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Abstrakt

Tato diplomova prace studuje biodegradaci polyhydroxybutyratu (PHB) a polyesteru
kyseliny mlécné (PLA) v prostredi pudy a kompostu. Experimentalni Cast se zaobira
rozdily degradace mezi prostiedimi a vlivem degradovanych polymeri na samotné
prostfedi. Testy odhalily, ze predev§im vyssi teplota a poptipadé vyssi vlhkost prostredi
maji velky vliv na rychlost biodegradace. V prostfedi kompostu doslo k viditelnému
ubytku vSech polymert, zatimco polymery v prostiedi pidy nevykazovaly viditelnou
zménu a ani hmotnostni ubytek v 8. tydnu experimentu. Prestoze snimky z SEM
prokazaly pomalou mikrobialni degradaci PHB v prostfedi ptidy, ani u jednoho ze vzorku
PLA toto k vidéni nebylo. Coz by naznacovalo abiotickou degradaci PLA. Germinac¢ni a
ani rustovy test, které vyuzily pfipravené komposty pretizené testovanymi polymery jako
substrat, respektive hnojivo, nevykazovaly ve vétsine pripada signifikantni rozdily mezi
jednotlivymi rostlinami napfic substraty. Diky tomu mazeme predpokladat, ze polymery
a ani jejich degradacni produkty vznikajici v ramci procesu kompostovani nejsou

fytotoxické.

Klicova slova

Polyhydroxybutyrat, polyester kyseliny mlé¢né, biodegradace, kompost, germinacni
test, ristovy test



Abstract

This diploma thesis studies the biodegradation of polyhydroxybutyrate (PHB) and
polylactic acid (PLA) within soil and compost environments. The experimental part of
this work is concerned with the differences in degradation across environments and the
effects of degraded polymers on the environment itself. Experiments revealed that higher
temperature and potentially also higher humidity substantially affect the rate of
biodegradation. A significant degradation of all the polymers was observed in the
compost medium, while polymers within the soil medium did not demonstrate any visible
change nor change in mass after the 8" week of experiment. Even though SEM images
revealed slow microbial degradation of soil PHB, this was not seen in any of the soil-
incubated PLA samples. This might indicate primarily abiotic mechanism of PLA
degradation. Germination and grow tests, which used the prepared polymer-enriched
compost as a substrate and fertilizer, respectively, did not in most cases reveal any
significant differences between individual plants across substrates. This seems to imply
that neither the examined polymers nor their degradation products generated during

composting are phytotoxic.

Key words

Polyhydroxybutyrate, polylactic acid, biodegradation, compost, germination test,
growth test
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1 UVOD

Svét se snazi ubirat ekologicteéjsim smérem, ke kterému patii nejen ekologictéjsi zdroje
energie, ale také tfeba snizeni zneCiSténi planety latkami petrochemického pivodu. A
nejlepsim feSenim pro snizeni objemu produkce nerozlozitelnych plastt je prevence jejich
pouzivani a pouziti ekologi¢téjsi alternativy, kterou v dnesni dobé nabizi biodegradabilni
plasty jako jsou polyhydroxybutyrat (PHB), ¢i rizné formy polyesteru kyseliny mlécné
(PLA). I dopad téchto materialt na prostfedi degradace je dulezité zkoumat, abychom

mohli posoudit, zda jsou ekologi¢téjsi nez petrochemické polymery.

Riizna prostfedi maji rozdilné vlastnosti, které mohou mit vliv na proces degradace
polymera. Zatimco industrialni kompost nabyva vysSich teplot a vlhkosti, tak puda
v zavislosti na misté pavodu byva chladnéjsi a sussi, coz mize mit vliv na jak abiotickou
Cast biodegradace, tak tyto vlastnosti také ovliviiuji mikrobidlni konsorcium daného

prostredi, které hraje také vyznamnou roli pii degradaci biotické.
Jaké jsou rozdily mezi prostiedimi pro degradaci polymert? Kdyz uz polymery degraduji,
jak vyznamny je vliv prostfedi? Pokud by to vliv mélo, bude negativni, neutralni ¢i

pozitivni? I na tyto otazky se predlozend diplomova prace pokusila najit odpoved'.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bioplasty

Bioplasty jsou polymerni materidly, které na pohled a dotek vypadaji stejné jako
komer¢ni plasty vyrobené zfosilnich surovin a také dosahuji velmi podobnych
mechanickych vlastnosti. Musi byt biodegradovatelné nebo vyrobeny z obnovitelnych
zdroji, ale nemusi spliiovat oba tyto predpoklady soucasné€. V zavislosti na téchto
predpokladech rozliSujeme dvé skupiny, a to biodegradovatelné a tzv. bio-based
bioplasty, které vSak nejsou biologicky rozlozitelné. Bio-based bioplasty se od
komercnich plasti nijak nelisi, kromé substratu, ze kterého jsou vyrabény — kK jejich
produkci mizou byt pouzity obnovitelné suroviny jako je kukufice, ¢i cukrova titina.
Tudiz se tento druh bioplasti muze podilet na feSeni moznych nedostatka vstupnich
surovin, ale uz neposkytuji ekologické vyhody, jaké nabizi biodegradovatelné bioplasty.
Mezi takto vzniklé bioplasty patii napfiklad bio-PET (bio-polyethylentereftalat) nebo
bio-PE (bio-polyethylen) [1, 2].

Bioplasty biodegradovatelné v pifirodé také maji podobné mechanické vlastnosti jako
komer¢ni plasty, ale mohou mit mensi odolnost vi¢i vnéjsim vlivim jako je teplota, ¢i
vlhkost. Ale maji tu vyhodu, Ze se na jejich produkci mizou pouzit odpadni produkty
z jinych vyrob a ve vétsiné pripada jsou biokompatibilni a netoxické. Nékteré z téchto
bioplastd jsou makromolekularni latky produkované zivymi organismy. Mezi
nejznamejsi bioplasty patii celuloza nebo Skrob, avSak v posledni dob& se znacné
zkoumaji mikrobialni polyestery — polyhydroxyalkanoaty (PHA). PHA jsou ucinné
odbouravany v zivotnim prostiedi, protoze mnoho mikroorganismi v pudé vylucuje
hydrolytické enzymy, které §tépi esterovou vazbu polymeru. Dalsi biodegradabilni
polymer je polyester kyseliny mlééné (PLA), u kterého cast vyroby musi probihat
synteticky [1, 2].

2.1.1 Polyhydroxyalkanoaty

PHA jsou netoxické, biokompatibilni a biodegradabilni alifatické polyestery, které
vznikly Cinnosti mikroorganismu pii stresovych podminkach jako rezerva uhliku a
energie. Syntetizuji je G" i G bakterie. Nejvétsi prednosti PHA je rychla biodegradace za

aerobnich 1 anaerobnich podminek [3-5].



Kvili stereospecifit¢ PHA syntaz jsou vSechny monomery — 3-hydroxylalkanové
kyseliny v R-konfiguraci. PHA jsou ukladany intracelularné a za urcitych podminek
mohou tvorit az 90 % hmotnosti suSiny [5]. PHA mohou byt tvofeny z riznych zdroju,
at uz obnovitelnych (Skrob, sachardza, celuloza), z vedlejSich produktt potravinarského
prumyslu (melasa, syrovatka, glycerol) nebo z riznych chemikalii (propanova kyselina)

[S, 6].

Je identifikovano az 150 rozdilnych monomernich jednotek PHA, takze nabizi moznost
vzniku biodegradabilnich polymerti s rozdilnymi vlastnostmi, kdy mohou vznikat
heteropolymery zriznych monomernich jednotek [4, 5, 7]. Podle délky fetézce
monomeru muizeme PHA rozdélit do tfi skupin. S nejkrats§im fetézcem jsou SCL-PHA
(short-chain-length PHA), které maji v momomeru do 5 atomt uhlikd. Monomery s 6 az
14 atomy uhlika tvoii MCL-PHA (medium-chain-length PHA) a od 15 atomt uhliki a vice
maji nejdelsi monomery LCL-PHA (long-chain-length PHA). Jsou velmi vzacné a dosud
nebyly objeveny pfirozené se vyskytujici v prostiedi, lze je pfipravit pouze uméle [5, 8,

9].

Poly-3-hydroxybutyrat — P3HB, je nejznaméjsi zastupce PHA, kdy monomerni jednotka
je 3-hydroxybutyrat. Podle produkéniho mikroorganismu jsou monomerni jednotky

polymerizovany do molekulovych hmotnosti v rozmezi 200-3 000 kDa, [7, 10].

Jak bylo zminéno vySe, mikroorganismy jsou schopné produkovat heteropolymery
s riznymi vlastnostmi, toho mizeme dosahnout stimulaci pfidavkem vhodnych substrata
do média producenta [2, 7, 13]. Castymi ko-monomernimi jednotkami s nejrozsifenéjsim
3-hydroxybutyratem jsou 3-hydroxyvalerat, 3-hydroxyhexanoat nebo 4-hydroxybutyrat.
Napriklad inkorporace 4-hydroxybutyratu do polymerniho fetézce zlepSuje

biokompatibilitu a mechanické vlastnosti polymeru [2, 11, 12].

2.1.2 Kyselina polymlé¢na

Kyselina polymlécna je alifaticky polyester, jehoz zakladni monomerni jednotkou je
kyselina 2-hydroxypropanova (mlécna). Jednotlivé monomery jsou vyrabény fermentaci
sacharidového zdroje bakteriemi mlécného kvaSeni. Prestoze samotna polymerizace
probihd synteticky, vysledny produkt neni toxicky a povazuje se za biologicky
odbouratelny [3].

10



Kyselina mlécna je opticky aktivni, a to diky tomu, ze vlastni chiralni uhlik ve své
molekule. Naléza se tedy ve dvou enantiomerech, a to L-a D-formé. Oba polymery
slozené Cisté z jedné formy laktatu jsou relativné pruzné a maji vysokou pevnost v tahu.
Jejich kopolymery se lisi v nékterych fyzikalnich a mechanickych vlastnostech v
zavislosti na poméru L- a D-formy. Tento pomér ovliviiuje stupen krystalinity, ktera také

urcuje rozpustnost PLA v organickych rozpoustédlech [3, 13].

2.2 Degradace biopolymeru

Degradaci se rozumi jakakoliv fyzikalni, ¢i chemickd zmeéna polymeru, ktera je
disledkem vlivu prostiedi, mezi které fadime svétlo, vihkost, chemické podminky, teplo
nebo biologickou aktivitu. Degradace se projevuje ve zmén¢ mechanickych, optickych,
¢i elektrickych vlastnosti, také se muaze projevovat zménou barvy, praskanim nebo
delaminaci. Zmény také probihaji na trovni molekul jako je §t€peni vazeb, chemicka
pfeména a tvorba novych funkcnich skupin. Nejen prostiedi, ale i samotny polymer ma

vliv na degradaci. RozliSujeme dva typy degradaci: abiotickou a biologickou [14].

