkil s rostlinnymi ptisadami byla potvrzena vysledky zkousek mechanické
pevnosti a analyzou zmén karbonylového indexu. Analyza ukazala, Ze polylaktid a PHA

obsahujici pfirodni ptisadu se rozlozili o mésic pozdéji nez referenéni vzorky [55].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité pomucky
Analytické vahy KERN 770, Némecko;
Automatické pipety, Nicciipet (Eppendorf AG);
(2, 10, 20, 100, 200, 500, 1000 a 5000 ul);
Elektronicka susarna Memmert UFB 400;
Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX53M;
Fluorometr DeNovix QFD;
Hmotnostni analyzator plynit UGA 300;
Chladnic¢ka Whirpool kombi WBE 34162;
Laboratorni autoklav Varioklav 75S, H+P;
Laboratorni pfedvazky KERN 440-47;
Provzdusiiovaci aparatura;
Rastrovaci elektronovy mikroskop VEGA LMU (Tescan, Ceska republika);
Vahy KERN WEW 1500-2M;

Dale byly vyuzity bézné laboratorni pomicky a sklo.

5.2 Pouzité chemikalie

H>O Destilovana voda

KH,PO, Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Co(NO3), - 6H,0 Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat

C2HsOH Ethanol

Na,HPO, - 12H,0 Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
KHCO3 Hydrogenuhlic¢itan draselny

NH,Cl Chlorid amonny

NacCl Chlorid sodny
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CaCl, - 2H,0 Chlorid véapenaty dihydrat
H3;BO; Kyselina borita
HCl Kyselina chlorovodikova

(NHy)¢Mo,0,, - 4H,0 Molybdenyn amonny tetrahydrat
(C4Hg0,) Polyhydroxybutyrat

Fe(NH,),(S0,), - 6H,0  Siran amonno-zeleznaty hexahydrat

MgS0, - 7H,0 Siran manganaty heptahydrat
CuS0, - 5H,0 Siran méd’naty pentahydrat
ZnS0, - 7H,0 Siran zine¢naty heptahydrat

5.3 Pouzité polymerni vzorky

Pro studii bylo pouzito PHB od firmy Helian Polymers, ze kterého byla pfipravena folie
z ¢istého PHB a dale folie se tfemi antimikrobidlnimi latkami rostlinného ptivodu (v praci
oznacené jako vzorek 1, 2, 3). Pfidavek antimikrobidlni latky ¢inil 2 %. PHB
s antimikrobialnimi latkami bylo smichano pomoci mikro extruderu pii 180 °C s rotaci
50 otacek za minutu. Folie byly pfipraveny lisovanim také pti 180 °C po dobu 2 minut,
nasledné chlazeni trvalo 2 az 3 minuty. Vzhledem k tomu, Ze price byla vypracovana
v navaznosti na béZici projekt, nebylo mozné uvést nazvy konkrétnich antimikrobialnich
latek. Vyrobce udava, Ze teplota tani pouzit¢tho PHB je 170-176 °C. Primérna hodnota
krystalinity PHB je 70 % [56].

5.4 Priprava inkubaci

Do léhvi o objemu 500 ml pfedem sterilizovanych v autoklavu po dobu 30 minut na 125 °C

bylo pfipraveno:
e 15 g suSiny pudy
e 5 gperlitu
¢ 11,4 ml mineralniho média

e 50 mg vzorku
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V ramci biodegrada¢niho pokusu byly ptipraveny vzdy 3 paralelni lahve se zkoumanym
vzorkem, 3 paralelni ldhve s praSkovym PHB jako pozitivni kontrola a 3 lahve bez ptfidaného
vzorku (slepy pokus) kvili sledovani respiracni aktivity samotné pudy. Sledované vzorky
byly folie, které byly nastiihané na ctverce o velikosti 0,5 x 0,5 cm. Uzavéry byly
sterilizovany pod UV zafenim po dobu 20 minut. VSechny lahve byly uchovany pfi teploté
25 °C bez pristupu svétla.

Mineralni médium

Mineralni médium slouZzi jako zdroj dalezitych prvkl pro organismy. Neslouzi ovSem jako
zdroj energie.

Zasobni roztoky pouzité k ptipravé mineralniho média:

Roztok A

KH, PO, dihydrogenfosfore¢nan draselny. Koncentrace roztoku je 9,07 g/1.

Roztok B

Na,HPO, - 12H,0 hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat. Koncentrace roztoku je
23,90 g/l.

Roztok C

CaCl, - 2H,0 chlorid vapenaty dihydrat. Koncentrace roztoku je 1 g/I.

Roztok D

Fe(NH,),(S0,), - 6H,0 siran amonno-zeleznaty hexahydrat. Koncentrace roztoku je 3 g/1.
Roztok E

MgSO0, - 7H, 0 siran manganaty heptahydrat. Koncentrace roztoku je 10 g/1.

Roztok F

NaCl chlorid sodny. Koncentrace roztoku je 50 g/l.

Roztok G

NH,C! chlorid amonny. Koncentrace roztoku je 30 g/I.
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Roztok stopovych prvkii:

0,043 g/l MnSO, - 5H,0 siran manganaty pentahydrat

0,057 g/l H3BO5 kyselina borita

0,043 g/1 ZnS0O, - 7H, 0 siran zine¢naty heptahydrat

0,037 g/l (NH,)¢Mo,0,, - 4H,0 molybdenyn amonny tetrahydrat
0,025 g/l Co(NO3), - 6H,0 dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat

0,040 g/l CuSO0, - 5H,0 siran méd’naty pentahydrat

SloZeni:

Roztok A 20 ml
Roztok B 80 ml
Roztok C 10 ml
Roztok D 10 ml
Roztok E 10 ml
Roztok F 10 ml
Roztok G 10 ml

Roztok stopovych prvka 2,4 ml

Vsechny roztoky byly smichany a doplnény destilovanou vodou na vysledny objem 1 1.
Nésledné bylo mineradlni médium sterilizovano v autoklavu pii 125 °C 30 minut a poté

ochlazeno a davkovano do inkubaci.
Puda

Byla pouzita standardni pada LUFA 2.2 (LUFA Speyer, Némecko). Ptda byla pteseta ptes
2 mm sito. Nasledné byla stanovena jeji suSina. Standardni ptida byla vyuzita pro své vyhody

oproti artificialni piid€ a ptid¢ odebrané z Zivotniho prostiedi. Pfedevsim:
¢ Dlouhodob4 dostupnost a tedy srovnatelnost testi z riznych let.
e Zadné potize s hledanim, ziskdvanim, pfipravou a pééi o vhodné ptdy.

e Rychl¢ dodani se vSemi potfebnymi udaji o poloze, historii, oSetieni, vzorkovani.
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Stanoveni susiny pidy:

Na ¢istou, suchou a zvazenou Petriho misku bylo navazeno 10 g pudy. Miska s piidou byla

vloZena do elektrické trouby, kde se susila pti 105 °C 3 hodiny. Po vysuSeni byla miska

vlozena do exsikatoru a po zchladnuti na laboratorni teplotu byla zvazena. Poté byla

stanovena suSina pidy a z ni vypocitany potiebny pridavek mineradlniho média do inkubaci

pro dosazeni 50% vlhkosti. Stanoveni se provadélo 2x. Vypocet hodnot probihal podle

nasledujicich vzorct:

