Univerzita Karlova
Pfirodovédecka fakulta

Ustav pro Zivotni prostiedi

Studijni program: Ekologie a ochrana prostredi

Studijni obor: Ochrana Zivotniho prostredi

Bc. Pavel Husek

Biodegradace novych typl lehcenych polyuretan( v riznych environmentalné
relevantnich mikrokosmech

Biodegradation of new types of lightweight polyurethanes in different environmentally-
relevant microcosms

Diplomova prace

Vedouci prace: RNDr. Petra Innemanova, Ph.D.

Praha, 2021



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne Podpis ...ccceeeeennee.



Podékovani

V prvni fadé bych chtél podékovat své skolitelce RNDr. Petfe Innemanové, Ph.D. za jeji
Cas, obrovskou ochotu a skvélou spolupraci. Dale dékuji spoluza¢kam z magisterského
studia za podporu pfi studiu, predevsim pak Jané Esterlové a Katefiné Prazanové za
pomoc pfi laboratorni ¢innosti a cenné rady béhem tvorby prace. V neposledni fadé
bych chtél podékovat svym rodi¢iim za podporu, kterou mi pfi studiu poskytli.



Obsah

ADSTIAKE ..ttt b e b et e et e et e e beenreesane e 6
FAY o A - [ PO PP ORTOTRTOPR 7
SEZNAM ZKIAtEK ..ttt e s e s re e et e e s ree e saree s 8
Lo VOO ittt ettt bbbttt b bbbt b bbbttt b st b ben s 9
2. TEOELICKA CAST ..eeuiiiieeieee ettt st st et sr e s sane e 11
2 B oo YU =) - | VPP PPP 11
2.1.1. 2 o Yo =Y od o 1ol o = 1 [ SRS 14
2.1.2. Biodegradace polyuretant........ccccueeecieeciee et stee ettt e e rrae e 15
2.2. Metody urcovani biodegradability plastl v pUd@.........cccoeevvieeiiieecieecieecee e 20
2.2.1. Ukazatele degradace materidlu ........ccceeeeciieeiiiiiie e 20
2.2.2. NOrmované Metodiky .....occueiiiiciiie e 22

2.3. Metody identifikace a stanoveni mikroorganismu v biodegradacnich studiich ......... 24
2.4.  Vlastnosti plid z pohledu biodegradace polyuretant........ccoeeeeeeecieeeceeeciiee e 25

T 011 1= T o 17T <4 AU 27
A, IMEEOAIKA .ttt h e sttt sttt b e b b saeeearean 28
4.1. Pouzité chemikdlie a laboratorni technika........ccccceeviieriiiiiiiiieeeee e 28
4.1.1. Chemikalie @ Materidly.....coucuiei i 28
4.1.2. Laboratorni teChNIKA .......cooviieeie e 28

4.2. Biodegradace lehéenych polyuretant v pUde............oooeciieeiiciiie e 28
4.2.1. Charakteristika testovaného materialu.........cccoeeeiieninineneececeeeeee 29
4.2.2. Analyza poUZItYCh PUd ...cccuviiiiiiciieecee ettt ettt e e aae e saree s 30
4.2.3. Stanoveni biodegradace.......ccuiiiiiiee i 30

4.3.  Stanoveni obsahu fosfolipidovych mastnych kyselin........cccccooocvveiicieiiiccineeee. 31
4.3.1. EXErakce lpidU......oee et e e 31
4.3.2. ] el To] o T= Yol [T o] e 11 [ USRS 32
4.3.3.  Transeterifikace. ..o 32
4.3.4. Vyhodnoceni obsahu mastnych Kyselin .........ccoveviiiiieiiiiiiii e 33

4.4,  Statistické zpraCoVANI dat .......c.eeeiieiiiii e e 33

T VAVE Y T=To | USRS O 34
5.1. Biodegradace lehéenych polyuretanli v pld@...........cceevvieiiieeiieecie e 34
5.2.  Vysledky stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin.........cccccoeeieiiiiieiiincien e, 36

6. DISKUZE ..t s s e s e n e e e s b e e ne e e are e s reeenanee s 41
[ - 1Y -] SO PO PRSPV PTUPRRPO 44
< T o [ o [ SRR 45
LS TR 4 5170 o 1Y APPSR 52






Abstrakt

Diplomova prace se zabyva novym typem lehcené polyuretanové pény (PUR), kterd
byla pfipravena za Ucelem dosazZeni biodegradovatelnosti dle sou¢asné platnych norem
biodegradovatelnosti plastovych materidl(. Materidl ma predpokladané vyuZiti jako
nosic pro pachové odpuzovace zvére v zemédélské krajiné, kde by po skonceni
zivotnosti material mohl byt ponechan samovolnému rozkladu v pldnim prostredi.