2.2.1 Abioticka degradace

Abiotickd degradace zahrnuje vSechny vlivy, které nejsou spojeny s zivymi organismy,
predev§im se jedna o vlivy jako UV zafeni, zvySena teplota, pritomnost kysliku (oxidacni
procesy) a pritomnost vody (hydrolyza). Polymery jsou vétSinou vystaveny vice vlivim
soucasné a jeden vliv maze pomoct druhému k urychleni degradace [15]. Naptiklad UV
zafeni napomaha tvorbé radikalt, a ty pak podporuji oxidaci [16]. ZvySenim teploty
dochazi ke katalyze hydrolyzy [17]. Dostupné faktory a fyzické vlastnosti polymeru
ovliviyji rozklad materialu na jednotlivé monomery, kdy pfitomnost mikroorganisma

schopnych degradace konkrétnich monomert muze tento proces urychlit [18]
2.2.1.1 UV zdafeni

Ultrafialové zafeni maze byt polymerem absorbovano, odrazeno nebo propusténo skrz.
V zavislosti na chemické struktufe jsou latky schopné absorbovat svételné zareni
v konkrétnim rozmezi vinovych délek danych pro konkrétni latku. V dasledku absorpce
zateni dochazi k rozpadu makromolekul na kratsi molekuly, které mizou byt nachylnéjsi

k dal$i degradaci tfeba oxidaci [16].
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2.2.1.2 ZvySena teplota

Vliv teploty muzeme rozdélit na dva efekty. Prvnim efektem je katalyticka cinnost pro
ostatni degradacni faktory, pfedevsim pro degradaci hydrolytickou a oxidacni. Obecnéji
pomahaji zvySovat energii potfebnou k iniciaci degrada¢nich procesi. Druhym typem je
jeho samotny vliv na degradaci materialu. ZvySena teplota i kolisavé muZe mit za
nasledek nejprve vratné, poté az nevratné zmeény ve strukture. Teplota naptiklad ovliviiuje
krystalinitu a roztaznost polymeru a muze dojit az k tepelné degradaci (deformaci, ¢i
rozpadu na mens$i celky polymera). Témito procesy pak opét pomaha nasledné degradaci,

protoze zlepSuje prestup ostatnich degrada¢nich faktort jako je kyslik, ¢i voda [17].
2.2.1.3 Pritomnost kysliku

Za pritomnosti kysliku dochazi k oxidaci polymeru. Oxidace probiha ve tfech krocich.
Prvnim krokem je iniciace, kdy se pomoci svétla a tepla disociuji vazby a vznikaji volné
radikaly. Béhem druhého kroku dochézi k propagaci, to znamena, ze radikal reaguje
s kyslikem, dokud nedojde k tfeti fazi. Tou je terminace, pii které dochazi k zaniku
radikala (viz Obrazek 1). Béhem oxidace muze dojit ke §tépeni makromolekul na mensi
molekuly, k sifovani nebo vzniku novych funkénich skupin, ¢imz se zméni vlastnosti
daného polymeru. Vliv kysliku na degradaci polymert je podminén mnoha faktory jako

je stupen krystalinity polymeru, mnozstvi dvojnych vazeb nebo stupeni zesiténi [16].

EH: Polymer
o
O:
Inertni produkt
R =P Terminace
ROO-
ROOH
RH: Polvmer

Obrazek 1: Schéma degradace polymeru oxidaci [19]
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2.2.1.4 Pritomnost vody

Po chemické strance maze voda nékteré polymery hydrolyzovat. Voda je amfoterni latka,
muze se chovat jako zasada i jako kyselina, a proto muze ve vodnim prostiedi dochazet
jak ke kyselé (viz Obrazek 2), tak zasadité hydrolyze (viz Obrazek 3). Po strance fyzikalni
muze pusobit jako zmékcovadlo nebo jeji vliv se muze ukazat ve formé bobtnani nebo

praskani materialu [20].

H H H
o/\‘“ COT/—\ Fng” ~o )k
R1 OH
- - —_—
JL R2 | R H0 )R2 QI H
rR17 o R1 0 R1 07 R1 0 HO —R2
oH OH N\

Obrazek 2: Mechanismus kyselé hydrolyzy [21]

) n-m m
O\/ O
R OH
R OH 4+ HO
0)

Obrdzek 3: Schéma mechanismu alkalické hydrolyzy [22]

O

O.
R f

2.2.2 Biologicka degradace

O

K biologické degradaci dochazi za pomoci enzymu, ve vétSiné piipadd hydrolaz, které
produkuji ptfitomné mikroorganismy. Konkrétni enzymy zavisi na typu vazby spojujici
jednotlivé monomery polymeru. VétSina enzyml katalyzuje urcity typ dée, jako
napiiklad esterazy, které pomahaji hydrolyzovat esterové vazby [23]. S timto souvisi
specifita konkrétnich enzymi. Obecné plati, ze ¢im méné specifické budou, tim vice
substrati muzou §tépit, ale také muzou Stépit konkrétni substraty pomaleji nez enzymy
specifické pro dany substrat. Piikladem vysoce specifickych esteraz jsou PHA
depolymerazy produkovany fadou mikroorganismt k odbourani PHA. Enzymy mohou
pusobit intracelularné k rozkladu endogennich zasob PHA (u PHA producentl) nebo
mohou byt vyluCovany do prostiedi a rozkladat material mimo mikroorganismus.
Extracelularni enzymy zajistuji dilezity rozklad na mensi celky, které poté mohou byt

zpracovany uvniti bunky [24].

Biologickéa degradace probiha ve tfech krocich. Prvnim krokem je vznik mikrobialniho

filmu, ktery ovliviiuje vnéjsi morfologické vlastnosti jako je barva, ¢i lesk a také dochazi
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k degradaci aditiv. Ve druhém kroku je polymer pomoci extracelularnich enzymui
degradovan na mensi celky jako jsou oligomery a monomery — tato faze se nazyva
biofragmentace. V poslednim kroku, tzv. asimilaci, jsou tyto mensi celky pohlceny
buiikou, kde dochazi k mineralizaci. Rozlozeni té&chto mensich celku zavisi na finalnim
akceptoru elektront, kdy za pfitomnosti kysliku dochazi k rozkladu na oxid uhliéity a
vodu a v anaerobnich podminkéch vznik4 methan, oxid uhli€ity, vodik a pfipadné 1 dalsi

metabolity [25].

2.3 Prostredi biodegradace biopolymeru

Prostiedi, ve kterém se odehrava biodegradace, ma vliv na priabéh samotné biodegradace,
a to jak z pohledu na abiotickou cast degradace, tak i na tu biologickou. Pfestoze
fyzikalné-chemické vlastnosti prostfedi ovliviiuji degradaci abiotickou, maji vliv i na
skladbu mikroorganismt a podminuji tak i rychlost biofragmentace. Mezi tyto vlastnosti
patii napfiklad teplota, pH, vlhkost, mnozstvi dostupného kysliku, pomér C/N a velikost
Castic, respektive napadnutelnd plocha rozkladaného materialu. Mezi nejcCastéji
zkoumané prostiedi biodegradace patfi puda a kompost, ale zkouma se také moiska a

sladka voda (viz napftiklad [26, 27]).

2.3.1 Kompostovani

Kompostovani je aerobni biologicky proces, ve kterém dochazi k biologické degradaci
organické hmoty az na humusu podobny produkt. Mezi nejcastéjsi materialy, které byvaji
kompostovany patii zemédelské odpady, poptipadé dalsi zbytky potravin [26]. Proces
probiha za pfirodnich podminek. V zavislosti na typu pouzitého substratu, podminek
kompostovani a regionalniho pavodu obsahuje zraly kompost urCité mnozstvi
mineralnich latek, a proto se pouziva jako hnojivo, ¢imz je zajisténo vraceni téchto latek
do pudy. Jedna se predevsim o dusik, fosfor, draslik, dale pak vapnik, hoi¢ik a siru [28].
Také muze obsahovat prvky jako jsou Zzelezo, mangan a molybden, nebo jiné

mikroelementy, které maji v malé koncentraci pozitivni efekt na rostlinou vyzivu [29].
2.3.1.1 Kompostovaci faze

Kompostovani délime do dvou hlavnich fazi, které se nasledné déli na dalsi dve faze.
Prvni hlavni faze je zvana aktivni, kdy se nejprve zacind podfazi mezofilni, a poté
nasleduje podfaze termofilni, coz také oznacuje zastoupeni typu mikroorganismut. Druha

hlavni faze je ,vytvrzovaci“ (neboli stabilizacni), pod kterou spada opét mezofilni
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rekolonizace a nakonec zrani (viz Obrazek 4). Drobné organismy — jako napftiklad zizaly,
had’atka, padni hmyz a dalsi, zajistuji poCatecni rozpad organického materialu na mensi
Castice, ktery zvétSuje plochu, ktera mize byt napadnuta mikroorganismy. Tato Cinnost

je podporovana mechanicky, pomoci riaznych drti¢a a jinych pfistroju [26].

V aktivni fazi, konkrétné fazi mezofilni dochazi k narGstu mezofilnich organismu pfi
teplotnim optimu mezi 24—40 °C. Nejjednoduseji rozkladané substraty jako cukry a Skrob
jsou utilizovany jako prvni dostupny zdroj energie a stavebni material [26]. SlouCeniny
obtiznéji dostupné mikrobialni utilizaci jako lignin a celuldza tvoti vétsinu kompostu na
konci této podfaze. Pti dostateCném objemu a hustoté kompostu teplota roste s aktivitou
mikroorganismi a poté — pfi prekroCeni teploty okolo 40 °C prechazi do druhé podfaze,

a to faze termofilni [26, 30].

71 —
60
Alctrvni

faze

49
38

27

Teplota *C

15

w

Cas

Obrazek 4: Zavislost kompostovaci faze na Case. Faze: A= Mezofilni, B= Termofilni, C=
Mezofilni, D= Zrdni [31]

V termofilni podfazi teplota vétSinou rychle roste az k 70 °C. Takto vysoka teplota
zajiStuje eliminaci patogennich mikroorganismii a semen plevele. Protoze v této fazi
dochazi k nejvétsi mikrobialni aktivité ze vSech fazi, je tieba zajiStovat dostatek kysliku,
dokud vétsina uhlikového zdroje neni degradovana. Délka této faze zavisi na typu
substratt, velikosti kompostu a podminkach prostredi. Zbyly material degraduje daleko

pomaleji a dochazi k itlumu mikrobialni aktivity, a tedy také ke snizeni teploty [26].
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Jak teplota klesa, mezofilni organismy opét kolonizuji kompost a kompost piechazi do
faze dozravani. S ubytkem latek, které mohou byt degradovany klesd naroCnost na
mnozstvi piitomného kysliku. Organicky material se dale rozklada a je pfeméfiovan na
stabilni huminové latky, ptiCemz potencialni toxické organické kyseliny jsou odstranény
v této fazi [32]. Pfi znané pocateCni nezralosti kompostu tato faze muze byt delsi,
pficemz pocatecni nezralost kompostu muize nastat z divodu nedostatku pfitomného
kysliku pii aktivni fazi, nedostatku nebo naopak prebytku vlhkosti. Nezraly kompost
muze obsahovat vysoky obsah organickych kyselin, extrémni hodnoty pH, vysoky obsah
soli a vysoky pomér C:N, kde toto vSechno muze poskodit, ¢i usmrtit rostliny, pokud by

byl kompost pouzit k hnojeni pady [26].

2.3.2 Puda

Puda, to je prostiedi, které je v podstaté vSude okolo nas. V pudé dochazi také jako
v kompostu k degradaci organického uhliku az na oxid uhliity, popfipadé metan a dalsi
produkty. Z pohledu klicovych vlastnosti, jako je predevsim teplota, puida nedosahuje
takovych vysokych teplot jako kompost, coz urcuje jinad mikrobialni slozeni konsorcia
v pude. Taktéz nebyva tak aerovana jako kompost, a to muze zapfiCinit, Ze dochazi

k anaerobni degradaci ve vétsi mife, nez je tomu v kompostu (viz Obrazek 5).

16



Aerobni podminky

Volny vzdusny prostor

Vodou vyplnéné pory Milo porovity prostor

Obrdazek 5: Aerobni a anaerobni podminky [33]

Tyto rozdilné vlastnosti maji vliv na degradaci riznych polymerd. Tak se muze stat, ze
polymery jako napfiklad PLA budou degradovany daleko pomaleji nez v jinych
prostfedich, protoze bude dochéazet predevSim k degradaci abiotické, pozdéji

i k pomalejsi degradaci mikroorganismy.