Mmp1~—Mm1
Sl = T

Mmpr1~—Mm1

Mmp2 —Mm2
SZ = ke LU e L8

Mmpv2~Mm2

Sp= 2
Kde:
S12 jednotlivé hodnoty susiny ptdy
Mm1,2 hmotnosti prazdnych Petriho misek
Mmp1,2 hmotnosti Petriho misek s navaZzenou ptidou
Mmpv1,2 hmotnosti Petriho misek s vysuSenou ptidou
S pramérna hodnota susiny pudy
Perlit

[%]
[g]
[g]

[g]
[%]

(1)

)

3)

Perlit byl 2x promyt vodou z vodovodniho tadu, 1x destilovanou vodou a vysuSeny

v elektrické troubé pti 105 °C. Pouziva se pro udrzovani vlhkosti a pro lepsi ptistup vzduchu

v celém objemu pudy.
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6 METODY MERENI

6.1 Hmotnostni analyzator plyni UGA 300

Pro vyhodnoceni biodegradace vzorku byl pouzit analyzator plynit UGA 300, na kterém
mohou byt detekovany molekuly do 300 amu. Na pfistroji byla sledovana produkce CO-,

ktery vznika jako produkt aecrobni biodegradace. Dale byl sledovan argon jako standard.

6.1.1 Postup méreni na pristroji UGA 300

Ptistroj byl pred kazdym méfenim nastaven tak, aby méfil signal pouze urcitych plynt, které
mefi v aktudlnim Case. Pfistroj zobrazi graf zavislosti tlaku na Case. Na grafu je mozno
v redlném case sledovat, jak dochazi k ustalovani signalu, coZ umoznuje vybrat vhodny
okamzik pro odecet odezvy. K méteni byl vyuzit jako detektor elektronovy nasobic, jelikoz
je schopen dosahovat nizkych detek¢nich limitt. Po zapnuti pfistroje dochazi k ustalovani
hodnot, proto bylo nutné jej uvést do chodu hodinu pted samotnym métenim. Pfed samotnou
analyzou byly pfipraveny roztoky pro ptfipravu kalibra¢ni kiivky, kde se vyuziva reakce
hydrogenuhli¢itanu draselného s kyselinou chlorovodikovou. Navazka cca 1,1 g KHCO3
byla rozpusténa ve 100 ml odmérné bance a doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Do zkumavky bylo odpipetovano 10 ml 1M HCI. Oba roztoky byly pieneseny do lahvi, kde
byly smichany. Tak doSlo k reakci mezi HCl ze zkumavky s pfesné¢ napipetovanym
mnozstvim KHCOs3 v zavislosti na navazce. Reakce je pomérné rychld, ale i tak se lahve
pred méfenim musi nechat odstat aspon hodinu, aby se méteny oxid uhli¢ity dostal do celého

objemu lahve. Kalibra¢ni fada byla ptipravena: 0; 0,2; 0,45; 1; 1,5; 2; 3 a 8 % KHCO:s.

Pied métenim byl pokazdé vyménén filtr, aby nedochdzelo k jeho ucpéavani. Filtr obsahuje
hydrofilni membranu z PTFE, jednad se o nylonovy filtr o priméru 13 mm a porozité
0,45 um. Septum meéfené ldhve bylo propichnuto tenkou kapildrou, ktera umoznuje
davkovani plynt do pfistroje. Namétfena data byla zobrazovana na pocitaci pomoci softwaru
UGA. Po méfeni byly inkubace provzdusiovany vzduchem, ktery byl vhanény pomoci
silikonovych hadic¢ek napojenych na cerpadlo. Vzduch byl vhanén do 1ahvi pfes promyvaci

lahev.
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6.1.2 Zpracovani dat namérenych pomoci UGA 300

Denni produkce uhliku vyjadiena ve formé CO»:

M@y = % - Mc 4)
Kde:
Mq)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé CO> [mg]
p atmosféricky tlak v okamziku provzdusnovani [kPa]
Syz pomér odezvy detektoru pro CO; a Ar [-]
q absolutni ¢len ziskany z lineadrni regrese pro kalibraci [-]
Vy plynny objem biometrické ldhve [ml]
k smérnice piimky ziskand z linedrni regrese pro kalibraci [-]
R molarni plynova konstanta; R = 8,314 [J - mol™! - K71]
T termodynamicka teplota v okamziku provzdustiovani [K ~1]
M, atoméarni hmotnost uhliku; M, = 12,0107 [g - mol™1]

Kumulativni produkce uhliku ve formé COx:

Mac@ = Mwew T Mace) )
Kde:
Mk)c(2) kumulativni produkce uhliku z aktualniho métfeni [mg]
Mk)c(1) kumulativni produkce uhliku z pfedchoziho méfeni [mg]
M(a)c(2) denni produkce uhliku z aktuadlniho méteni [mg]

Substratova produkce uhliku:

Denni produkce uhliku vyjadrena jako kumulativni produkce uhliku v bioreaktorech snizena

o produkci uhliku ze slepych pokusti:

Ns)c = Mk)cv, T Mi)cs, (6)
Kde:
N(s)c substratova produkce uhliku ve formé CO; [mg]
M)y, kumulativni produkce uhliku z 1ahve se vzorkem [mg]

M)cs, denni produkce uhliku z ldhve bez vzorku [mg]
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Procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO»:

De =08 (7
Kde:
D¢ procentudlni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO; [%]
N(s)c substratova produkce uhliku ve form¢ CO; [mg]
me hmotnost testovaného materidlu [mg]
TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu [%]

6.2 Identifikace Zivych a mrtvych mikroorganismi pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu

Fluorescen¢ni mikroskop funguje na principu vyuZivani zatfeni v UV oblasti. Dochézi zde
k ozateni atomu, elektrony absorbuji energii a jsou excitovany do vyssi energetické hladiny.
Excitovany stav neni stabilni, dochdzi k deexcitaci, tzn. k pfeskoku elektronti zpét na
pivodni hladinu. Je uvolnéna piebytecnd energie (fluorescence). Vzorek tak vyzafi
fluorescencni zafeni a to je moZné snimat. V praxi se vyuzivaji umélé latky, které po ozareni
fluoreskuji, tzv. fluorochromy. Jsou schopny po ozatfeni svétlem o urcité¢ vinoveé délce
(z viditelné ¢1 UV oblasti) svétlo vyzarit zpatky. K detekci Zivych a mrtvych bunék na
fluorescenénim mikroskopu byl pouzit kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit
od firmy Molecular Probes, ktery obsahuje dvé fluorescen¢ni barviva. Barvivo SYTO® 9
slouzi ke vstupu do bakteridlni buiikky neporuSenymi 1 porusenymi membranami. Propidium
jodid prostupuje pouze membranami poskozenymi [57]. Kazdého barviva bylo
odpipetovano 1,5 ul a smichano s 1 ml destilované vody. Do tohoto roztoku byl vlozen
pomoci pinzety vzorek folie na 10 sekund, vzorek byl poté pienesen na podlozni sklicko,
kam byla nanesena kapka destilované vody a poté byl vzorek ptiklopen krycim sklickem.
Takto ptipraveny vzorek byl pfenesen do mikroskopu, kde byly sledovany mikroorganismy
na povrchu vzorki. Pod vhodnymi filtry mikroorganismy po aplikaci barviva fluoreskuji.
Vsechny mikroorganismy fluoreskuji zelené, zatimco mrtvé mikroorganismy s narusenymi
membranami fluoreskuji ¢ervené. Po kombinaci fotografii v programu mikroskopu vznikne