Testovany material PUR BIO-10 byl podroben testu biodegradovatelnosti dle
standardizované metody ASTM D5988-03 v laboratornich mikrokosmech.
Biodegradovatelnost byla testovana ve dvou opakovanich a dvou odlisnych ptdnich
prostiedich — lesnim a polnim, ktera byla vybrdna s ohledem na predpokladané
budouci vyuziti materiadlu jakozto pachového ohradniku. Dle metodiky byla
biodegradovatelnost mérena jako mineralizace materidlu zachytem oxidu uhlicitého.
Byly provedeny dva experimenty s odliSnym nastavenim — béhem prvniho experimentu
byl materidl vpraven pfimo do pldy a béhem druhého experimentu byl material
uzavren v litterbagu, aby nedochazelo k jeho kontaminaci pGdou, kterd zplsobovala
problémy v dalSich analyzach. V pripadé prvniho experimentu byla po 90 dnech
namérena mineralizace materidlu v lesni ptidé 10,65 + 2,54 % a 20,48 + 9,18 % v plidé
polni; vdruhém experimentu byla po 32 dnech namérena v lesni padé mira rozloZeni
materialu 3,88 + 3,42 % a v pidé polni 8,96 + 1,79 %. V tomto opakovani je rozdil
rozlozZitelnosti mezi plidami statisticky signifikantni.

Po skonceni biodegradacniho testu byly z testovanych pld vyjmuty testované
materialy a podrobeny analyze fosfolipidovych mastnych kyselin (analyza PLFA).
Vystupem této analyzy je prehled skupin mikroorganismu, které se v dobé extrakce
nachazely v biofilmu na materialu a pravdépodobné se tak ucéastnily jeho rozkladu.
Béhem prvniho experimentu byly materidly ponechdny pfimo v ptdé a po statistickém
vyhodnoceni dat analyzy PLFA se soubory lesni a polni pady od sebe statisticky nelisily.
Béhem druhého experimentu byly materidly uchovany v litterbagu, ktery mél zabranit
kontaminaci testovaného materialu ptidou a zkresleni vysledk( analyzy PLFA. Po
vyhodnoceni vysledkd PLFA z druhého pokusu byla zjisténa vétsi participace
mikrobialniho spoleéenstva v lesni pldé — konkrétné zastupcl hub, které se v souboru
dat statisticky vyznamné lisily.

Klicova slova: lehéené polyuretany, biodegradace, PLFA, mikrobidlni spole¢enstva



Abstract

Presented diploma thesis focuses on a new type of lightweight polyurethane foam
(PUR), which has been manufactured with the intention of it being biodegradable
within currently valid norms on biodegradation of plastic materials. The future use of
said polyurethane foam is as carrier for odor repellent to avoid wildlife-vehicle
collisions in agriculture landscape, where, after the end of its lifespan it could be left to
biodegrade in soil the environment.

The examined material, PUR BIO-10, was tested for biodegradability in laboratory
microcosms according to standardized method ASTM D5988-03. Biodegradability was
tested in two separate soil types — forest soil and agricultural soil, which have been
selected with the future use of the material in mind. According to the method
biodegradability was measured as mineralization of the material by capturing evolved
carbon dioxide. Two trials with different treatments were executed. In the first trial the
material was introduced directly into the soil and in the second trial the material was
tested in a litterbag to avoid soil contamination which was problematic for further
analysis. During the first trial, after 90 days, the mineralization of polyurethane foam
was 10.65 £ 2.54 % in the forest soil and 20.48 £ 9.18 % in the agricultural soil. During
the second trial, after 32 days, the mineralization was 3.88 + 3.42 % in the forest soil
and 8.96 £ 1.79 % in the agricultural soil. In the second trial the difference between the
soils was statistically significant.