2.3.3 Normy pro posouzeni biodegradac¢nich procesu

Normy pro charakterizaci biodegradacnich procesi muzeme rozdé€lit podle riznych
kritérii, jako jsou aerobni/anaerobni podminky, razné pracovni teploty ovliviiujici
mikrobidlni slozeni na mezofilni (okolo 25 °C) a termofilni (okolo 58 °C). Také je
muzeme Clenit dle zpusobu, jakym byla méfena mira degradace, kde obrazek 7 nabizi
prehled o nejpouzivanéj§ich metodikach k méfeni degradace materialu, rozdelenych do

Ctyt hlavnich skupin a v neposledni fadé v jakém velikostnim méfitku test probihal [34].

Ve vétsin€ norem zabyvajicich se kompostem, padou, ¢i jinym prostiedim pro testovani
biodegradability material(, se fesi dvé zasadni kritéria, ktera mohou byt v ramci riznych

norem upravovana nebo potvrzovana dal§imi ukazateli [35]. Prvni z kritérii je stupefi
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degradace (obvykle definovana jako hmotnostni ztrata) testovanych materiald, ktera by
meéla dosédhnout asport 90 %. Doba trvani testu se odviji podle pouzité metody a danych
podminek. Pfi dosazeni asponi 60 % se pohlizi na tento material jako na potencionalné
biodegradabilni [35, 36]. Druhé kritérium se zabyva vlivem degradovanych materiald na
prostiedi, jestli néjakym zptusobem ovliviiuji ekologii, biologické procesy a fyzikalni

zrani prostredi [34-36].
2.3.3.1 Normy kompostovani za aerobnich podminek

Mezi nejznaméj§i normy zabyvajici se kompostovanim za aerobnich podminek
v laboratornim méfitku jsou normy ISO 20200 (viz [37]) a ISO 14855 (viz [38, 39)),
poptipade€ norma ISO 16929 (viz [40]) podobna podminkam normé& ISO 20200, ale je
koncipovana pro pilotni méfitko [34, 35]. ISO 20200 zkouma stuperi rozpadu materialu
v kompostu v laboratornich kontrolovanych podminkéch za termofilnich teplot 58 =2 °C
po minimalni dobu 45 dnd az maximalné 90 dni, respektive se muze test prodlouzit o
dalSich 45 az 90 dnti za mezofilnich teplot 25 + 2 °C (pfi pokojové teploté€), pokud nedoslo
k dostate¢nému rozpadu. Norma popisuje diagnostické parametry pouzitelné k hodnoceni
miry rozkladu (pfipadné kompostovatelnosti) plasti. Mezi tyto parametry patii pach
kompostu, jeho vzhled, stanoveni pH, pomér C/N, stanoveni tékavych latek, stanoveni

hmotnostniho Ubytku susiny kompostu a stanoveni hmotnostniho ubytku polymeru [37].

ISO 14855 je metodou zamé&fujici se na stanoveni finalni aerobni biodegradace a stupeni
rozpadu plasti za kontrolovanych laboratornich podminek, kdy by se teplota méla
pohybovat kolem 58 °C po dobu nepfesahujici 6 mésicti. Norma ma dveé casti, kdy prvni
cast obecné popisuje postup kompostovani a stanovenim uvolnéného CO», druha se
zabyva gravimetrickym stanovenim uvolnéného CO». Diky této metodé lze zjistit

procentualni konverzi organického uhliku na uvolnény oxid uhlicity [38, 39].
2.3.3.2 Normy anaerobni biodegradace

Norma EN 13432 se zabyva kompostovatelnosti a anaerobni zpracovatelnosti plastovych
obalovych materiald pomoci Ctyt charakteristik, mezi které patii rozpad materialu neboli

fragmentace, odbourani béhem biologického procesu na CO», vliv na probihajici

rrrrr

podminky pro domaci kompostovani a pro kompostovani industrialni [41].
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2.4 Rostliny

Rostliny jsou povétSinou fotosynteticka eukaryota. VyS§si rostliny jsou mnohobunééné
organismy obsahujici tkané diferenciovanych bunék. Tyto zelené organismy ziskéavaji
energii ze slunecného zareni pomoci fotosyntézy, slozitého biochemického procesu,
jehoZz produkty jsou energie formou makroergnich prenasecu, voda a molekularni kyslik.
Béhem tohoto procesu dochazi k fixaci vzdusného oxidu uhlicitého do fetézce cukri,
které jsou produkty tzv. Calvinova cyklu (temnostni faze fotosyntézy). Vzniklé cukry
jsou rostlinou dale vyuzivany pro katabolické i anabolické ucely (sumarni rovnice viz

Obrazek 6) [42].

6C0O; +12H,0 — CgH;05 +60; +6H,0

Obrazek 6: Celkova rovnice fotosyntézy [43]

Co se tyCe nutrientd dulezitych pro zivot rostliny, tak ty rostliny ziskavaji predevs§im
z pudy. Jedna se zejména o vodu, slouCeniny dusiku, fosfor, draslik, hoicik a dalsi
minoritni nutrienty, které zavisi na konkrétnich potiebach rostliny. A vétSina také

potiebuje kyslik dulezity pro respiraci [44].

2.4.1 Rust rostlin
Rostliny mazou byt limitovany v ristu nejen zivinami, ale také okolnimi faktory jako je
teplota a svétlo, popiipadé znecisténi prostiedi fytotoxiny. Tyto faktory ovliviuji rychlost

rastu rostlin.
2.4.1.1 Fytotoxické latky

Fytotoxiny jsou jedovaté az toxické pro rostliny, coz znamena ze omezuji az zastavuji
rast rostlin. Fytotoxické latky mohou byt pfipraveny uméle, jako herbicidy, mohou
vznikat v rostlinach nebo mikroorganismech, poptipadé vznikat pfirozenou chemickou
reakci [45]. Také se tento pojem muze pouzivat k popisu toxickych chemickych latek
produkovanych rostlinami. Vét§inou se jedna o latky pouzivané k ochrané pred predatory,
Casto to jsou produkty sekundarniho metabolismu jako jsou alkaloidy, terpeny, ¢i
fenolické latky [46]. V této diplomové praci bude pouzit pojem fytotoxicka latka jako

latka toxicka pro rostliny, jenz muaze byt potencialné i toxicka pro lidi [47].
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2.4.1.2 Rostliny pouZivané pro testy fytotoxicity

Kazdy druh rostliny je jinak nachylny viic¢i riznym limitujicim faktorim. V pripadé této
diplomové prace nas zajimaji jakékoliv fytotoxické latky pfitomné v bioplastech, které
by mohly zastavit, popfipad€ omezit rust rostlin. Pro testovani fytotoxicity se vyuziva test
kli¢ivosti, kdy se nechaji kli¢it semena rostlin ve zkoumaném prostredi. Po urcité dobé se
stanovuje, kolik z nich vykli¢ilo a jak moc vyrostly kofeny, listy a stonek. Tyto hodnoty
se poté porovnavaji se semeny, ktera klic¢ila v kontrolnim prostfedi [48]. Nejcastejsi
pouzita semena pro test kli¢ivosti jsou: locika seta (Lactuca sativa), teficha seta
(Lepidium sativum), rajCe jedlé (Solanum lycopersicum) a pekingské zeli (Brassica rapa).
Tato semena se vyuzivaji, protoze jsou citliva na fytotoxické latky a jsou schopna

rychlého rastu [49].

2.5 Soucasny stav reSené problematiky

V dnesni dobé€ se pouzivaji rizné normy pro kompostovaci testy. Jak bylo feCeno drive,
mezi Casto pouzivané normy patii [ISO 20200 (viz [37]) a ISO 14855 (viz [38, 39]). Tyto
normy popisuji, za jakych podminek by mély testy probihat a zplsoby stanoveni
samotného stupné rozkladu daného materialu. Mimo tyto normy se také sleduje, jaky vliv
ma rozklad materialu na vysledny kompost ¢i pudu. Stuperi rozkladu se zjistuje pomoci
zachytavani uvolnéného oxidu uhli¢itého, stanoveni hmotnostniho ubytku pomoci

gravimetrie, ¢i pomoci spektrometrickych metod [35].

Testy kompostovatelnosti se predev§im zaméfuji na rozklad zkoumanych materialg,
pfiCemz se zkoumaji homopolymery, kopolymery i kompozity. Je zkouméano, jak rozklad
urychlit pomoci zmény podminek nebo pfidanim aditiv, které by mohly navic zlepSit
vlastnosti materiala. V posledni dobé se objevuji prace, které po skonceni kompostovani
provadi testy ekotoxicity a kliCivosti semen s pouzitim kompostu, ve kterém byly

zkoumané materialy rozkladany (viz napftiklad [48, 50]).

Experiment s kompostovanim smési PLA a PHA vedla Arrieta a kol. (viz [51]) dle normy
ISO-20200. Vzorky v tenkém filmu byly tvofené PLA a plastifikatory, popfipadé smési
PLA, PHA a plastifikatory. Cisté PLA bylo pouzito jako kontrolni vzorek. Viechny
vzorky vykazovaly ztratu hmotnosti vy$si nez 90 % po 28 dnech inkubace, coz naznacuje
kompostovatelnost vSech téchto vzorki. Schopnost PHB pusobit jako nuklea¢ni €inidlo

ve smési s PLA zpomalovalo rozpad této smési, zatimco plastifikatory rozpad
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zrychlovaly. Pritomnost zmekcovadel podporovala povrchovou hydrolyzu vedouci ke

ztraté mechanickych vlastnosti, coz také usnadniovalo rozpad [51].

Biodegradaci PHA a kompoziti PHA s 10 % susenych lihovarnickych vypalki (DDGS)
zkoumali Madbouly a kol. (viz [52]). Test probihal za anaerobnich podminek, kdy
testované polymery byly umistény do nerozlozitelného sitového sacku a poté zahrabany
10 cm pod povrch pudy. Teplota v prubéhu experimentu byla 21,1 °C, puda byla
rovnomémé zavlazovana jednou tydné 2,5 cm® vody a test probihal po dobu 24 tydnd,
kdy co 4 tydny byl vytahnut vzorek pro zmeéteni zmeén vlastnosti polymera. Vzorky byly
jesté testovany na fytotoxicitu pred a po degradaci v pide€, kdy polymery byly namlety
na Castice mensi nez 1 milimetr a smichany s pidou v mnozstvi 1000 az 10000 ppm
hmotnosti a jako kultivaéni rostlina bylo pouzito rajée (Solanum lycopersicum L.).
Vyhodnocovalo se vzejiti sazenic, jejich vyska a vizualni znamky zastaveni rustu, zmény
barvy, ¢i jinych abnormalit. Testy fytotoxicity neprokéazaly zadné negativni ucinky jak
PHA, tak kompozitniho materialu PHA/DDGS 90/10 pro kli¢eni semen nebo jejich ristu,
a proto jsou vhodné 1 jako kvétinae misto komercnich plastovych nadob (viz Obrazek
7). Navic pridani DDGS k PHA mulze snizit naklady na cenu materialu, zvysit

biologickou rozlozitelnost a zlepsit mechanické vlastnosti PHA [52].