obrazek zachycujici jak zivé, tak mrtvé mikroorganismy.
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6.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) byl vyuzit pro analyzu povrchii vzorkt. Pii méfeni
dopadaji paprsky elektront na vzorek, kdy pii interakci vzorku s elektronovym paprskem
dochdzi k vytvéfeni signali v detektoru a z téchto signdli se nasledné sestavuje vysledny
obraz. Vzorek byl pied skenovanim pokoven velmi tenkou vodivou vrstvou zlata a palladia.
Pokovovani se provadi kvili kvalitnéjSimu zobrazeni. Jelikoz polymer sam o sob¢ je
nevodivy, pokovuje se vodivou vrstvou, kterd umoznuje lepsi odrazeni paprski elektronti
pii méfeni. Pokovovani probihalo po dobu 30 sekund. Pokoveny vzorek byl ofouknuty
vzduchem, aby se pfipadnymi necistotami nezanasel detektor a byl premistén do drzaku
v mikroskopu. Pii mikroskopovani na vzorek dopadaji paprsky elektront, které se odrézi od
povrchu vzorku a tak vznikne vysledny obraz pfenaseny do programu v pocitaci. V nasem

konkrétnim ptipadé bylo méfeno pii napéti 10 kV a byl pouzit svazek 5 elektront.

Rastrovaci elektronova mikroskopie byla provedena ve spolupraci s Ustavem fyziky a

materialového inzenyrstvi.

6.4 Izolace DNA a méreni jeji koncentrace

Pro izolaci DNA byl z kaZzdé¢ inkubace vyjmut jeden vzorek folie o velikosti 0,5 x 0,5 cm,

ktery byl lehce omyt destilovanou vodou.

Izolace DNA ze vzorkd probihala pomoci DNeasy PowerSoil Kit od firmy Qiagen. Kit
obsahuje roztoky C1 az C6, které jsou postupné priddvany ke vzorku. Slozeni roztoka
vyrobce nesdé€luje. Jako prvni byly ke vzorku pfidany zirkonové kulicky a dale 60 pl roztoku
C1. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu po dobu 10 minut a poté centrifugovan.
Supernatant byl pfenesen do Cisté zkumavky, bylo k nému piiddno 250 pl roztoku C2,
zkumavka byla promichéna na vortexu a na 5 minut vloZzena do lednice. Tim doslo
k poruSeni bunéénych membran a uvolnéni DNA do roztoku. Poté byl vzorek centrifugovan.
Supernatant byl opét piemistén do cisté zkumavky, bylo pfidano 200 pl roztoku C3,
zkumavka byla promichéna na vortexu, na 5 minut vlozena do lednice a opé&t centrifugovéna.
Roztok C3 slouZi k odstraniovani inhibitor polymerdzové fetézové reakce. Supernatant byl
premistén do Cisté zkumavky. Roztok C4 byl pred pfidanim do vzorku promichén, bylo
ptidano 1200 pl a vysledny roztok byl opét promichan na vortexu a centrifugovan. Dale byl
postupné vSechen supernatant piemistén do kolonky a centrifugovan. Roztok C4 slouzi
k navdzani DNA na kolonku v nasledujicim kroku. V tomto kroku byla DNA vzorku jiz

zachycena na filtru kolonky, pfebytecna tekutina byla odstranéna a na filtr bylo napipetovano
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500 pl roztoku CS5. Byla provedena opakovana centrifugace, aby doslo k odstranéni
nezédoucich latek z filtru, roztok C5 je promyvaci. Kolonka s filtrem s DNA byla
premisténa do nové zkumavky, bylo ptidano 50 pl roztoku C6, ktery slouzi k eluci DNA.
Roztok C6 byl pted pouzitim piedehiaty na 37 °C. Roztok byl centrifugovan. Ziskana DNA

se nachazela v podobé roztoku v mikrozkumavce, mize byt amplifikovana a analyzovana.

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno pomoci fluorometru DeNovix QFD od firmy
Thermo Fisher Scientific. Byl ktomu pouzit AccuGreen High Sencitivity dsDNA
Quantitation Kit od firmy Biotium. Stanoveni bylo provedeno néasledovné. Nejprve byla
pripravena kalibrac¢ni kifivka pomoci standardnich roztokd. Poté byl pfipraven pracovni
roztok pro méfeni vzorkti DNA natfedénim fluorescenc¢niho barviva AccuGreen Dye a pufru
pro kvantifikaci DNA v poméru 1:200, 200 pl pracovniho roztoku bylo odpipetovdno do
¢iré zkumavky, k roztoku byl ptidan 1 pl vzorku. Zkumavka byla promichéna na vortexu,

vlozena do fluorometru a nasledné byla zméfena koncentrace vzorku.

Izolovana DNA bude v laboratofi molekularni biologie Ustavu inZenyrstvi ochrany

zivotniho prostiedi pouzita v ramci dalsi prace na tématu.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni suSiny pidy

Stanovena susSina pudy a potfebného mnozstvi minerdlniho média do inkubaci bylo
nasledujici:
Primérné hodnota suSiny pidy: 88,09 %

Pridavek mineralniho média do kazdé inkubace: 11,4 ml

7.2 Vyhodnoceni biodegradace

Jak je z obrazku (Obr. 8) patrné, praskové PHB vykazovalo rychly nariist biodegradace jiz
od prvnich dni experimentu. Nejrychlej$i narlst probihal na zacatku, kdy 20. den bylo
dosazeno 60 % degradace. Na konci experimentu byl jiz polymer zcela degradovan.
Mineralizace byla po 90 dnech zméfena jako 111 %, coZz bylo v rdmci odchylky méteni
akceptovatelné. Je ale také mozné, Ze po zkonzumovani polymeru zac¢aly mikroorganismy
vyuZzivat jako zdroj energie odumfelé mikrobidlni buniky pfitomné v konsorciu a produkce
CO, tak pokracovala. V publikaci, ktera se zabyvala vztahy mezi ¢leny mikrobidlniho
konsorcia bylo potvrzeno, Ze mikroorganismy mohou pifi nedostatku zdroje energie
konzumovat mrtvé buniky [58]. Tento druh mikrobidlni interakce byl zkouman také ve studii
Schink a kol., kde byla zkouména kinetika ziskavani energie a nutrientli z mrtvych

mikroorganismi po spotfebovani primarniho zdroje energie [59].

U vzorkt ve formé folii probihala prvnich 14 dni pravdépodobné tzv. lag faze, béhem které
dochazelo k pozvolnéjsimu ristu produkce oxidu uhlicitého. U félie z Cist¢tho PHB bylo na
konci experimentu dosazeno 48 % degradace. Po srovnani rychlosti degradace vzorkti PHB
s pfidanymi antimikrobidlnimi latkami a folie z ¢istého PHB vyplyva, Ze u vzorku 1 pfidana
latka neméla na rychlost biodegradace vliv, pfipadné ji mirné€ urychlila. Mineralizace byla
po 90 dnech 51 %. Naopak vzorek 2 degradoval pomaleji nez ¢ista folie z PHB, mineralizace
po 90 dnech dosahla 35 %. U vzorku 3 bylo dosazeno v 90. dnu 44 % degradace, ptfidana
antimikrobialni latka tedy neméla na rychlost biodegradace vyznamny efekt, ptipadné jen
velmi mirné zpomalujici. VSechny kiivky folii kopirovaly téméf stejny trend, kdy 35. den
dochdzelo k mirnému zpomaleni produkce CO>. Na zacatku doSlo pravdépodobné
k rozkladu 1épe degradovatelnych Casti fetézce (napt. bocnich fetézcli, které mohou byt