After the end of the biodegradation experiments the tested material was extracted
from the microcosms and further tested with analysis of phospholipid fatty acids (PLFA
analysis). Said analysis is used for screening of microbial communities and specifically
in this case it should provide information about which groups of microbial community
have been present on the tested material during extraction and presumably
participated in the biodegradation. During the first trial the tested material was placed
directly into the soil and after data evaluation the forest and agricultural soil samples
did not differ in their microbial community composition. During the second trial the
material was kept in a litterbag, which was used as a protection of the material from
contamination by soil, which could cause a distortion of results from the PLFA analysis.
After the second trial data evaluation it was found that the forest soil microbial
community, especially fungi, have been statistically significantly more present on the
tested material.

Key words: lightweight polyurethanes, biodegradation, PLFA, microbial communities



Seznam zkratek
ANOVA — Analyza variance

ASTM — Americka spolecnost pro testovani materidld (z angl. American Society for
Testing and Materials)

EPFR - environmentdlné persistentni volné radikaly (z angl. Environmental persistent
free radicals),

EU — Evropska Unie

FT-IR — InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (z angl. Fourier
transform infrared spectroscopy)

GWP — potencial globalniho oteplovani (z angl. Global Warming Potential)

ISO — Mezindrodni organizace pro standardizaci (z angl. International Organization for
Standardization)

LCA — Analyza Zivotniho cyklu (z angl. Life Cycle Assessment)

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace (z angl. National Centre for
Biotechnology Information)

NIPU — polyuretan pfipraveny bez isokyandatu (z angl. Non isocyanate polyurethane)

OECD - Organizace pro hospodaiskou spoluprdci a rozvoj (z angl. Organisation for
Economic Co-operation and Development)

PLFA — Fosfolipidové mastné kyseliny (z angl. Phospholipid Fatty Acids)
SEM — Skenovaci elektronové mikroskopie
SPE — Extrakce na pevné fazi (z angl. Solid phase extraction)

UV — Ultrafialové zareni (z angl. Ultra violet)



1. Uvod

O plastech se hovofi od pocatku 20. stol, kdy vroce 1907 Leo Baekeland vytvofil
material bakelit, ktery se stal prvnim masové vyrabénym plastem a odstartoval tak éru
plastl, ve které nyni Zijeme (ACS.org, 1993). Plasty jsou v poslednich desetiletich
materialem, ktery se stal diky svym vlastnostem a témér nekonecné modifikovatelnosti
nenahraditelnym pro kazdodenni Zivot nas vSech a de facto pro kazdé pramyslové
odvétvi. Nicméné stimto obrovskym nastupem jejich uzivani se plasty staly
nejpalCivéjSim problémem odpadového hospodafstvi — kvali jejich Spatné
rozlozitelnosti a obecné velké odolnosti vici vlivim okolniho prostredi. Kazdorocné se
produkce plastl zvySuje a vroce 2019 celosvétova produkce plastli dosdhla 368
milion(l tun a ztoho jsou pouze 4 miliony tun plasty, které se klasifikuji jako
biodegradabilni nebo vytvorené z pfirodnich zdroji (tzv. ,bio-based”) — tedy cca 1 %
(Nielsen et al., 2020). Evropska produkce plastl v roce 2019 dosahla 57,9 milion0 tun,
mezirocné od roku 2018 se nicméné jednalo o maly pokles z 61,8 milionl tun. Obecné
je Evropska Unie s plastovou politikou a plastovym odpadem svétovym lidrem — snizuje
poptavku po plastovych materidlech, snizuje export plastového odpadu, staty EU
zvy$uji miru recyklace a energetického vyuZiti. Nicméné v Ceské republice je stale
nejcastéjsSim odbytistém plastového odpadu skladkovani (PlasticsEurope, 2020).
Z celosvétového hlediska jsou plasty velkym problémem a je odhadovano, Ze dochazi
k recyklaci pouze zhruba 14 % plastového odpadu. NejznaméjSim problémem
spojenym s plastovym odpadem je zcela jisté znecisténi ocednl, kterému je i ve
védecké komunité vénovana zdaleka nejvétSi pozornost. V poslednich letech je
sklonovano i téma mikroplastld — jejichz nejzkoumanéjsimi zastupci jsou produkty
osobni péce a mikroplasty z textilnich vidken (Nielsen et al., 2020).