PP PHA/DDGS 90/10

Obrazek 7: Testovaci rostlina rostouci vlievo v polypropylenové ndadobé a vpravo v nadobé
zkompozitu polyhydroxyalkanodtu (PHA) a suSenych lihovarnickych vypalkit (DDGS) v poméru
90/10 [52]
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Arcos-Hernandez a spol. (viz [50]) zkoumali kopolymer PHBV s obsahem HV mezi 12
mol. % az 72 mol. %. Tyto kopolymery byly produkovany mikroorganismy z
aktivovaného kalu neboli smiSenou kulturou, ktera vyuzivala odpadni syrovatku. Jako
kontrolni vzorek byla pouzita celul6za a podle normy ASTM D 5988-03 byla hodnocena
biodegradabilita. Pomoci upraveného Hillova modelu bylo ocekavano, ze vSechny
testované kopolymery PHBV dosahnou 90 % biodegrace po 10,7 az 22,2 mésicich.
Prestoze neexistovala jasna korelace mezi morfologii polymeru a celkovou rychlosti jeho
degradace, je zifejmé, ze morfologie ovlivnila mechanismus degradace. Test kli¢ivosti
semen fefichy (Lepidium sativum) neodhalil viditelné fytotoxické ucinky jako dusledek

biodegradacni aktivity filmu [50].

Biodegradabilitu PHA v tropickych pidach zkoumali Boyandin a kol. (viz [53]).
Konkrétné byl zkouman homopolymer PHB a kopolymer PHVB ve formé tenkého filmu
a pelet. Experimenty byly provadény za pfirodnich podminek, kdy se nechaly volné
v pudé na Klimatickych testovacich stanicich (CTS) rusko-vietnamského vyzkumného a
testovaciho centra ve Vietnamu. Vysledky ukazaly, ze se homopolymer PHB rozkladal
rychleji nez kopolymer PHVB. Forma mezi riznymi polymery nehrala roli, ale tenké
filmy se v ramci stejného polymeru rozkladaly rychleji nez pelety, protoze maji vétsi
aktivni povrch oproti peletam. Za zminku taky stoji, ze kontrolni PE ve formé filmu se za
celou dobu nezmeénil. Rentgenova strukturni analyza ukazala mirné zvySeni stupné
krystalinity u vSech vzorkli PHA, tento efekt naznacuje preferenci degradace amorfni

formy PHA ptdni mikroflorou v tropickych podminkach [53].

Bandini a spol. (viz [54]) se =zabyvali biodegradovatelnymi polymery v
prumyslovych podminkach pro anaerobni digesci a aerobni kompostovani potravinového
odpadu. Méfili se dva polymery, a to Starch based bioplastics (SBB), coz je bioplast na
bazi skrobu, ktery pochazel z pytla na organicky odpad a PLA, coz je polymer synteticky
vyrobeny z kyseliny mlécné, kterd byla zkompostovatelnych lahvi na vodu. Jako
pozitivni kontrolni vzorek byl pouzit celulézovy filtraéni papir a jako negativni
nerozlozitelna kontrola byl pouzit nizko-hustotni polyethylenovy film z béznych obalt.
Vsechny materialy byly nastfihany na stejnou velikost a podrobeny stejnym podminkam.
Nejprve byly podrobeny anaerobni digesci bez piistupu vzduchu za zvysené teploty na
55 °C po dobu 23 dni. A poté nasledovalo odstranéni tekutych slozek a pfidani

lignocelul6zovych komponent ke zbytku a nasledné tato smés byla zahfivana na 65 °C po
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dobu 21 dnti. Nasledné provadéli testy kli¢ivosti s hlavkovym salatem (Lactuca sativa cv.
Trocadero) a rajCetem (Lycopersicon esculentum cv. Tres Cantos). Vysledky ukazuji vliv
PLA na snizeni kliCivosti téchto semen v dusledku snizeni pH okoli. Polymer SBB

negativni vliv na kli¢ivost nemél [54].

Martin-Closas a kol. (viz [48]) cilili na vytvofeni in vitro kontrolovaného systému pro
testovani ekotoxicity, ktera by odhalila dostavani toxickych latek do ptidy biodegradaci
bioplastu. Zkoumali vliv riznych koncentraci kyseliny jantarové, adipové, mlécné a 1,4-
butandiolu na piidu pomoci testu klicivosti a srovnavali je s kontrolnimi vzorky rostlin
v pozdé€jsim vyvoji (viz Obrazek 8). Prestoze kliCivost nebyla ve vétSin€ pfipada
ovlivnéna, signifikantni ucinky se projevily pozdé&ji pfi pozorovani kotfene, vyhonku
a listl, kdy koteny byly citlivejsi nez vyhonky a kofinky. Vysledky u hlavkového salatu
(Lactuca sativa cv. Trocadero) a rajCete (Lycopersicon esculentum cv. Tres Cantos) se
podstatné nelisily, ale indikuji potfebu testovat piesné cilové druhy. Testy ukazaly, ze
kyselina adipova inhibuje rust, kyselina jantarova nemeéla zadny efekt, 1,4-butandiol do
urCité miry rast zvysil a kyselina mlécna vyzaduje podrobnéjsi vyzkum. Prolin jako
rostlinny metabolit, ktery se zvySuje za nedostatku vody, se jevi jako mozny marker pro

ekotoxicitu [48].

0 mg-1'! 5mg-1! 50 mg-1'! 500 mg-1!

1,4-butandiol

Kys. mlé¢na

Obrazek 8: Salatové sazenice po 28 dnech kultivace s riiznymi koncentracemi 1,4-butandiolu a
kyseliny mlécné [48]
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Tato diplomové prace navazuje a prohlubuje vyzkum diplomovych praci Ing. Terezy
Holl€ [55] a Ing. Juraje Vodicky [56], ktefi zkoumali rozklad polyesteru kyseliny mlécné
(PLA) a polyhydroxybutyratu (PHB), a dopad jejich rozkladu na prostfedi kompostu.
V této praci se vyuziva jejich zkuSenosti a postupt pii priprave testu kompostovatelnosti.
Prace ma za cil prohloubit dosavadni vysledky pridat jednoduchy test kliivosti semen

vybranych druht rostlin, a popfipadé pouziti testu pro méfeni ekotoxicity.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité materialy

3.1.1 Suroviny a polymery pouzité na kompostovani

Hobliny pro hlodavce (Limara)

Krali¢i krmivo (Apetit BF granule, slozeni viz pfiloha (kapitola 8.2))
Zraly kompost rostlinného ptivodu (Kompostarna Fertia Blansko)
Kukuficny Skrob (Amylon)

Kukuftic¢ny olej (Olitalia)

Mocovina, p.a. (Sigma-Aldrich)

Sacharéza, p.a. (Lach-ner)

Polyhydroxybutyrat — granule, Biomer® P310 (Biomer)

Polylaktat, amorfhni — granule, Ingeo™ Biopolymer 4060D (NatureWorks)
Polylaktat, semi-krystalicky — granule, Ingeo™ Biopolymer 4043D
(NatureWorks)

Chloroform stabilizovany amylenem

3.1.2 Pouzité pristroje

Vahy (Denver instrument S-4002)

Vibrac¢ni prosévaci pristroj, sito s velikosti ok 4 mm (HAVER EML 200 digitalT)
Biologicky inkubator (BINDER BD 115)

Vlhkomeér (znacku si zistime)

Plastové dozy pro kompost a ptdu 3 1, rozmeéry 19,5x30x7,5 cm (Tontarelli)
Bézné laboratorni vybaveni a sklo

Kopeckého valeceky

Led lampa (VIPARSPECTRA P2000 200W)

RozpraSovaci zatizeni (Polaron)

Elektronovy mikroskop (ZEISS EVO LS 10)

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Pouzity postup pro biodegradaci polymeru v prostiredi kompostu

Parametry pro kompostovani byly pfevzaty znormy IS/ISO 20200. Bylo vedeno 8

oddélenych komposti, kdy 2 znich obsahovaly granule polyhydroxybuyratu,
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2 semi-krystalicky polylaktat, dalsi 2 amorfni polylaktat a posledni 2 byly bez polymera

a slouzily jako blank. Podle Tabulka 1 byla namichana smés pro kompostovani.

Tabulka 1: SloZeni suché kompostovaci smési

Komponenta Hmotnos:cm'
zastoupeni [%]
Drevéné piliny 40
Krmivo pro kraliky 30
Zraly kompost 10
Kukufti¢ny skrob 10
Sacharéza 5
Kukufi¢ny olej 4
Mocovina 1

Krali¢i krmivo ve formé granuli bylo nadrceno a poté preseto pres sito s prumérem 4 mm.
Bylo vyvrtano 6 aeracnich dér o priméru 5 mm do kazdého vika plastové dozy. Vsechny
suché slozky kompostovaci smési byly smichany dohromady a néasledné zality
destilovanou vodou, aby vlhkost celé smési €inila 55 % (hmotnostnich). Takto pfipraveny
kompost byl rozdélen na 8 ¢asti do 8 doz, kdy pevna ¢ast vazila 250 g na dozu a voda
305,6 g. Kompostovaci dozy byly umistény do inkubatoru, ktery byl temperovan na
58 °C. Pozice patra doz byla ménéna jednou tydné a pozice v ramci jednoho patra byla
meénéna pokazdé, co byla provadéna néjaka operace s nimi (michani, zalivani). Petriho
misky s destilovanou vodou byly umisténé na dno inkubéatoru a pravideln€ dopliovany,

aby slouzily jako odparniky.

Zatizeni kompostu polymerem ¢inilo 20 g na 250 g kompost, coz je 8% zatizeni. Tedy
vetsi zatizeni, nez navrhuje sama norma IS/ISO 20200 a to z toho divodu, Ze tento
experiment by mél slouzit jako simulace prostredi industridlni kompostarny v situaci, kdy
bude kompost bioplasty ,pfetizen*. Polymer byl navazen na 2 desetinnd mista a poté
volné rozsypan do jednotlivych doz. Test probihal 14 tydnu za teploty 58 °C. Poté se
teplota snizila na 25 °C na dva tydny. Pak do konce testu, coz byly 2 tydny, se vyndal
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z inkubatoru a nechal stat pii laboratorni teplote. Teplota se snizila tak, aby kompost mohl

dozrat. Test byl provadén podle Tabulka 2.

Tabulka 2: Casovy harmonogram operact pfi kompostovdni

Cislo dne Operace
0 Zalozeni kompostu, zaliti destilovanou vodou a promichéni
1,2,3,4,7,9,11, 14 Pridavek destilované vody, promichani

8,10, 16, 18, 21, 23, 25,28 Zvlhéeni destilovanou vodou
Zvlh¢eni destilovanou vodou dvakrat tydné, promichani

30-98 jednou za dva tydny
Zvlh¢eni destilovanou vodou podle potieby, promichani
98-126 jednou za dva tydny

3.2.2 Pouzity postup pro biodegradaci polymeru v prostiredi pudy

Opét bylo vedeno 8 oddé€lenych déz s pidou, kdy 2 znich obsahovaly granule
polyhydroxybuyratu, 2 semi-krystalicky polylaktat, dalsi 2 amorfni polylaktat a posledni
2 byly bez polymert a slouzily jako blank.

Puda pro tento experiment byla ziskana z pole v SobéSovicich. Velikost pole je 3x10 m,
kdy pole bylo pomysin¢ rozdéleno na 10 Casti a z kazdé Casti byl odebran reprezentativni

dil pady.

Poté byla ptda preseta na vibracnim prosévacim pfistroji, kdy velikost ok ¢inila 4 mm.
Nasledné byla zmétfena objemova vlhkost piady pomoci ru¢niho vilhkoméru. Do kazdé
dozy bylo nasypano 650 g pudy a poté zalito 30 ml destilované vody. Pozice patra doz
byla ménéna jednou tydné a pozice v ramci jednoho patra byla ménéna pokazdé, co byla
provadéna néjaka operace s nimi (michani, zalivani). Petriho misky s destilovanou vodou
byly umisténé na dno inkubéatoru a pravidelné dopliiovany, jakozto odparniky. Test byl

provadén podle Tabulka 3.