obecné vice mobilni a I1épe dostupné pro mikrobialni exoenzymy) [60].
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Rozdil mezi rychlosti degradace Cist¢ého PHB ve formé folie a praSkového PHB byl ziejmé
zpisobeny zejména mnohem vys$im specifickym povrchem prasku oproti PHB ve formé
folie. Cim je specificky povrch vétsi, tim rychleji biodegradace probiha. To je zptisobeno
dobrou dostupnosti vzorku pro mikroorganismy, které tak maji vétSi moznost vzorek
napadnout. Huséarova a kol. zkoumali vliv specifického povrchu na rychlost degradace PLA
v kompostu pti 58 °C. Dosli k zavéru, Ze nejrychleji degradovala PLLA nanesena na ¢asticich
perlitu, jako druha byla PLA ve formé prasku. Naopak nejpomaleji byla diky nejmensimu
specifickému povrchu degradovana folie. Pfedmétem jejich zdjmu byly PLA s rGznou
molekulovou hmotnosti. Folie z PLA se stfedni molekulovou hmotnosti dosahla 95. den
45 % mineralizace a praSkova PLA 80 % mineralizace, prasek se tedy degradoval t¢éméf 2x
rychleji [26]. V naSem vyzkumu prasek degradoval asi 2,3x rychleji nez folie. Vysledky jsou

sumarizovany v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Vysledné hodnoty
mineralizace (D.) pro jednotlivé

vzorky.

D¢ [%] | t[dny]
Vzorek 1 51 90
Vzorek 2 35 90
Vzorek 3 44 90
Folie Cistého PHB 48 90
Prasek PHB 111 90
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Obr. 8: Graf zavislosti mineralizace uhliku z hlediska produkce CO: na poctu dni.

7.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci fluorescenéni mikroskopie byly sledovany Zivé a mrtvé mikroorganismy na povrchu
folii. Mikroorganismy byly patrné jako zelené a Cervené ty€inky. Mikroorganismy byly
pfedevsim ve tvaru kokt a tycinek. Zelené jsou zobrazeny Zivé mikroorganismy, cervené
mrtvé. Zelend a Cervena fluorescence na pozadi byla zptusobena autofluorescenci vzorki.
U vzorku 1 a u folie z ¢istého PHB nebylo mozné odebrat 90. den vzorek z inkubace, jelikoz
mohlo dojit k degradaci amorfni faze, vzorek byl tedy velmi kiehky a nedrzel tvar [26].

Z tohoto diivodu u zminénych vzorkl chybi snimky z 90. dne.

Vzorek 1 (Obr. 9) obsahoval po 14 dnech inkubace (snimek A) velké mnozZstvi kulovitych
bakterii, po 28 dnech (snimek B) se objevily 1 bakterie ve formé ty¢inek. Nebyly pozorovany
témer zadné mrtvé bakterie. Velké mnozstvi bakterii kulového tvaru bylo pozorovéano také
u folie z ¢istého PHB (Obr. 12), ale zde se po 14 dnech inkubace vyskytovalo také vétsi
mnozstvi mrtvych mikroorganismii. Po 28 dnech (snimek B) byl povrch pokryt

mikrobialnim biofilmem. U vzorku 2 (Obr. 10) se na snimcich z fluorescenc¢niho mikroskopu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

nevyskytovaly témet zadné mikroorganismy. Barvivo se zde dostalo do ryh na povrchu félie.
Na snimku potizeném po 90 dnech degradace (snimek C) bylo nalezeno malé mnozstvi
bakterii nahloucenych u sebe v jednom misté. Antimikrobialni latka ptfidana ve vzorku 2
tedy ptispéla k eliminaci vyskytu mikroorganismu na povrchu folie. To koreluje s vysledky
mineralizace, jelikoz vzorek 2 degradoval podle vysledkd mineralizace (Obr. 8) nejpomaleji.
U vzorku 3 (Obr. 11) bylo pozorovéano jen malé mnozstvi mikroorganismt. U pozorovani
vzorkl po 90 dnech bylo zvoleno vétsi zvétSeni, kde se podafilo u vzorku 3 nalézt kolonie
mikroorganismii. Vysledky z pozorovani pomoci fluorescencni mikroskopie souhlasi

s vysledky mineralizace (Obr. 8).

Obr. 9: Fluorescencni mikroskopie, vzorek 1. Folie po 14
dnech biodegradace (A), po 28 dnech biodegradace (B), po
90 dnech biodegradace nebylo jiz mozno folii odebrat,
jelikoz byla zcela rozloZend. Zvétseno 200x.

Obr. 10: Fluorescencni mikroskopie, vzorek 2. Folie po 14 dnech biodegradace (A), po 28
dnech biodegradace (B), po 90 dnech biodegradace (C). Zvétseno 200x.
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Obr. 11: Fluorescencni mikroskopie, vzorek 3. Folie po 14 dnech biodegradace (4), po 28
dnech biodegradace (B). Zvétseno 200x. Folie po 90 dnech biodegradace (C). Zveétseno
500x.

Obr. 12: Fluorescencni mikroskopie, folie cistého PHB.
Folie po 14 dnech biodegradace (A), po 28 dnech
biodegradace (B), po 90 dnech biodegradace nebylo jiz
mozno folii odebrat, jelikoz byla zcela rozloZend. Zveétseno

200x.

7.4 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Metoda pozorovani vzorkli pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu byla pouzita
kvtli detailnimu pozorovani mikroorganismu a také pro pozorovani zmén na povrchu folii.
Mikroskopie byla provedena pro folie pted degradaci a po 14, 28 a 90 dnech degradace.
Snimky z 90. dne biodegradace nebylo mozné potidit u vzorku 1 a u félie z ¢ist¢ho PHB
z divodu kiehkosti vzorkl zptisobené biodegradaci. Vzorky nebylo mozné odebrat. Snimky
ze SEM jsou vyobrazené na obrazcich 13—17. VSechny snimky s ozna¢enim A jsou vzdy
folie jednotlivych vzorkii pted biodegradaci, jejich povrch byl hladky a neporuSeny.
Na snimcich s oznacenim B, které byly potizeny po 14 dnech biodegradace, byl povrch jiz

odkryty, vyskytovaly se na ném pory a trhliny, bylo mozné vidét 1 sférolity.

U vzorku 1 (Obr. 13) po 14 dnech (snimek B) se kolem rozruSené struktury folie nachazely
vlaknité houby, které po 28 dnech biodegradace (snimek C) jiz nebyly pozorovany.
U vzorku 2 (Obr. 14) byly po degradaci na povrchu pozorovany péry a prohlubné, po 14
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dnech biodegradace (snimek B) se zde nachazely také vlaknité houby. Na nasledujicich
snimcich se mikroorganismy jiz nevyskytovaly. U vzorku 3 (Obr. 15) se po 28 dnech
biodegradace (snimek C) nachazela rozséhla trhlina, kolem které se nachazelo vlakno.
Nejspis se jednalo o vlaknitou houbu, kdy pisobenim exoenzymil houby doslo k rozruseni
polymerni struktury. Na ostatnich snimcich vzorku 2 po biodegradaci (snimek B a D) bylo
také sledovano naruSeni povrchu. Kolem naruSeni se vyskytovaly mikroorganismy, ale
nachazely se zde zejména zbytky pldy. U folie z ¢ist¢ého PHB (Obr. 16 a 17) byly pfitomny
také koky, ale zejména byla pozorovéana vlakna (snimek B i C), mohlo by se jednat o vlaknité
houby. Vidime zde naruseni povrchu v okoli vldken, jsou patrné trhliny v materialu.
Pro ptesné zjisténi degradujicich mikroorganismt by byl nutny mikrobiologicky rozbor,
avSak ve studii Mergaert a kol. bylo zji§téno, Ze mezi mikroorganismy degradujici PHB
muzeme fadit napiiklad vlaknité houby Paecilomyces marquandii, také houby z tadu
Penicillium a nebo bakterie Streptomyces [28]. Mohlo by se tedy jednat o vySe zminéné
mikroorganismy. Z vysledki SEM je patrné, ze pro biodegradaci PHB jsou dilezité

predevSim mikroskopické houby, coz koreluje s literaturou [61].