Polyuretany jsou relativné popularnim materidlem a v evropské poptavce jsou na 5.
misté s 7,9 % ze vsech poptavanych plastl. Jsou vysoce vyhledavanou surovinou napfic
pramyslovymi odvétvimi — napf. jako pénové materidly do sedacek automobild,
matraci a polstarl, jako pridavek do postfikli a impregnaci, jako vlakna pro vyrobu
obleceni, jako balici félie, jako Siroké spektrum izolaénich pén, jako antikorozni natéry
a postfiky pro lodé a celd rfada dalSich uziti (Akindoyo, et al., 2016, PlasticsEurope,
2020). Zajimavou aplikaci je pouZiti v mediciné, kde diky dobré biokompatibilité
s lidskou tkani mohou byt polyuretany pouzivany napf. jako aditivum do zubnich vyplIni
nebo pfi |éCbé zlomenin (Alves et al., 2014).

Jednou z mozZnosti vyuZiti polyuretand je vyroba pénovych pachovych ohradnikll pro
pouziti v zemédélské krajiné, kde, pokud by se zajistila biodegradovatelnost materialu,
by se po skonceni jejich Zivotnosti mohly ponechat v pddnim prostredi pfirozenému
rozkladu. Jedna se o jedno z vhodnych vyuziti biodegradovatelnych plast(, které kvdli
svym vlastnostem nemohou vstupovat do konvenéniho toku naklddani s odpady
a recyklace a jsou tak vhodné zejména pro specifické aplikace kupfikladu v zemédélstvi
(mulcovaci félie) nebo mediciné (kapsule na léky) (Brodhagen et al., 2014, Shen et al.,
2020).



V pldnim prostredi je sloZeni a stav mikrobidlni komunity kli¢ovym ukazatelem kvality
pady a introdukce plastl, potenciondlnich mikroplastd nebo latek, které mohou
vznikat pfi rozkladu biodegradovatelnych plastd, by mohla toto sloZeni ovlivnit a mit
tak negativni dopad na pUdni vlastnosti a funkce (Zhang, B. et al., 2020). Vhodnou
a Castou uZivanou metodou pro zjisténi sloZeni a charakterizaci plidniho mikrobialniho
spoleCenstva bez nutnosti kultivace mikroorganismi je metoda PLFA — Analyza
fosfolipidovych mastnych kyselin (Frostegard, et al., 2011). Byly pozorovany druhy
plUdnich bakterii a hub, které pouzivaly polyuretan jako svij jediny zdroj uhliku (Barratt
et al., 2003, Shah et al., 2008a) a existuje tedy predpoklad, Ze pldni mikroorganismy se
biodegradace polyuretanového pachového ohradniku budou ucastnit.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Polyuretany

Polyuretany (PURy) jsou skupinou polymernich materidlQ, pro kterou je typicka jejich
znacna multifunkénost a velkd Skdla vyuZiti napti¢ rlznymi odvétvimi primyslu.
Polyuretan poprvé syntetizoval némecky védec Otto Bayer vroce 1937 reakci
diisokyanatu a polyesterového diolu. Polyuretan ihned nasel vyuziti v celé skale aplikaci
zejména za druhé svétové valky — napft. jako pfidavek do impregnacnich smési, které
chranily prfed korozi a bojovymi plyny. Pozdéji béhem 50. let 20. stoleti se zacaly
vyrabét i polyuretanové pény, které ihned nasly celou fadu vyuZiti a staly se jednou
z nejcastéji uzivanych forem tohoto polymeru. V dnesni dobé polyuretanové pény tvofi
vice nez 50 % celkové vyroby polyuretanl (Akindoyo et al., 2016).