Tabulka 3: Casovy harmonogram operact pfi experimentu s piidou

Cislo dne Operace
0 Zalozeni experimentu s pudou, zaliti
destilovanou vodou a promichani
Pridavek destilované vody podle potieby,
1,2,3,4,7,9,11, 14 promichani
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Pridavek destilované vody podle potieby,

14-28 promichavani dvakrat tydné

Navazka polymeru ¢inila 20 g na dézu, kdy tyto polymery byly rozdéleny na 10 Casti a
umistény do pytliki ze sitového materialu monofilu s velikosti ok 250 pm. Pytliky po
navazeni polymeru na dvé desetinna mista byly uzavieny sesitim jednotlivych stran a také
kromé polymeru obsahovaly jesté laminovy papirek s Ciselnym oznacenim vzorku. Poté
byly pytliky polozeny na spodek dozy a prekryty pudou. Experiment trval 8 tydnt pii
temperované teplot¢ 25 °C. Jednou tydné€ byl odebran jeden pytlik pro analyzu

hmotnostniho ubytku. Dézy s ptidou po zalozeni experimentu jsou vidét na Obrazek 9.

:

Obrazek 9: Prostredi pudy s polymery (prevrstveny piidou) v dobé zaloZeni experimentu

3.2.2.1 Sledovani zmén povrchu polymeri pomoci SEM

Vzorky z nultého, ¢tvrtého a osmého tydne experimentu degradace v prostiedi ptidy byly
vybrany pro tuto analyzu. Mala €ast z kazdého vzorku byla pfipevnény na matrici pomoci
uhlikové pasky a poté potazena zlatem v rozpraSovacim zafizeni. Pozorovani byla
provedena zachytavanim sekundarnich elektront pomoci detektoru rastrového

elektronového mikroskopu. Urychlovaci napéti €inilo SkV.

3.2.3 Stanoveni maximalni vodni kapacity pomoci Kopeckého valecka
Kopeckého valecek byl naplnény az po okraj pudou a polozeny na Petriho misku byl
umistén do sklenéné vanicky, ktera byla poté naplnéna do poloviny vysky Kopeckého

valecku destilovanou vodou. Po dvaceti ¢tyt hodinach byl valecek z vanicky vyjmut a
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polozen na filtrani papir, kde se nechal odstat dalsi dvé hodiny. Po uplynuti této doby
byl valecek uzavien a zvazen. Diky tomuto méfeni bylo zjiSténo, jakou maximalni
kapacitu vody je puda schopna udrzet. Tento udaj, konkrétné 70 % hodnota z n¢j, byla
dale pouzivana pii rustovych testech (viz 3.2.5), aby nedochazelo k prebytecnému
zalévani rostlin. Maximalni vodni kapacita na 100 g byla spocitana pomoci Rovnice 1,

poté byla ptepocitana na 70 %.

Rovnice 1: Vypocet maximalni vodni kapacity na 100 g piidy

(m -m ) - 100
H20 v

ve m_—m
H v

m

kde mu je hmotnost kopeckého valecku s pudou, my je hmotnost kopeckého valecku,
mm20 je hmotnost kopeckého valecku s absorbovanou a udrzenou vodou a konstanta 100

je pouzita pro prevod na 100 g pudy.

3.2.4 Test klicivosti

Test klicivosti byl proveden podle dvou mirné liSicich se postupt. V obou ptipadech
probihal v Petriho miskach. V prvnim testu byly jako substraty ouzity 4 testované vzorky
kompostt vyuzité pro rastovy test (viz priprava v odstavci 3.2.5). Jako negativni kontrola
byla pouzita vata s destilovanou vodou, komer¢né dostupny kompost a piida pouzita pro
rastovy test. VSechny vzorky byly testovany v triplikatech. Petriho misky se substraty
byly poté zality destilovanou vodou a na zality substrat bylo polozeno 10 seminek salatu
hlavkového (Lactuca sativa cv. Trocadero). Misky byly inkubovany ve tmé pii teploté
25 °C po dobu 4 dnd. Ve druhém testu byly pouzity extrakty komposti a extrakt
z komer¢niho kompostu a destilovana voda jako negativni kontrola. Extrakty byly
pfipraveny inkubaci kompostiiv destilované vodé v hmotnostnim pomeéru 1:2,5 po dobu
1 h pfi laboratorni teploté a za neustalého tfepani na orbitalni tfepacce. Nasledné byla
smeés centrifugovana pii 6000 rpm po dobu 10 minut. Extrakt byl aplikovan na lehce
vlh¢enou vatu (destilovanou vodou) Petriho miskach. Druhy test byl provadén po dobu 6
dna za kontrolovanych svételnych podminek — stfidaveé 12 h svétla (LED lampa) a 12 h
tmy. Po nakli¢eni semen byl stanoven pocet klicka v kazdé misce, nasledné byly méfeny
délka kotene (od Spicky k uzlu) a délka stonku (od uzlu k hypokotylu — déloznim listim).
Vysledky byly porovnany mezi sebou pomoci analyzy Kruskal-Wallis ANOVA a
medianového testu vyuzitim programu STATISTICA®, hladina vyznamnosti a = 0,05.
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3.2.5 Rustovy test

Pro ristovy test byl pouzit hlavkovy salat (Lactuca sativa cv. Trocadero). Seminka salatu
byla pfedem nakli¢ena v pudé pii 20 °C po dobu 4 dnt za kontrolovanych svételnych
podminek — stiidavé 12 h svétla (LED lampa) a 12 h tmy. Kvétinace pouzity pro rustovy
test byly velikosti 10x10x8 cm. Samotny test také probihal za kontrolovanych svétlenych
podminek, kdy svételna faze (12 hodin) byla zajisténa lampou s intenzitou svitivosti
piiblizné 1200 luxt. Substraty pro rustovy test byly slozeny z 4 komposta (viz odstavec
3.1.3) a komer¢niho kompostu, kdy jednotlivé substraty byly pfipraveny smichanim
piislusného kompostu s pidou v poméru 1:3. Jako kontrolni substrat byla pouzita Cista
ptda. Vlaha substratu byla drzena na 70 % maximalni vodni kapacity pudy, ktera byla
vypocitana podle rovnice €.1. a byla dopliiovana trikrat tydn€. Zaroven byla kontrolovana
teplota a eventualné€ udrzovana mezi 21 a 25 °C. Test probihal po dobu 4 tydnt a poté
byla rostlinam zmeétena délka kotene (od Spicky k uzlu), délka stonku rostliny (od uzlu
k poslednimu dvojlisti), pocet listi a jejich délka, vaha rostliny a mnozstvi chlorofylu q,
chlorofylu b a karotenoidu v listech. Mnozstvi chlorofylu a, b a karotenoidi bylo ziskano
pomoci Rovnice 2, Rovnice 3 a Rovnice 4. Absorbance potiebné pro tyto rovnice byly
naméfeny zroztoku ziskanych extrakci barviva zrozetfenych listd rostlin pomoci

acetonu.

Rovnice 2: Vypocet mnozZstvi chlorofylu a

Chi =12,214 _—2,81-%
a 663 646

kde 4663 je absorbance roztoku pii vinové délce 663 nm, respektive pii 646 nm pro Asss.

Rovnice 3: Vypocet chlorofylu b

Chl =20,13-2_—5,03-4
b 646 663

Rovnice 4: Vypocet karotenoidii

(1000-& —3,27-Chl —104-Chl )
470 a b
198

C +¢c =
X

kde A470 je absorbance roztoku pti vinové délce 470 nm a Chl,, »je vypocCitané mnozstvi
chlorofylu a, respektive b. Vysledky byly porovnany pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA), analyzy Kruskal-Wallis ANOVA a medianového testu vyuzitim programu
STATISTICA®, hladina vyznamnosti a = 0,05.
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3.2.5.1 Analyza biodiverzity kompostu pomoci Biolog EcoPlates™

Desticka obsahuje 31 uhlikovych zdroju a jednu negativni kontrolu (voda) v triplikatu.
Zdroje se skladaji z aminokyselin, amind, uhlovodikl, karboxylovych kyselin,
fenolovych sloucenin a polymert. Jednotlivé uhlikové zdroje jsou vypsany v piiloze viz
tabulka ¢. 5. Jako indikator ristu mikroorganismi na uhlikovych zdrojich slouzi fialové

zbarveni, které vznika redukci tetrazoliového barviva pfi respiraci mikroorganisma.

Pro extrakci mikroorganismu byla pfipravena smés z 3 g substratu (kompostu a pudy) a
50 ml 0,85% roztoku NaCl, ktery byl poté inkubovéan 20 minut pii teploté 30 °C za stalého
tfepani pii 180 rpm. Poté byla smés dekantovana po dobu 10 minut. Do kazdé jamky
desticky bylo napipetovano 25 ul supernatantu a 125 pl 0,85% roztoku NaCl. Nasledné
byly desticky umistény do inkubatoru, kde byly inkubovany pfi teploté 30 °C po dobu
168 hodin. Mira zbarveni jamek byla méfena pomoci spektrofotometrického méteni
absorbance pfi vinové délce 590 nm na ELISA readeru. Prvni méfeni se uskutecnilo po

48 hodinach, kazdé dalsi bylo méteno po 24 hodinach az do 168 hodin.

Pomoci normalizovanych hodnot primérného vyvoje barvy jamky (AWCD) byla
sledovana mira utilizace substrati mikroorganismy. Rovnice 5 popisuje vypocet AWCD.

(}'i_AU)

AWDC = 2. B

Rovnice 5: Vypocet priumérného vyvoje barev
kde A; je absorbance kazdé jamky, A je nejnizsi absorbance v destiCce a Cislo 31 je pocet

jamek (se substraty) jedné sady.

Dalsim vypoctem byl Shannontv index biodiverzity H', vypocitany podle Rovnice 6,
respektive Rovnice 7. Index slouzi pro vyjadieni vyrovnanosti mikroorganismu

spoleCenstva.

H' = - Zpi'ln(pf)

i=1
Rovnice 6: Vypocet Shannonova indexu diverzity

kde

A

i

i Zii

P

Rovnice 7: Vypocet proménné p;
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kde A; je absorbance dané jamky v sadé a ) A; oznacuje sumu vSech absorbanci v dané
sadé.

Pro zjisténi obecné biologické odlisnosti sledovanych komposti a pidy byla pouzita
analyza hlavnich komponent (PCA), ktera byla vypracovana z hodnot AWCD pro
168 hodin inkubace. Analyza byla zpracovana pomoci softwaru STATISTICA®, hladina

vyznamnosti o = 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Biodegradace polymeru v prostiedi kompostu

Komposty obohacené o riizné polymery byly slouzily s kombinaci s ptidou jako substratt
pro péstovani salatd ke zjisténi mozné toxicity z degradovanych polymert. Experiment
probihal podle upravené normy ISO 20200, kdy se blizil industridlnimu kompostovani.
Také byl vyuzit pro porovnani stestem degradace polymert v prostiedi pudy, pro
potvrzeni pfedpokladu, ze polymery za podminek industridlniho kompostovani budou
degradovany rychleji nez v pfirozeném prostiedi pudy. To by mohlo pfispét k potvrzeni
obecné akceptované hypotézy, ze degradace pomoci kompostovani by byla vhodné&jsi
metodou zpracovani biopolyesteri nez ukladani na skladky, kde bude proces

dekompompozice materialu pomaly.