Obr. 13: SEM snimky, vzorek 1. Folie pred biodegradaci (4), po 14 dnech biodegradace (B),
po 28 dnech biodegradace (C), po 90 dnech biodegradace nebylo jiz mozno folii odebrat,
jelikoz byla zcela rozloZena. Zvetseno 3000x.
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Obr. 14: SEM snimky, vzorek 2. Folie pred biodegradaci (A),
po 14 dnech biodegradace (B), po 28 dnech biodegradace
(C), po 90 dnech biodegradace (D). Zveétseno 3000x.
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Obr. 15: SEM snimky, vzorek 3. Folie pred biodegradaci (A4),
po 14 dnech biodegradace (B), po 28 dnech biodegradace
(C), po 90 dnech biodegradace (D). Zvétseno 3000x.

Obr. 16: SEM snimky, folie cisteho PHB. Folie pred biodegradaci (A), po 14 dnech
biodegradace (B), po 28 dnech biodegradace (C), po 90 dnech biodegradace nebylo jiz
mozno folii odebrat, jelikoz byla zcela rozlozena. Zvétseno 1000x.
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Obr. 17: SEM snimky, folie cistého PHB. Folie pred biodegradaci (4), po 14 dnech
biodegradace (B), po 28 dnech biodegradace (C), po 90 dnech biodegradace nebylo jiz
mozno folii odebrat, jelikoz byla zcela rozlozena. Zveétseno 3000x.

7.5 Koncentrace DNA

Ze vzorki byla izolovana DNA a zméfena jeji koncentrace (Tab. 2). Koncentrace DNA
pomohla k odhadu mnozstvi biomasy ve vzorcich. Z blanku (ptida bez vzorku) byl vzdy
odebran 1 g ptdy, z kterého byla izolace DNA provadéna. Z inkubaci se vzorky byla po 14
a po 28 dnech vZzdy odebrana 1 folie. Po 90 dnech jiZ nebyl mozny odbér kousku samotné
folie, proto byl odebran z kazdé inkubace 1 g mixu vzorku a piidy, u kterého byla nasledné
zmeétena koncentrace DNA. Koncentrace DNA v 1 g ptidy pted zaloZenim experimentu byla
37,4 ng/ul. Koncentrace DNA blanku byla po celou dobu inkubace téméf stejna, mizeme
tedy predpokladat, Zze v inkubacnich lahvich ptetrvavaly konstantni podminky a mnozstvi
mikroorganismut nebylo ovlivnéno prostfedim. U samotnych vzorkti nedoslo k vyznamnému
zvySeni mnozstvi DNA v priibéhu experimentu. Nejvyssi koncentrace bylo jednoznacné
dosazeno u folie ¢istého PHB, na jejimz povrchu bylo také pomoci mikroskopie pozorovano
nejvetsi mnozstvi mikroorganismi. U vzorkd, které obsahovaly antimikrobialni latky, byla
koncentrace DNA pii prvnich dvou odbérech nizs$i, coz odpovida také snimkim
z mikroskopie. Vysledky po 90 dnech byly zkresleny tim, Ze byla odebrana ptedevsim ptlida,
proto byla koncentrace ve vSech inkubacich velmi podobna. Vétsi nartst koncentrace DNA

byl zaznamenan jen u inkubace, ktera obsahovala ¢isté PHB.
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Tab. 2: Vysledky z méreni koncentrace DNA
vzorkii a blanku.

Odebrano po:

14 dnech | 28 dnech | 90 dnech

c [ng/ul] | clng/ul] | c[ng/ul]
Vzorek 1 0,14 0,25 433
Vzorek 2 0,03 0,10 43,4
Vzorek 3 0,05 0,34 42,6
Cisté PHB 3,39 3,02 48,3
Blank 41,90 41,60 40,4
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo otestovat vliv pfidanych antimikrobialnich latek do folii
pripravenych z ptirodniho polymeru polyhydroxybutyratu (PHB) na rychlosti biodegradace.
Na experiment byly pouzity celkem 4 folie, z nichz 3 obsahovaly kromé¢ ¢istého PHB jesté

pfidanou antimikrobidlni latku. Pfidavek antimikrobidlni latky Cinil 2 %.

Procento mineralizace uhliku z hlediska produkce CO» v zavislosti na ¢ase bylo sledovéano
pomoci hmotnostniho analyzatoru plynia UGA 300. Pfidavek antimikrobialnich latek nem¢l
na rychlost biodegradace vyrazny vliv. Pouze antimikrobialni latka, ktera byla ptidana ke

vzorku 2, rychlost biodegradace folie snizila.

Pomoci fluorescencni a rastrovaci elektronové mikroskopie bylo mozno sledovat
mikroorganismy na povrchu vzorki po 14, 28 a 90 dnech inkubace. Vzorek 1 a folie z Cistého
PHB nebylo mozno na konci experimentu odebrat. Na vSech materidlech se vyskytovala
mikrobialni filamenta ¢i bakterialni kolonie. Hustota mikrobialniho osidleni byla nejvétsi
u folie vyrobené z c¢isttho PHB. Z vysledkii mikroskopického pozorovani je mozné
usuzovat, ze antimikrobidlni latky eliminovaly mnoZstvi mikroorganisma na povrchu folii.
Z vysledkti dale vyplyva, Ze rist mikroorganismi byl ziejmé eliminovan zejména na

povrchu vzorku 2, u kterého byly také naméteny nejmensi hodnoty mineralizace.

S vysledky mikroskopického pozorovani a méfeni mineralizace koreluje také mnozstvi
izolované DNA z jednotlivych vzorkl a inkubaci. DNA byla izolovéna 14. a 28. den
experimentu piimo z folii a 90. den experimentu ze smési pudy a zbytkl vzorkl. Mnozstvi
DNA izolované z blanku (ptida bez vzorku) bylo po dobu experimentu konstantni, 1ze tedy
usuzovat, ze na vyskyt mikroorganismii neplsobilo, at’ pozitivné ¢i negativng, vnéjsi
prostiedi. Koncentrace izolované DNA byla v priibéhu inkubace pro vzorky podobna,
nejvysSich hodnot bylo dosazeno pro ¢ist¢ PHB. Na konci experimentu byly hodnoty
koncentrace DNA inkubaci 1 blanku velmi podobné, nejvétsi mnoZstvi DNA bylo
vyizolovano z inkubace s folii z ¢ist¢tho PHB. Izolovand DNA bude v ramci vyzkumu
vyuzita k dal$im analyzdm (napf. next generation sequencing), coz umozni detailni rozbor

mikrobialniho konsorcia v inkubacich.