Vyroba polyuretanl se od jejich objeveni pfili§ nezménila, jednd se o reakci
diisokyanatu a libovolného polyolu za vzniku polyuretanu (viz obrdzek ¢. 1). Do této
zakladni reakce pak vstupuje velkd rada aditiv, diky nimz pak vysledny materidl ziskava
pozadované specifické vlastnosti a které se pak na vysledné chemické podobé
polyuretanu projevi ve formé funkénich skupin (Rahman et al., 2019).

o:c:n@—cm—@—h::c:o + HO—CH,—CH,—OH

Diisokyanat l Polyol

2 i
C—T’@CHZ— N—C—OTCH;—CH,—O
H H
stanovs ie K n

Polyuretan

Obrazek ¢. 1 — Zdkladni schéma vyroby polyuretan( (upraveno dle Rahman et al., 2019)

U isokyandtu se v soucasné dobé pfi vyrobé polyuretand vyuZzivaji hlavné diisokyanaty
s aromatickym jadrem, které jsou znacné levnéjsi surovinou oproti ostatnim formam
isokyanatu, ale s rizikem toho, Ze vysledny material mize ¢asem zazloutnout (Rahman
et al., 2019). Pfi vyrobé isokyanatu je pouzivan prudce jedovaty plyn fosgen a samotné
isokyanaty jsou taktéz velmi toxické — zejména pak dva z nejpouzivanéjsi isokyanatu
(TDI a MDI viz tabulka ¢. 1) jsou vedeny v kategorii ,CMR” tedy latky karcinogenni,
mutagenni a toxické pro reprodukci (Suryawanshi et al., 2019). Vyzkum se vyrobou
environmentalné Setrnych isokyanatl pfiliS nezabyvd, nicméné existuji i studie, ve
kterych autofri syntetizovali isokyanaty z pfirodnich zdrojd. V roce 2008 pfipravili Cayl
et al, isokyanaty bromaci triglycerid(i ze sdjového oleje, které nasledné nechali
zreagovat s isokyanatanem stfibrnym za vzniku isokyanatd. Jednalo se tehdy o prvni
dokumentovany isokyanat z prirodniho zdroje. Dalsi mozZnosti je nahrazeni isokyanatu
ve vyrobé polyfunkénimi cyklickymi karbonaty. Jedna se o latky, které Ize pfipravit
i zpfirodnich oleja (napf. Inéného) a které pri syntéze polyuretanl reaguji s di-
a polyaminy za vzniku PUR. Chemicky se jednd o heterocyklické slouceniny s atomy
kysliku podobné komercénim latkdm napf. ethylenkarbondtu (Blattmann et al., 2014).
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Polyoly, které jsou druhou vstupni surovinou pfi vyrobé polyuretan( lze rozdélit dle
chemickych vazeb vjejich strukture na dvé hlavni skupiny— i) polyestery
a ii) polyethery. PouZiti jedné nebo druhé skupiny ma vliv mimo jiné i na biodegradacni
vlastnosti  polyuretanu.  Polyetherové polyuretany jsou zpravidla hure
biodegradovatelné (Darby a Kaplan, 1968). Dalsi ¢astou uvaZovanou proménnou pfi
pouziti polyoll je jejich molekuldarni hmotnost — leh¢i polyoly se pouZivaji pro syntézu
tvrdsich, tuZSich polyuretanl, zatimco tézsi polyoly pro syntézu poddajnéjSich
a toxické jako isokyandty, ale pfi jejich vyrobé se pouzivaji mj. epoxypropan
a epoxyethan, coZ jsou latky jednak toxické a jednak pochazi zfosilnich zdroja
(Khatoon et al., 2021). Proto i v pfipadé polyoll existuji snahy o jejich environmentdlné
Setrnou vyrobu a existuje fada studii, kde védci pfipravili rizné druhy polyol( z rliznych
ptirodnich olejd — napf. ze sojového oleje (Ozseker et al., 2019), slune&nicového oleje
(Kahlerras et al., 2020) nebo palmového oleje (Marcovich et al., 2017). Tento trend
se snazila objektivné zhodnotit nova LCA studie zamérena pravé na tyto druhy polyol(
— konkrétné na polyoly z fepkového oleje. Ve studii vysly fepkové polyoly, ve srovnani
s petrochemicky pripravenymi polyoly, znac¢né lépe co se ty¢e GWP dopadl vyroby
jako takové, nicméné po zapocteni vSech externalit vyroby fepkovych polyold — napft.
degradace pudy, ekotoxicita pro pldni a vodni prostfedi, eutrofizace a dalSich, se
fepkové polyoly tak jednoznacné jako lepsi feSeni nejevi (Fridrishone et al., 2020).