4.1.1 Zmény kompostu béhem testu

Kompostovaci test probihal pies 20 tydnu, kdy prosel teplotami od 58 °C po 20 °C. Taktéz
prosel raznymi fazemi, z pocatku byl spi§ svétlejsi a ¢im déle test probihal, tim tmavsi
byly i jednotlivé komposty. Nekteré zmény byly viditelné i pouhym okem, kdy

opakované doslo k plesnivéni substratu, jak mizeme vidét na Obrazek 10.
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Obrazek 10: Na levé strané jsou komposty se semikrystalickym PLA a vpravo komposty bez
polymerii

Viné meéla povétsinu Casu neutralni charakter, coz znacilo dostatecnou vlhkost a aeraci
kompostu. Pomoci mikroorganismi byl objem kompostu pomémeé zredukovan, avSak
kompost presto jesté nedosel k uplné zralosti, coz bylo patrné z konzistence komposti.
Vyzraly kompost miize byt poznan podle toho, zZe ma drobtovitou strukturu, takze jeho
jednotlivé slozky nejsou rozeznatelné pouhym okem. Nezapacha, ale muze piijemné

vonét jako lesni pida a ma hnédou az tmavé hnédou barvu.
4.1.1.1 Zmény polymerii v kompostu

Kompostovaci test a degradace polymert v ném probéhla podle predpokladu a vysledkt
ptechozich praci [55, 56]. Kdy amorfni PLA bylo uplné degradovano, semikrystalické
PLA podlehlo zméné molekularni hmotnosti, a prestoze drzelo tvar, tak pii tlaku

podléhalo deformaci a PHB viditelné ubylo.

4.1.2 Analyza biodiverzity kompostu
Mikrobialni rozmanitost komposti byla posouzena pomoci mikrotitracnich desticek

BIOLOG EcoPlates™. Kazdé konsorcium bakterii ma specifickou sadu zdroju uhlikd,
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které mizou (nebo nemuzou) byt pouzity pro zisk energie. Tyto desticky vyuzivaji tohoto
principu pro charakterizaci a klasifikaci heterotrofnich mikrobialnich spolecenstvi. Jsou
pouzivany pro analyzu mikrobialniho spoleCenstvi v pudé€, vodé, kompostu a dalSich
prostredich, a to proto, Ze jsou schopné odhalit Casové a prostorové zmeény mikrobialnich

komunit [57].

Cilem uvedeného experimentu bylo odhalit, zda polymery, které degradovaly
v jednotlivych kompostech ovlivnily mikrobialni spolecenstvi, pfipadné do jaké miry byl
vliv pozorovatelny. Jako kontrolni vzorky byly pouzity puda a suchy komerc¢ni kompost.
Protoze kvantitativni charakteristiky tohoto testu neni mozné kalibrovat, ziskana data
byla znormalizovana na hodnoty AWCD, které byly dale pouzity pro vypocet H' a
v posledni fad¢ pouzity pro PCA.

4.1.2.1 Prumerny vyvoj barvy jamky AWCD

Primérmy vyvoj barvy jamky popisuje primérny vyvoj mikroorganismi v ¢ase v dané
sad¢ jamek vztazeny na nejnizsi hodnotu desticky. Tato analyza normalizuje naméfené
hodnoty absorbance pro jednotlivé jamky a tim umoziuje zanedbat rozdilny pocet jedinca

daného mikroorganismu na pocatku experimentu v jednotlivych jamkach.
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Obrdzek 11: Casovy vivoj AWCD pro jednotlivé substraty, kde PHB, aPLA, skPLA a Bez jsou
zkoumané vzorky kompostii z 25. tydne testu a komercni oznacuje komercni kompost

Obrazek 11 ukazuje zavislost AWCD na Case neboli primérny vyvoj mikroorganismu
v ¢ase. VSechny substraty vykazuji vysokou podobnost s logaritmickou kfivkou. Po
144. hodiné doslo k zfetelnému ubytku AWCD pro vzorek se semikrystalickym PLA.
K ubytku by nemélo dochazet, nebot’ vzniklé barvivo by se nemélo dale odbouravat.
Podobnost s logaritmickou kfivkou naznaCuje analogii s exponencialnim ristem
a nasledné zpomaleni do stacionarni faze. Z grafu je mozné vidét, ze vSechny substraty
kromé ptudy maji podobny narist, a prestoze mikroorganismy nalézajici se v komerénim
kompostu mohly mit delsi lag fazi nebo jich ve vzorku na pocatku experimentu mohlo
byt méné, bylo na konci inkubace destiCek zaznamenan intenzivnéj§i zbarveni nez v
ptipadé pudy, avSak potad se drzely pod zkoumanymi vzorky komposti. Nizs§i hodnoty
pro vzorek pudy mohly byt zpsobeny tim, ze ve vzorku mikroorganismi odebraného z

pudy je nizsi pocCetnost a aktivita mikroorganismi nez napiiklad v prostiedi komposta.
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Zatimco vzorek komeréniho kompostu, ktery byl plné vyzraly, drzici se pod vzorky
zkoumanych komposti by mohl znacit, ze aktivita obsazenych mikroorganismu neni tak

vysoka jako u pripravenych kompostd, které nebyly pii testech zcela zralé.
4.1.2.2 Shannonny index

Shannontv index rozmanitosti slouzi k vyjadfeni nejistoty, jakou jsme schopni
predpovédét druh jedince, ktery je nahodné vybrany ze vzorku [58]. Jinymi slovy
popisuje miru rozmanitosti druht konkrétniho spoleCenstvi. V nasem piipadé vyjadiuje
schopnost mikrobialniho spoleCenstvi utilizovat rozdilné uhlikové substraty a jeho
vyrovnanost rastu na té€chto substratech, a odpovida vyvoji barvy jamky vici celkovému
vyvoji vdané sadé jamek. Cim niz§i hodnoty H' nabyva, tim je mikrobialniho
spoleCenstvi nevyrovnan€j§i, coz muze znacit dominanci né€jakého druhu nebo rodu,

neschopnost utilizovat urcité substraty, anebo kombinaci téchto stavi.
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Obrazek 12: Shannoniv index rozmanitosti

Hodnoty H' zalozenych komposti kromé vzorku s amorfnim PLA v pribéhu experimentu
velice mime klesaly, viz Obrazek 12. To mohlo byt zptisobeno rychlejsim ristem
mikroorganismi na konkrétnich substratech vaci ostatnim substratim, které byly
utilizovany pozd¢ji s delsi lag fazi. I rast konsorcii komeréniho kompostu vykazoval nizsi

H' hodnotu do 96 hodin inkubace, kdy po tomto Case se hodnota H' ustalila, coz
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vypovidalo o vyvazenosti systému, ktery potieboval delSi Cas na adaptaci na rizné
uhlikové substraty. Mikrobialni spoleCenstvi odebrané z pidy vykazovalo dle
predpokladu nizsi schopnost utilizovat riizné uhlikaté substraty. V celkovém vysledku
vSak v§echny vzorky po 96 hodinach inkubace vykazovaly vyvazenost na substratech,
které byly schopné utilizovat. Protoze Shannonav index neni schopny kvantifikovat ani
urcit pocet druhtt mikroorganismu schopnych degradovat polymery, muzeme pouze
predpokladat, ze komposty, jez dosahly vys$i rozmanitosti mikroorganismu, nez Cista
ptda budou pravdépodobnéji mit vice druhi schopnych degradace polymert. Rozdily
mezi vzorky jsou velmi malé a bez statistické analyzy t€zko porovnatelné. Pfesto hodnoty
z prace Hollé [55] vykazovaly podobné hodnoty, a tudiz mizeme piedpokladat, ze

bioplasty v kompostu vyznamné neovliviiuji mikrobialni diverzitu kompostu.
4.1.2.3 Analyza hlavnich komponent

Pomoci analyzy hlavnich komponent byly proménné vyobrazeny ve dvojrozmérném
prostredi neboli grafech. Tyto grafy ukazuji zvySenou aktivitu jednotlivych zkoumanych
vzorkd vici konkrétnim uhlikatym substratim. Pro vypocet byly vyuzity hodnoty AWCD
ziskané z predchozich vypoctl vyvoje barvy jamky (viz 4.1.2.1) v Case inkubace 144,
nebot’ v pozd€j§im case doslo k narGstu absorbance v nékterych jamkach, které
spektrometr nebyl jiz schopny zméfit. Z 31 uhlikatych zdroju bylo pro vypocet pouzito
pouze 30, nebot pouzité vzorky neobsahovaly zadné mikroorganismy, jez by byly

schopné utilizovat 2-hydroxybenzoovou kyselinu.
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Tabulka 4: Oznaceni substratii pro Obrazek 13

Substrat Cislo Substrat Cislo
B-metyl-D-glukozid 1 N-acetyl-D-glukozamin 16
D-galaktono-y-lakton 2 y-aminobutanové kyselina 17
L-arginin 3 L-treonin 18
metylester kyseliny pyrohroznové | 4 glykogen 19
D-xyloza 5 D-glukozaminova kyselina 20
D-galakturonova kyselina 6 itakonové kyselina 21
L-asparagin 7 glycyl-L-glutamova kyselina 22
Tween 40 8 D-celobioza 23
i-erytritol 9 glukoza-1-fosfat 24
L-fenylalanin 10 a-ketobutanova kyselina 25
Tween 80 11 fenyletylamin 26
D-manitol 12 a-D-laktoza 27
4-hydroxybenzoova kyselina 13 D,L-a-glycerofosfat 28
L-serin 14 D-jable¢na kyselina 29
a-cyklodextrin 15 putrescin 30

1.0+

05¢t

0.0t

Factor 2 : 26.69%

05+t

1.0+t
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Factor 1 : 39.82%

Obrazek 13: Graf PCA popisujici aktivitu substratil
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Obrazek 14: Graf PCA popisujici aktivitu vzorki

Spojenim Obrazek 13 a Obrazek 14 ziskame piehled o aktivité mikroorganismii na
jednotlivych uhlikatych substratech rozdélenych do kvadrantd, a také zjistime, které
vzorky vykazovaly zvySené mikrobialni aktivity na téchto substratech. Nejvétsi aktivita
vzorku; byla v 1. a IV. kvadrantu, kde zkoumané vzorky se drzely mezi IV. kvadrantem
a hranici mezi I. A IV. kvadrantem. To potvrzuje predpoklad, ze vzorky kompostu maji
vys8i mikrobialni aktivitu nez referencni vzorky, kterymi jsou dozraly kompost a puda
(viz Obrazek 13). Navic se zkoumané vzorky vyskytovaly v grafech blizko u sebe vcetné
kompostu bez polymert, jak mizeme vidét na Obrazek 14, coz podporuje hypotézu, ze
biodegradace bioplastti v prostiedi komposti nema zasadni vliv na skladbu mikrobialniho
zastoupeni vici vzorku bez bioplasta. Jak bylo jiz vypoéteno pomoci Shannonova indexu
(viz 4.1.2.2), pudni konsorciu ma vyznamnou aktivitu na nejmensim poc¢td substrata. A
v neposledni fadé mikrobialni konsorcium z komercniho vyzralého kompostu preferovalo
vice substratd nez konsorciu z puady, ale méné nez konsorcia ze zkoumanych komposta.
Taktéz preferovalo jiné substraty nez konsorcia zkoumanych kompostd, coz mohlo byt

zpusobeno délkou zrani, kdy mohlo dojit kubytku druhového zastoupeni
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mikroorganismi a u zkoumanych komposti by k tomu Casem taky doslo, ale pro

potvrzeni této hypotézy by bylo tfeba nechat zkoumané komposty plné dozrat.

Pti porovnani uvedenych graft s grafy z diplomové prace Terezy Hollé [55], ktera délala
experiment za stejnych podminek, ale jiz ve 4. a 8. tydnu kompostovani, 1ze predpokladat,
ze mikrobialni spoleCenstvi se asem vyznamné méni. Piestoze vysledky Terezy Hollé
popisuji i negativni zmény mikrobialni utilizace substrati mezi 4. a 8. tydnem, tak
muzeme vidét, ze se tyto zmény poté opét ztraceji. Tento jev by mohl byt zptsoben tim,
ze zkoumané komposty v této diplomové praci byly méreny az 25. tyden a mikrobialni
skladba se za tuto dobu pravdépodobné zmeénila. Vliv na tyto rozdily mohla mit také

nepritomnost nékterych bioplastd, které byly v 25. tydnu testu jiz degradovany.