Na zaklad¢ vysledkl prace lze fici, ze aplikace testovanych antimikrobialnich latek nevedla
vzdy ke zpomaleni rychlosti degradace biodegradabilnich polymert v piid€. Velky vliv na
rychlost biodegradace maji pravdépodobné také abiotické faktory, naptiklad abioticka
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hydrolyza. VSechny testované antimikrobialni latky ale eliminovaly rGst mikroorganismi na
povrchu folii.
Zaverem je tedy mozno fici, ze pro ucely v oblasti zeméed€lstvi pro vyrobu mulovacich folii

s delsi dobou zivotnosti by byl nejvhodné;si vzorek 2, prave diky své pomalejsi degradaci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

2]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

T. Mekonnen, P. Mussone, H. Khalil a D. Bressler. Progress in bio-based plastics
and plasticizing modifications. Journal of Materials Chemistry A, [online]. 2013, 1,
no. 43, pp. 13379-13398, [cit. 2021-14-05]. Dostupné z: doi: 10.1039/c3tal2555f.
S. Thakur, J. Chaudhary, B. Sharma, A. Verma, S. Tamulevicius a V. K. Thakur.
Sustainability of bioplastics: Opportunities and challenges. Current Opinion in
Green and Sustainable Chemistry, [online]. 2018, 13, pp 68-75, [cit. 2021-28-01].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.cogsc.2018.04.013.

S. M. Emadian, T. T. Onay a B. Demirel. Biodegradation of bioplastics in natural
environments. Waste Management, [online]. 2017, 59, pp. 526-536, [cit. 2021-14-
05]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.wasman.2016.10.006.

A. A. Shah, F. Hasan, A. Hameed a S. Ahmed. Biological degradation of plastics: A
comprehensive review. Biotechnology Advances, [online]. 2008, 26, no. 3, pp. 246-
265, [cit. 2021-28-01]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.biotechadv.2007.12.005.

T. V. Shah a D. V. Vasava. A glimpse of biodegradable polymers and their
biomedical applications. E-Polymers, [online]. 2019, 19, no. 1, pp. 385-410, [cit.
2021-28-01]. Dostupné z: doi: 10.1515/epoly-2019-0041.

F. Gironi a V. Piemonte. Bioplastics and Petroleum-based Plastics: Strengths and
Weaknesses. Energy Sources Part a-Recovery Ultilization and Environmental
Effects, [online]. 2011, 33, no. 21, pp. 1949-1959, [cit. 2021-28-01]. Dostupné z: doi:
10.1080/15567030903436830.

L. S. Nair a C. T. Laurencin. Biodegradable polymers as biomaterials. Progress in
Polymer Science, [online]. 2007, 32, no. 8-9, pp. 762-798, [cit. 2021-29-01].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.progpolymsci.2007.05.017.

E. Rudnik. Compostable Polymer Materials: Definitions, Structures, and Methods of
Preparation. Handbook of Biopolymers and Biodegradable Plastics: Properties,
Processing and Applications, [online]. 2013, pp. 189-211, [cit. 2021-30-01].
Dostupné z: doi: 10.1016/B978-008045371-2.50004-4.

K. Dietrich et al. Increasing PHB production with an industrially scalable hardwood
hydrolysate as a carbon source. Industrial Crops and Products, [online]. 2020, 154,
no. 112703, p. 9, [cit. 2021-29-01]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.indcrop.2020.112703.
T. M. de Resende a M. M. da Costa. Chapter 12 - Biopolymers of sugarcane.
Sugarcane Biorefinery, Technology and Perspectives, [online]. F. Santos, S. C.
Rabelo, M. De Matos, a P. Eichler Eds.: Academic Press, 2020, pp. 229-254, [cit.
2021-04-03]. Dostupné z: doi: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814236-3.00012-
3.

A. Santos, L. Dalla Valentina, A. Schulz a M. Duarte. From Obtaining to
Degradation of PHB: Material Properties. Part 1. Ingenieria y Ciencia, [online]. 2017,
13, pp. 269-298, [cit. 2021-25-02]. Dostupné z: doi: 10.17230/ingciencia.13.26.10.
T. Hiraishi, Y. Hirahara, Y. Doi, M. Maeda a S. Taguchi. Effects of mutations in the
substrate-binding domain of poly (R)-3-hydroxybutyrate (PHB) depolymerase from
Ralstonia pickettii T1 on PHB degradation.  Applied and Environmental
Microbiology, [online]. 2006, 72, no. 11, pp. 7331-7338, [cit. 2021-15-02]. Dostupné
z: doi: 10.1128/aem.01187-06.

D. Jendrossek. Microbial degradation of polyesters: a review on extracellular
poly(hydroxyalkanoic acid) depolymerases. Polymer Degradation and Stability,
[online]. 1998, 59, no. 1-3, pp. 317-325, [cit. 2021-15-02]. Dostupné z: doi:
10.1016/s0141-3910(97)00190-0.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

L. Jeszeova et al. Microbial communities responsible for the degradation of
poly(lactic acid)/poly(3-hydroxybutyrate) blend mulches in soil burial respirometric
tests. World Journal of Microbiology & Biotechnology, [online]. 2018, 34, no. 101,
p. 12, [cit. 2021-28-02]. Dostupné z: doi: 10.1007/s11274-018-2483-y.

S. M. Satti, Z. Shah, A. Lugman, F. Hasan, M. Osman a A. A. Shah. Biodegradation
of Poly(3-hydroxybutyrate) and Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) by
Newly Isolated Penicillium oxalicum SS2 in Soil Microcosms and Partial
Characterization of Extracellular Depolymerase. Current Microbiology, [online].
2020, 77, no. 8, pp. 1622-1636, [cit. 2021-05-03]. Dostupné z: doi: 10.1007/s00284-
020-01968-7.

P. Basnett, S. Ravi a . Roy. Natural bacterial biodegradable medical polymers:
polyhydroxyalkanoates. Science and Principles of Biodegradable and Bioresorbable
Medical Polymers: Materials and Properties, [online]. X. Zhang Ed., Woodhead
Publishing Series in Biomaterials. Cambridge: Woodhead Publ Ltd, 2017, 117, pp.
257-277, [cit. 2021-04-03]. Dostupné z: doi: 10.1016/B978-0-08-100372-5.00008-8
H. Q. Lu a S. G. Kazarian. How does high-pressure CO- affect the morphology of
PCL/PLA blends? Visualization of phase separation using in situ ATR-FTIR
spectroscopic imaging. Spectrochimica Acta Part a-Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, [online]. 2020, 243, no. 118760, p. 8, [cit. 2021-04-03]. Dostupné z:
doi: 10.1016/j.s22.2020.118760.

Polymléc¢na kyselina PLA, kolik toho vite a Pla ptibory Set - znalosti - Dongugan
Dexuan plast hardwarové produkty Co., Ltd. Piibory do vzduchu, Nadobi do
vzduchu, Jednorazové plastové piibory, Jednorazové plastové nadobi, Plastové
michacky Dodavatelé Cina - velkoobchodni cena — DEXUAN, [online]. Copyright
© Dongugan Dexuan Plastic Hardware Products Co., Ltd. VSechna prava
vyhrazena, [cit. 2020-11-19]. Dostupné z: http://cz.dxcutlery-
ar.com/info/polylactic-acid-pla-how-much-do-you-know-30513428.html

I. Kyrikou a D. Briassoulis. Biodegradation of agricultural plastic films: A critical
review. Journal of Polymers and the Environment, [online]. 2007, 15, no. 2, pp. 125-
150, [cit. 2020-11-19]. Dostupné z: doi: 10.1007/s10924-007-0053-8.