V poslednich letech je velka snaha o vyrobu environmentalné Setrnéjsich polyuretand.
Vyzkum se zamérfuje zejména na kombinaci vyroby bez uZiti isokyandtu, vznikaji tzv.
NIPU (non isocyanate polyurethane) a s pouzitim polyoll z pfirodnich zdroji. Pokud se
v klasické vyrobé sisokyanaty vznika oxid uhlicity, ktery dale zpUsobuje ,napénéni”
materidlu a vznik polyuretanové pény (Khatoon et al., 2021). Existuji ale i alternativni
pfipravy environmentalné Setrnych polyuretanovych pén. Némecti védci z univerzity
Freiburg ve své studii navrhli vSestranny proces vyroby polyuretanovych pén na
pfirodni bazi; reakci polyglycidylovych ether( trimethylolpropanu a ethoxylovaného
trimethylpropanu s hexametyldiaminem v pfitomnosti nadouvadla na bazi
hydrofluorovaného uhlovodiku s obchodnim ndazvem Solkane 365, které je nehorlavé
a nema vliv na ozédnovou vrstvu (Mulhaupt et al., 2016).
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Tabulka ¢. 1 — Nejcastéji pouZivané polyoly a isokyandty pri vyrobé polyuretani
(upraveno dle Akindoyo et al., 2016 a Rahman et al., 2019)

Latka

Struktura

Isokyanat
4,4-Metylenbis(fenyl
isokydnat), MDI

Toluen 2,4-diisokyanat, TDI

Isofron diisokyanat, IPDI

4,4'-Metylenbis(cyklohexyl
isokydnat), HMDI
Hexametylen diisokyanat,
HDI

Polyol

Polyether

Polyester

Polykarbonat

Polyakrylat

Polybutadien diol

Nejcastéji uzivané isokyanaty a polyoly jsou uvedeny v tabulce €. 1. Zdména téchto
vstupnich surovin ma znacny dopad jednak na vlastnosti vysledného materialu

H—0—R—0—R1}-0—R—0OH

H—m—ﬁ—i—ﬂ—ﬂii?o—ﬂ/—DH

HO——R =0} [ O—F{—CJ—E—G R}n OH

\C‘)'_Fn
o— ¢—O0—R—0H

OR
H Hz

H _} I_C_L_c .

H

L.
I

a jednak na jeho biodegradovatelnost (Howard, 2002).

Uzitim rdznych vstupnich surovin Ize ovlivnit ve vysledném polyuretanu podil tzv.
mékkych a tuhych segmentld. Tuhé segmenty vznikaji na mistech ve strukture
polyuretanu, kde se nachazi isokyanat a dle jejich mnozZstvi ve vysledném materialu
ovliviiuji zejména odolnost vic¢i narazu, tuhost, tvrdost nebo silu vtahu. Mékké
segmenty jsou pak spojeny s polyoly a vlastnostmi jako pruznost nebo zvySenou mirou
absorpce vody (Urgun-Demirtas, 2007). Vhodnym spojovanim a spravnym pomeérem

téchto segmentl pak vznikaji polyuretanové pény (Rahman et al., 2019).
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2.1.1. Biodegradace plastu