4.2 Germinacni test

Vybér semen rostliny (hlavkového salatu) pro germinacéni test byl proveden na zakladé
studii zabyvajici se citlivosti semen vici fytotoxicky latkam [49]. KliCivost semen na
extraktech zkoumanych vzorkl byla vztazena vuci klicivosti pudy (pozitivni kontroly),
nebot’ obé kontroly dosahly stejnych vysledkt procentualni vykli¢eni vzorku. Kli¢ivost
na extraktech zkoumanych vzorkl vici pozitivnim kontrolam byla v jednom piipadé

95 % (PHB) a ve zbylych cinila 100 %, viz Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky germinacniho testu

Substraty Celkovy pocet vyklicenych Procentuélni Vykliéerzi vuci
semen kontrolnim vzorkiim

PHB 19 95%
aPLA 20 100%
skPLA 20 100%
prazdny kompost 20 100%
vata 20 100%
komer¢ni kompost 20 100%

Dale, semena kli¢ici na extraktech ze zkoumanych substrati a komer¢niho kompostu
nevykazovaly mezi sebou zadné v délce kofene a hypokotylu. Naopak signifikantni
rozdily byly nalezeny pro tyto vzorky pii porovnani se semeny kli¢icimi v destilované
vodé pro délku kotene, kdy semena klicici na destilované vodé byla kratsi. Tento rozdil
mohl byt zpusoben tim, ze semena kli¢ena v destilované vodé se blizila ke svému

velikostnimu maximum kvuali nedostatku Zivin. Naopak semena klicena na extraktech
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byly podporovany latkami potfebnymi pro rast, které byly extrahované ze vzorkl
kompostd. Ztéchto pozorovani muzeme soudit, ze biodegradace biopolymert
v prostiedich komposti nemeéla negativni vliv na germinacni test v del§im ¢asovém
horizontu, kdy pro dalsi rist nepostacuji pouze ziviny z obalovych ¢asti semene. Naopak,
byl pozorovan pozitivni vliv extraktd komposti na rast korena klicku, viz Obrazek 15.
Toto pozorovani podporuje studie vedena Madbouly a spol. [52], kterd zkoumala vliv
PHA a jejich kompozitd na germinaci semen rajcete, jenz neodhalila zadné negativni
vlivy degradovanych materiald. Taktéz VostrejS a spol. (viz [59]), ktery zkoumal
degradaci PHB filmi a filmi modifikovanych ligninem potvrdil netoxicitu téchto

polymert pomoci germinacniho testu vyuzitim seté hoicice (Sinapis alba L.).

De¢lka korene [cm]
I

2| |
1
1t 4
PHB aPLA skPLA Bez KA VA HB VB
Extrakty

Obrazek 15: Graf délky korene pro jednotlivé extrakty z kompostii s pridavky polymeru, konkrétné
to byly PHB, amorfni PLA (aPLA), semikrystalické PLA (skPLA), kompost bez polymerii (Bez),
vata (V) a komercni kompost (K), jako substraty byly pouZita vata a piida (HB), pismeno B u piidy
a vaty oznacuje germinaci za tmy, respektive A oznacuje germinaci za upravenych svételnych
podminek

Semena kli¢ena za tmy na substratech byla pravdépodobné limitovana nedostatkem vody,

z toho divodu, ze mnozstvi absorbované vody kompostem bylo vyssi nez mnozstvi
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absorbované vody vatou a pudou, tudiz vlhkost dostupna pro semena byla nizsi u vyse
zminénych substrati. Pravdépodobné z toho divodu klicivost nedosahovala ve vétsing
pfipadii ani 10 % vici pozitivnim kontrolam. Vyklicila pouze semena na vaté a pudeé (HB
a VB). Pozorovany rozdil mezi semeny klienymi za tmy a se svételnym rezimem byl
takovy, ze semeniim za tmy rostl vice hypokotyl a u semen se svétlem byl vic vyvinuty
koren, jak muzeme vidét na Obrazek 15 a Obrazek 16. Tento rozdil by mohl byt vysvétlen
rozdilnymi potfebami rostliny, jejiz rast je zpomalen nedostatkem svétla a rostlina se tak
pfipravuje na Cas, kdy bude mit pfistup ke svétlu, respektive kdy by mohla byt za ptistupu

svétla limitovana nedostatkem zivin v padé.

Deélka hypokotylu [cm]
LoS)

? P EB = 5
PHBE aPLA skPLA Bez K A VA HB VB
Extraktv

Obrazek 16: Graf popisujici pritmérné délky hypokotylu pro jednotlivé extrakty a substrdaty

4.3 Rustovy test

Ristovy test byl pouzit pro odhaleni, jestli ve zkoumanych prostfedich bude dochazet
k rustu jednotlivych rostlin neboli jestli rist nebude zastaven ¢i omezen fytotoxickymi
latkami potencionalné vzniklymi pfi rozpadu bioplasti. Pouzita rostlina byla stejna jako

u germinacnich testi (viz 4.2). Statisticka analyza odhalila signifikantni rozdily mezi
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substraty u prameérné délky stonku a pramérné vahy. Konkrétn€ se jednalo signifikantni

rozdil délky stonku rostlin rostoucich v substratu s komerénim kompostem oproti

zkoumanym kompostiim s pfimeési polymerd, viz Tabulka 6. U primérné vahy rostlin se

pouze odliSovaly vzorky rostouci v komer¢nim kompostu a kompostu s piimési

semikrystalického PLA. Primérna délka korene a délka listi nevykazovaly signifikantni

rozdily mezi jednotlivymi vzorky, jak mizeme vidét v Tabulka 6 a Obrazek 17. Pomoci

HSD Tukeyho testu, respektive neparametrické alternativy Kruskal-Wallis ANOVA

a medianového testu byly vzorky pro jednotlivé parametry rozdéleny do skupin podle

signifikantnich rozdili, tzv. ze vzorky s hvézdi¢kou v jednom sloupci nemaji mezi sebou

signifikantni rozdily.

Tabulka 6: Priimérné namévené hodnoty rostlin pro jednotlivé substraty. Hvézdicka u namérené
hodnoty oznacuje substrat, ktery se signifikanmé lisil od ostatnich substrdtil

Primeérna délka | Pramérna délka | Primérna vaha
Substraty kofene [cm] stonku [cm] rostliny [cm]
Puda 423 +0.55 1.50+0.14 0.17+0.01
Komer¢ni 473 + 049 1.10+0.33* 0.13+£0.01%
kompost
PHB 4.80+0.00 1.80+0.32 0.15+0.01
Bez 498+233 1.77 £0.45 0.16 £0.01
aPLA 5.38+0.28 1.80+0.28 0.18+0.01
skPLA 5.70+0.10 1.85+0.24 0.15+0.01
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Obrazek 17: Graf popisujici priomérnou délku listii podle pridavki substratii k piidé: kompost bez
polymeru, se semikrystalickym PLA, amorfnim PLA, komercni kompost, PHB a cista piida

Nejvyssi hodnoty obsahu chlorofylu a a b dosahovaly rostliny rostouci s pfidavkem
kompostu bez polymeru, ale zaroven taky mely nejniz§i hodnoty pro karotenoidy, viz
Tabulka 7. Opacného vysledku doséahly rostliny rostouci v komer¢nim kompostu, tzn.
mély nejvyssi mnozstvi karotenoidu, ale nejnizsi mnozstvi chlorofylii. Rostliny rostouci
v kompostech s polymery (PHB, aPLA a skPLA) dosahovaly podobnych hodnot pro
meéfené proménné. Avsak listy jednotlivych vzorka nemély dostatecnou vahu, aby mohl
byt experiment proveden v triplikatu, nemohly byt hodnoty chlorofylu a a b a karotenoidt

statisticky porovnany.
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Tabulka 7: Mnozstvi chlorofylu zjisténych z listii jednotlivych substrdtii: kompost bez polymeru,
se semikrystalickym PLA, amorfnim PLA, komercni kompost, PHB a cistd piid

Substrat Chlorofyl a [ug /ml] | Chlorofyl b [ug /ml] | Karotenoidy [ug /ml]

Bez 5.00 2.81 0.63
Semik 4.40 1.26 0.94
Amorf 4.12 1.55 0.89
Komer¢ni 3.51 0.93 1.11
Puda 3.78 0.97 0.86
PHB 3.99 1.39 0.95

Chlorofyly a karotenoidy jsou rostlinné pigmenty, které absorbuji svételnou energii a
rostlina ji dale vyuziva pii fotosyntéze. Mnozstvi chlorofylu zavisi na druhu rostliny a
stafi listu, podminkach prostfedi, jako jsou predevsim svételné podminky, ale také
dostatecné mnozstvi mineralnich latek a vlhkosti [60]. Kromé absorbance svételné
energie karotenoidy jesté chrani fotosyntetizujici systémy, kdyz absorbovana energie
presahne fotosyntetickou kapacitu systému. Fotosynteticka kapacita se snizuje se
zvySovanim stresovych podminek. Proto obsah karotenoidu se zvysuje v situacich, kdy
rostliné chybi dusik, zaziva sucha ¢i je vystavena nadmémému mnozstvi slune¢niho
zateni [61, 62]. Rozdilnost mezi jednotlivymi rostlinami mohla byt zptisobena rozdilnosti
mezi jednotlivymi substraty, kdy komercni kompost jednotlivym rostlinam mohl
poskytovat méné dusiku né€z ostatni substraty. Rostliny se mohly nachézet ve stresovych
podminkach, a proto mohlo dojit k vétsi produkci karotenoidii nad chlorofyly, které navic
potiebuji dusik, aby mohly byt produkovany, jak popsal MUNOZ-HUERTA a spol. v
[63]. Tato problematika je nicméné daleko slozitéj§i a potiebovala by byt zkoumana

z vice uhlu.

Krom¢ vysledki stanoveni chlorofyl a karotenoida v listech rostlin, které navic nemohly
byt statisticky potvrzeny, tak ristovy test odhalil negativni disledek biodegradace
biopolymera v kompostech pouzitych jako hnojivo pro rist rostlin. K netoxicité PHA

dospél také Madbouly a spol. [52], ale s pouzitim rajcete misto salatu.

4.4 Biodegradace polymeru v prostiedi pudy
Experiment biodegradace probihajici v prostiedi pady byl vytvofen pro zjisténi vlivu
rozdilnych prostfedi na samotnou biodegradaci. Biodegradace v pidé probihala podle

normy ISO 20200, ale za podminek bézné se vyskytujiciho prostredi, jako probihala
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v kompostu. Tudiz se lisila teplota, ktera byla nizsi nez v pfipadé kompostovaciho testu
a to 25 °C po celou dobu testu, vlhkost, protoze ptida nebyla schopna udrzet absolutni
vlhkost na 55 % a v neposledni fadé také zptisobem, jakym byly polymery do vsadky
umistény. Pfi inkubaci v piadé byly polymery umistény do prostiedi v pytlicich
z monofilovych vlaken, a to pro snazsi odbér vzorku a jeho naslednou analyzu. Pytliky
s polymery byly odebirany v tydennich intervalech. Cetnost zalivani, umisténi
v inkubatoru a zatizeni pudy polymery bylo stejné jako u kompostovaciho testu. Oba testy
mély vice ¢i méné simulovat pfirozené prostiedi, ale s rozdilnymi cili. Zatimco kompost
meél slouzit k zjisténi toxicity prostfedi po degradaci polymert, protoze degradace
polymert v kompostu byla jiz prokazana v predeslych pracich (viz [55, 56]). Test
biodegradace v pudé byl navrzen pro sledovani mechanizmt a rychlosti degradace
polymert, kterym lze simulovat napftiklad pfirodni skladkou nebo mista, kde neékdo

odhodil produkt z téchto kompostovatelnych polymert.