N. Lucas, C. Bienaime, C. Belloy, M. Queneudec, F. Silvestre a J. E. Nava-Saucedo.
Polymer biodegradation: Mechanisms and estimation techniques. Chemosphere,
[online]. 2008, 73, no. 4, pp. 429-442, [cit. 2021-05-03]. Dostupné z: doi:
10.1016/j.chemosphere.2008.06.064.

F. Jbilou et al. Biodegradation study of plasticised corn flour/poly(butylene
succinate-co-butylene adipate) blends. Polymer Testing, [online]. 2013, 32, no. 8,
pp- 1565-1575, [cit. 2021-05-03]. Dostupné Z: doi:
10.1016/j.polymertesting.2013.10.006.

Y. J. Phua, W. S. Chow a Z. A. M. Ishak. The hydrolytic effect of moisture and
hygrothermal aging on poly(butylene succinate)/organo-montmorillonite
nanocomposites. Polymer Degradation and Stability, [online]. 2011, 96, no. 7, pp.
1194-1203, [cit. 2021-04-03]. Dostupné Z: doi:
10.1016/j.polymdegradstab.2011.04.017.

M. Dvorackova, P. Svoboda, L. Kostka a S. Pekarova. Influence of biodegradation
in thermophilic anaerobic aqueous conditions on crystallization of poly(butylene
succinate). Polymer Testing, [online]. 2015, 47, pp. 59-70, [cit. 2021-06-03].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.polymertesting.2015.08.006.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

J. D. Gu. Microbiological deterioration and degradation of synthetic polymeric
materials: recent research advances. [International Biodeterioration &
Biodegradation, [online]. 2003, 52, no. 2, pp. 69-91, [cit. 2021-15-03]. Dostupné z:
doi: 10.1016/s0964-8305(02)00177-4.

T. Ahmed et al. Biodegradation of plastics: current scenario and future prospects for
environmental safety. Environmental Science and Pollution Research, [online].
2018, 25, no. 8, pp. 7287-7298, [cit. 2021-15-03]. Dostupné z: doi: 10.1007/s11356-
018-1234-9.

L. Husarova et al. Identification of important abiotic and biotic factors in the
biodegradation of poly(l-lactic acid). International Journal of Biological
Macromolecules, [online]. 2014, 71, pp. 155-162, [cit. 2021-15-03]. Dostupné z: doi:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.04.050.

T. P. Haider, C. Volker, J. Kramm, K. Landfester a F. R. Wurm. Plastics of the
Future? The Impact of Biodegradable Polymers on the Environment and on Society.
Angewandte Chemie-International Edition, [online]. 2019, 58, no. 1, pp. 50-62, [cit.
2021-16-03]. Dostupné z: doi: 10.1002/anie.201805766.

J. Mergaert, A. Webb, C. Anderson, A. Wouters a J. Swings. MICROBIAL-
DEGRADATION OF POLY(3-HYDROXYBUTYRATE) AND POLY(3-
HYDROXYBUTYRATE-CO-3-HYDROXYVALERATE) IN SOILS. 4pplied and
Environmental Microbiology, [online]. 1993, 59, no. 10, pp. 3233-3238. Dostupné z:
doi: 10.1128/aem.59.10.3233-3238.1993.

A. N. Boyandin et al. Microbial degradation of polyhydroxyalkanoates in tropical
soils. International Biodeterioration & Biodegradation, [online]. 2013, 83, pp. 77-
84, [cit. 2021-16-03]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.ibiod.2013.04.014.

D. Kalemba a A. Kunicka. Antibacterial and Antifugal properties of essential oils.
Curr Med Chem, [online]. 2003, 10, no. 10, pp. 813-29, [cit. 2021-17-03]. Dostupné
z: doi: 10.1016/j.cogsc.2018.04.013.

I. Hochel a K. Demnerova. Antimikrobialni latky. [cit. 2021-17-03]. Dostupné z:
http://old-biomikro.vscht.cz/vyuka/fm/L9 Antimikrobialni_latky.pdf

M. M. Cowan. Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology
Reviews, [online]. 1999, 12, no. 4, pp. 564, [cit. 2021-15-03]. Dostupn¢ z: doi:
10.1128/cmr.12.4.564.

R. M. Abdelhameed, E. Alzahrani, A. A. Shaltout a H. E. Emam. Temperature-
controlled-release of essential oil via reusable mesoporous composite of
microcrystalline cellulose and zeolitic imidazole frameworks. Journal of Industrial
and Engineering Chemistry, [online]. 2021, 94, pp. 134-144, [cit. 2021-15-03].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.jiec.2020.10.025.

P. Figueiredo, K. Lintinen, J. T. Hirvonen, M. A. Kostiainen a H. A. Santos.
Properties and chemical modifications of lignin: Towards lignin-based nanomaterials
for biomedical applications. Progress in Materials Science, [online]. 2018, 93, pp.
233-269, [cit. 2021-19-03]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.pmatsci.2017.12.001.

T. V. Lourencon et al. Antioxidant, antibacterial and antitumoural activities of kraft
lignin from hardwood fractionated by acid precipitation. International Journal of
Biological Macromolecules, [online]. 2021, 166, pp. 1535-1542, [cit. 2021-16-03].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.ijbiomac.2020.11.033.

M. Z. Li a C. D. Zhang. Are silver nanoparticles better than triclosan as a daily
antimicrobial? Answers from the perspectives of gut microbiome disruption and
pathogenicity. Science of the Total Environment, [online]. 2021, 756, no. 143983, p.
14, [cit. 2021-23-03]. Dostupné z: 143983, doi: 10.1016/j.scitotenv.2020.143983.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

J. K. Shim et al. Antimicrobial agent triclosan suppresses mast cell signaling via
phospholipase D inhibition. Journal of Applied Toxicology, [online]. 2019, 39, no.
12, pp. 1672-1690, [cit. 2021-23-03]. Dostupné z: doi: 10.1002/jat.3884.

A. Bialk-Bielinska et al. Ecotoxicity evaluation of selected sulfonamides.
Chemosphere, [online]. 2011, 85, no. 6, pp. 928-933, [cit. 2021-29-03]. Dostupné z:
doi: 10.1016/j.chemosphere.2011.06.058.

A. Cuesta et al. Influence of adding terminal tags on the structural and antimicrobial
properties of the peptide caerin 1.1. Aquaculture, [online]. 2021, 532, no. 736035, p.
10, [cit. 2021-30-03]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.aquaculture.2020.736035.