4.4.1 Zmény polymeru v priubéhu experimentu

Béhem 8 tydni inkubace polymeri v pudé nedoSlo skoro k zadnym okem
pozorovatelnym zménam pudy nebo polymerd nachézejicim se uvnitt. Posledni tyden
v prostiedi s polymerem PHB doslo k nartstu plisn€ na saccich s timto polymerem. Ale
také nedoslo k zadnému hmotnostnimu ubytku mezi jednotlivymi sacky beéhem celé doby
experimentu, pouze byly pozorovany malé fluktuace hmotnosti véetné nepatrného
nartstu hmotnosti. Narast hmotnosti mohl byt zpasoben znecisténim polymert
mikroskopickymi slozkami plidy, prestoze polymery byly Cistény pred vazenim. Protoze
komposty z kompostovaciho testu mély slouzit predevsim jako substraty pro rastovy test,
nebylo mozné pouzit sacky s polymerem jako v pfipadé testu pud€. Proto vysledky testu
v pudé byly porovnany s vysledky ziskanymi v pfedchozich pracich, viz diplomova

prace Holl¢ [55] a Vodicky [56].

Po 8 tydnech kompostovaciho testu ¢inily tubytky polymerd mezi 40—100 % [55], zatimco
ubytky hmotnosti v pidé degradaci polymeru neprokazuji. To mize byt zpisobeno nizsi
teplotou a nizs$i vlhkosti pudy, kdy tyto parametry ovliviiyji skladbu a aktivitu
mikroorganismu, které maji vliv na samotnou biodegradaci polymerd. Taktéz tyto

parametry samy napomahaji k degradaci (viz. 2.2.1).
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4.4.1.1 Zmény povrchii polymeri

Pro bliz§i zkoumani biodegradacnich procesi a jejich mechanisma byly povrchy
polymert sledovany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Pro tento ucel
byly pouzity polymery z 4. a 8. tydne experimentu. Vzorek amorfniho PLA nevykazoval

zadnou degradaci ani ve 4., ¢i 8. tydnu experimentu, jak mizeme vidét na Obrazek 18.

Obrazek 18: Snimek ze SEM povrchu amorfniho PLA, A je snimek pred experimentem, B z 4. a C
z 8. tydne experimentu, povrch byl 5000x priblizen.

Obrazek 19: Snimek ze SEM povrchu semikrystalického PLA, A je snimek pred experimentem, B
z4. a C 7 8. tydne experimentu, povrch byl 5000x priblizen

Taktéz ani semikrystalické PLA nevykazovalo zadné zmény povrchu, jak je patrné
z Obrazek 19. Dle vysledkt nameéfenych Vasile a spol. [64] a Karamanlioglu a spol. [65],
degraduje PLA pii nizSich teplotach (37 °C) a vlhkosti velmi pomalu a po degradaci
amorfni ¢asti degraduje krystalicka ¢ast jesté pomaleji. Ani po 150 ¢i 360 dnech nebyla
pozorovana ztrata hmotnosti vyssi nez 1 % [64, 65]. Tyto hodnoty koreluji s namérenymi
vysledky, kdy ani amorfni ani semikrystalické PLA nevykazovaly zadné znamky

degradace.

Prestoze ani PHB nevykazovalo zddnou zménu hmotnosti, snimky ze SEM ukazuji, ze
k urcité mikrobialni degradaci doslo, a ze se degradovana Cast zvétsila mezi 4. a 8. tydnem
experimentu, jak je patrné z Obrazek 20. Byly nalezeny 1 ¢asti povrchu, kde k zadné

degradaci jesté nedoslo, coz znaci o nizsi aktivité mikroorganismt schopnych degradace
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polymeru. Vliv, kterym je zptsobena povrchova degradace je opfen o studie, které vedli

Madbouly a spol. [52] a Sharma a spol. [66], ktefi zkoumali biodegradaci PHA a dosli

k zavéru, ze mikrobialni degradace probiha formou povrchové eroze.

Obrazek 20: Snimek ze SEM povrchu PHB, A je snimek pred experimentem, Bz 4. a C z 8. tydne
experimentu, povrch byl 5000x priblizen

Pti porovnani s daty namétrenymi Boyandin a kol. [53], ktefi méfili degradaci PHB filmt
i pelet v pudé je pozorovana analogie s uvedenymi vysledky. Autofi naznacuji, ze teplota,
a predevsim vlhkost pidy ma vysoky vliv na degradaci polymert, nebot’ tyto faktory (ale
i dalsi jako je pH) ovliviiuji aktivitu, mnozstvi a rozmanitost druhti schopnych degradace

polymert [53].

49



5 ZAVER

Prvotni experimenty zahrnovaly biodegradaci polymert, konkrétné P3HB, amorfniho
PLA a semikrystalického PLA v prostfedi kompostu a pudy. Nasledné po skonceni
kompostovacich experimenti byly komposty pouzity jako hnojivo pro zjisténi, jestli
degradace polymeri nezanechava v prostfedi fytotoxické latky, které by mohly
zpomalovat, az zastavovat rust rostlin. Test biodegradace v pudé byl proveden pro

porovnani rychlosti degradace v prostiedi kompostu a v pade.

Degradace polyesteri v kompostovacim testu probihala podle predpokladu, kdy
polymeru PHB viditelné ubylo, amorfni PLA doSlo k uplné degradaci a semikrystalické
PLA sice drzelo tvar, ale pfi tlaku na n¢j dochéazelo k deformaci az rozpadu na prach.
Taktéz experimenty v prostiedi ptudy korespondovaly s literaturou a nedochazelo k zadné
viditelné degradaci ani k hmotnostnimu ubytku polymeri. Snimky ze SEM prokazaly
nizkou povrchovou degradaci PHB v prostfedi pady. Amorfni a semikrystalické PLA
nevykazovaly zadné naznaky degradace, protoze u nich dochazi predev§im k degradaci

abiotické, ktera byla za podminek testu (pfedevs§im nizka teplota) velmi zpomalena.

Semena salatu pii germina¢nim testu nevykazovala pii expozici extraktim testovanych
komposti zadnou snizenou germinaci ¢i rist oproti kontrolnim vzorkiim. Naopak, po
delsi dobé germinace dochazelo k zisku Zivin z extraktd kofenti a podpofe rustu korend
oproti destilované vode€. Semena kliCena ve tmé vykazovala delsi hypokotyl oproti

semenum klicenym s kontrolovanym svételnym rezimem.

Ristovy test, v souladu s literaturou, neprokazal zadnou fytotoxicitu testovanych
bioplastu a jejich degradacnich produktti a rostliny ve vétSin€ pfipadu vykazovaly lepsi
rast a dalsi parametry, nez tomu bylo u kontroly. To naznaCuje, ze komposty zatizené

vysokym obsahem bioplasti mohou byt bez obav pouzity jako hnojiva v zeméd¢lstvi.

Porovnanim mezi degradaci v prostfedi kompostu a v ptidé naznaCuje, Ze industrialni
kompost by mohl slouzit jako lepsi misto pro degradaci testovanych biopolymert nez
pouhé ponechani polymert naptiklad v prostfedi pfirodni skladky. Nasledné pro jeste
lepsi vyuziti by po skonceni kompostovaciho testu mohl byt kompost vyuzit jako hnojivo
pro zemédelské ucely. Toho by mohly vyuzit industridlni kompostarny, které v dnesni
dobé¢ nepfijimaji zadné odpadni plasty. Prestoze je PLA v dnesni dobé& obcCas pouzivano

jako nahrada komer¢nich polymert jako je naptiklad PE, tak mize byt pouze vyhozeno
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do komunalniho odpadu, ktery konci na skladkach, kde jeho degradace nedosahuje jeho
plného potencialu, jako naptiklad pii industridlnim kompostovani. Pouziti ostatnich
biopolymerua jako napiiklad PHB je porad vyznamné limitovano vyssi cenou vyroby.
V souvislosti se zvySujicim se zdjmem o ekologii a pfi potvrzeni udrzitelnosti
a bezpecnosti PHB, ¢i jiného bioplastu by mohlo dojit ke zvySeni produkce téchto
bioplastti. To by mohlo mit za nasledek snizeni ceny a vytvoreni podminek pro vyzkum

optimalizace vyroby pro tyto bioplasty.

Samotna problematika muze byt dale studovana a popsana z mnoha uhli. Naptiklad
z pohledu prostredi, kdy je dale mozné sledovat slozeni celého kompostu a jeho zmény
v prubéhu biodegradace. Poté z pohledu urovné degradace jednotlivych polymert, jakych
podminek prostiedi musi byt dosdhnuto a za jakych podminek bude degradace
nejrychlejsi. Déle z pohledu mikrobialni ¢innosti, respektive které mikroorganizmy a jak
se podili na biodegradaci, popfipadé jako tomu bylo Castecné v téhle praci, jestli produkty

degradace polymert ovliviiuji rust rostlin a do jaké miry.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PET

PE

PHA

PLA

skPLA

aPLA

SCL-PHA

MCL-PHA

LCL-PHA

P3HB

SEM

DDGS

CTS

SBB

SEC

ELISA

Polyethylentereftalat

Polyethylen

Polyhydroxyalkanoat

Polyester kyseliny mlécné
Semikrystalicky polyester kyseliny mlécné
Amorfni polyester kyseliny mlécné

PHA s kratkymi fetézci monomeru (z angl. Short-chain-

length PHA)

PHA se stiedné dlouhymi fetézci monomeru (z angl.

Medium-chain-length PHA)

PHA s dlouhymi fetézci monomert (z angl. Long-chain-

length PHA)
Poly-3-hydroxybutyrat

Rastrovaci elektronovy mikroskop (z angl. scanning

electron microscopy)

Susené lihovarnické vypalky

Klimatické testovaci stanice

Bioplasty na bazi skrobu (z angl. starch based bioplastics)
Gelova permeacni chromatografie

Metoda ke kvantitativnimu stanoveni antigentd (z angl.

enzyme-linked immunosorbent assay)
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8 PRILOHY

8.1 Obsah desti¢ky Biolog EcoPlates™
Tabulka 8: Uhlikové slozeni EcoPlates™

1 2 3 4
B-metyl-D- D-galaktono-y- .
A voda glukozid lakton L-arginin
metylester D-
B kyseliny D-xyloza galakturonova L-asparagin
pyrohroznové kyselina
2.
C Tween 40 i-erytritol hydroxybenzoo | L-fenylalanin
va kyselina
4-
D Tween 80 D-manitol hydroxybenzoo L-serin
va kyselina
i D- i
E a-cyklodextrin N-acetyl D aminobutanova L-treonin
glukozamin .
kyselina
D- . itakonova glycyl—L—,
F glykogen glukozaminova . glutamova
. kyselina .
kyselina kyselina
. .. | a-ketobutanova .
G D-celobioza | glukoza-1-fosfat vseli fenyletylamin
yselina
D,L-a- D-jable¢na )
H o-D-laktoza glycerofosfat kyselina putrescin

8.2 Slozeni krali¢iho krmiva

Je¢men (8,

5%)

Ovesné otruby (6%)
Melasa z cukrové fepy

Uhlicitan vapenaty
Chlorid sodny
Monokalciumfosfat

Vojtéskova moucka (41, 5%)
PSeni¢né otruby (22, 5%)
Sladové klicky (15%)
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