R. Veéetova. Koloidni stibro a jeho biologicka aktivita. Ustav mikrobiologie LF
UP, Olomouc, [online]. 2016, [cit. 2021-30-05]. Dostupné z:
https://www klinickafarmakologie.cz/pdfs/far/2016/03/04.pdf

L. Kvitek. Studium ptipravy a aplika¢nich moznosti nanoc¢astic stfibra. Habilitacni
prace, Univerzita Palackého v Olomouci, Piirodovédecka fakulta, [online]. 2008,
[cit. 2021-30-03]. Dostupné Z:
http://www.zdravestribro.cz/admin/data/img/uploads/HP_Kvitek.pdf

L. Kvitek, R. Prucek, A. Panacek a J. Soukupova. Nanocastice stiibra - pfiprava,
vlastnosti a aplikace. Nanocon, Roznov pod Radhostém, [online]. 2009, [cit. 2021-
30-03]. Dostupné z:

http://www.nanocon.eu/files/proceedings/nanocon _09/Lists/Papers/008.pdf

U. F. Gunputh, H. R. Le, A. Besinis, C. Tredwin a R. D. Handy. Multilayered
composite coatings of titanium dioxide nanotubes decorated with zinc oxide and
hydroxyapatite nanoparticles: controlled release of Zn and antimicrobial properties
against Staphylococcus aureus. International Journal of Nanomedicine, [online].
2019, 14, pp. 3583-3600, [cit. 2021-04-04]. Dostupné z: doi: 10.2147/ijn.s199219.
H. X. Wu et al. Highly Efficient Antibacterial Surface Grafted with a Triclosan-
Decorated Poly(N-Hydroxyethylacrylamide) Brush. Acs Applied Materials &
Interfaces, [online]. 2015, 7, no. 12, pp. 7008-7015, [cit. 2021-04-04]. Dostupné z:
doi: 10.1021/acsami.5b01210.

M. Chylinska, H. Kaczmarek, A. Burkowska-But a M. Walczak. Novel biocidal N-
halamine plastic based on poly(vinyl chloride): Preparation and characteristics.
Journal of Industrial and Engineering Chemistry, [online]. 2015, 28, pp. 124-130,
[cit. 2021-04-04]. Dostupné z: doi: 10.1016/j.jiec.2015.02.007.

F. Bilek et al. Preparation of active antibacterial LDPE surface through multistep
physicochemical approach II: Graft type effect on antibacterial properties. Colloids
and Surfaces B-Biointerfaces, [online]. 2013, 102, pp. 842-848, [cit. 2021-05-04].
Dostupné z: doi: 10.1016/j.colsurfb.2012.08.026.

Y. Zhong, P. Godwin, Y. Jin a H. Xiao. Biodegradable polymers and green-based
antimicrobial packaging materials: A mini-review. Advanced Industrial and
Engineering Polymer Research, [online]. 2020, 3, no. 1, pp. 27-35, [cit. 2021-15-03].
Dostupné z: doi: https://doi.org/10.1016/j.aiepr.2019.11.002.

M. A. Del Nobile, A. Conte, G. G. Buonocore, A. L. Incoronato, A. Massaro a O.
Panza. Active packaging by extrusion processing of recyclable and biodegradable
polymers. Journal of Food Engineering, [online]. 2009, 93, no. 1, pp. 1-6, [cit. 2021-
04-04]. Dostupné z: doi: https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2008.12.022.

G. K. P. de Araujo et al. Physical, antimicrobial and antioxidant properties of starch-
based film containing ethanolic propolis extract. International Journal of Food
Science and Technology, [online]. 2015, 50, no. 9, pp. 2028-2080, [cit. 2021-05-04].
Dostupné z: doi: 10.1111/ijfs.12869.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

C. R. Rech et al. Biodegradation of eugenol-loaded polyhydroxybutyrate films in
different soil types. Case Studies in Chemical and Environmental Engineering,
[online]. 2020, 2, p. 100014, [cit. 2021-06-04]. Dostupné z: doi:
https://doi.org/10.1016/j.cscee.2020.100014.

S. Thanner, D. Drissner a F. Walsh. Antimicrobial Resistance in Agriculture. Mbio,
[online]. 2016, 7, no. 2, p. 7, [cit. 2021-06-04]. Dostupné¢ z: doi:
10.1128/mBi0.02227-15.

S. Bandopadhyay, L. Martin-Closas, A. M. Pelacho a J. M. DeBruyn. Biodegradable
Plastic Mulch Films: Impacts on Soil Microbial Communities and Ecosystem
Functions. Frontiers in Microbiology, [online]. 2018, 9, no. 819, p. 7, [cit. 2021-07-
04]. Dostupné z: doi: 10.3389/fmicb.2018.00819.

F. A. Mustapha, J. Jai, N. H. Nik Raikhan, Z. I. M. Sharif a N. M. Yusof. Response
surface methodology analysis towards biodegradability and antimicrobial activity of
biopolymer film containing turmeric oil against Aspergillus niger. Food Control,
[online]. 2019, 99, pp. 106-113, [cit. 2021-07-04]. Dostupné z: doi:
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.12.042.

K. Moraczewski et al. Composting of Polylactide Containing Natural Anti-Aging
Compounds of Plant Origin. Polymers, [online]. 2019, 11, no. 10, p. 19, [cit. 2021-
16-05]. Dostupné z: doi: 10.3390/polym11101582.

M. Latos-Brozio a A. Masek. The Effect of Natural Additives on the Composting
Properties of Aliphatic Polyesters. Polymers, [online]. 2020, 12, no. 9, p. 15, [cit.
2021-16-05]. Dostupné z: doi: 10.3390/polym12091856.

S. Khanna a A. K. Srivastava. Recent advances in microbial polyhydroxyalkanoates.
Process Biochemistry, [online]. 2005, 40, no. 2, pp. 607-619, [cit. 2021-01-05].
Dostupné z: doi: https://doi.org/10.1016/j.procbio.2004.01.053.

J. B. Emerson ef al. Schrodinger’s microbes: Tools for distinguishing the living from
the dead in microbial ecosystems. Microbiome, [online]. 2017, 5, no. 1, p. 86, [cit.
2021-01-05]. Dostupné z: doi: 10.1186/s40168-017-0285-3.

S. Ghosh, R. Chowdhury a P. Bhattacharya. Mixed consortia in bioprocesses: role of
microbial interactions. Applied Microbiology and Biotechnology, [online]. 2016,
100, no. 10, pp. 4283-4295, [cit. 2021-10-05]. Dostupné z: doi: 10.1007/s00253-016-
7448-1.

S. J. Schink, E. Biselli, C. Ammar a U. Gerland. Death Rate of E. coli during
Starvation Is Set by Maintenance Cost and Biomass Recycling. Cell Systems,
[online]. 2019, 9, no. 1, p. 64, [cit. 2021-15-05]. Dostupné z: doi:
10.1016/j.cels.2019.06.003.

J. E. Kemnitzer, S. P. McCarthy a R. A. Gross. POLY(BETA-
HYDROXYBUTYRATE) STEREOISOMERS - A MODEL STUDY OF THE
EFFECTS OF STEREOCHEMICAL AND MORPHOLOGICAL VARIABLES ON
POLYMER BIOLOGICAL DEGRADABILITY. Macromolecules, [online]. 1992,
25, mo. 22, pp. 5927-5934, [cit. 2021-10-05]. Dostupné z: doi:
10.1021/ma00048a011.

J. Sera, L. Serbruyns, B. De Wilde a M. Koutny. Accelerated biodegradation testing
of slowly degradable polyesters in soil. Polymer Degradation and Stability, [online].
2020, 171, no. 109031, p. 10, [cit. 2021-15-05]. Dostupné z: doi:
10.1016/j.polymdegradstab.2019.109031.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

58

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CO2
D.
DNA
PBAT
PHA
PHB
PHBV
PHV
SEM

Uv

Oxid uhlicity

Procentudlni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO»
Deoxyribonukleova kyselina

Polybutylen adipat tereftalat

Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxybutyrat

Kopolymer polyhydroxybutyratu a hydroxyvaleratu
Polyhydroxyvalerat

Rastrovaci elektronovy mikroskop

Ultrafialové zareni
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