Biodegradace plastli je jednim z moinych feSeni problému s plastovym odpadem.
Jedna se o proces rozkladu plastovych polymer( za ucasti organisma, které pomoci
enzymU Stépi slozité makromolekuly na jednodussi a mensi ¢asti, které se tim stanou
nachylnéjsi k dalSi degradaci (Bhradwaj et al.,, 2012). Kli€ovymi organismy pro
biodegradaci plastl jsou mikrobidlni houby a bakterie, které se vyskytuji v zdsadé
v kazdém prostfedi, ve kterém se m(Ze vyskytnout i plastovy odpad. Rada studi
zkouma biodegradaci plastli pravé mikroorganismy, které Ize ziskat izolaci ze Zivotniho
prostfedi (Khan et al., 2017), koupit jako mikrobidlni inokulum (Gautam et al., 2007)
nebo lze zkoumat i vysoce specializované mikroorganismy napf. izolaci z plidy skladek
plastového odpadu (Shah, A. A. et al., 2008a) nebo ze stievni mikrofléry larev hmyzu
(Zhang, J. et al., 2020). Ve vSech téchto studiich je pak pravé analyza enzymatické
aktivity a enzym0 obecné jednim z dllezitych zavérd. Konkrétni enzymy interaguji se
specifickymi substraty, proto se da v obecné roviné fict, Ze kazdy typ plastu degraduje
jiny, pro néj specificky enzym. U plast(i se pak nej¢astéji zkoumaji tzv. depolymerazy,
které pomdhaji Stépit makromolekuly polymer( (Bhradwaj et al., 2012).

Pribéh biodegradace plasti lze pozorovat riznymi metodami — napft. ztrata sily v tahu,
mikroskopickd pozorovani pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), ubytek
hmotnosti aj (Amobonye et al., 2021). Vybrané ukazatele biodegradace se vztahem
k polyuretanu jsou podrobnéji popsany v kapitole 2.2.1. Samotny biodegradacni proces
se dd rozdélit do nékolika postupnych krok(. Biodeteriorace (zména
fyzikalnéchemickych vlastnosti polymeru), biofragmentace (rozpad polymeru na mensi
fragmenty enzymatickym Stépenim), asimilace mikroorganismy a v posledni fazi
mineralizace tj., produkce anorganickych produktd rozkladu — CO,, H.O pftipadné
CHa/H,S pokud biodegradace probihala v anaerobnim prostfedi (Pathak, 2017).

[ Polymer ]

Depolymerazy

Mikrobidlni biomasa
CHe/H:5

Mikrobidlni biomasa <:| ] :> .
[ €02, H20 ] [ Oligomery ] [ COz, H:0

Aerobni degradace Anaerobni degradace

Obrdzek ¢. 2 — Schematické zndzornéni degradace polymert v aerobnim / anaerobnim
prostiedi (upraveno dle Gu, 2003)

Biodeteriorace je prvnim krokem biodegradace plastl a zacind momentem, kdy dojde
k pfichyceni mikroorganisma na povrch plastu, kde dale Ziji a pouzivaji polymer jako
zdroj uhliku (Amobonye et al., 2021). V ptipadé bakterii pak ¢asto dochazi na povrchu
plastu k tvorbé biofilmu, ktery je ddle vhodnym prostiredi pro Zivot bakterii a pomaha
jim zlstat pfichycené na povrchu materidlu (Pathak, 2017). V pfipadé hub dochazi
k prichyceni pomoci hyf, které mechanicky pronikaji do plastu (Sanchez, 2020).
Druhym krokem biodegradace je proces biofragmentace, pfi které dochazi
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k depolymerizaci plastu enzymaticky katalyzovanym Stépenim. Tim je nejcastéji
hydrolyza glykosidovych, esterovych nebo peptidovych vazeb plastu (Amobonye et al.,
2021).

Tretim krokem je asimilace, pfi které dochazi k transportu mensich, lehc¢ich produktt
Stépeni z biofragmentace do cytoplazmy mikroorganism(. Transportni mechanismy
mohou byt jak, aktivni tak pasivhi a od sebe se liS§i vzavislosti na druhu
mikroorganismu a transportovaného produktu stépeni. Nasleduje proces mineralizace,
pfi které vznikaji anorganické produkty rozkladu biochemickymi procesy uvniti bunék
mikroorganism(l (Amobonye et al., 2021).

Proces biodegradace je pfi komerénim uZiti v procesech nakldadani s odpady velmi
zdlouhavy a nezfidka trva nékolik mésicl azZ let (Amobonye et al., 2021). CoZ dokladaji i
metodiky, které se biodegradaci plastli zabyvaji napf. EN 17033 — metodika zamérena
na polyethylenové mulcovaci félie vyhodnocuje biodegradabilitu az po 2 letech.
Existuje proto snaha o vyrobu vice environmentdlné Setrnych plast napf. nahrazenim
vstupnich surovin za netoxické (Milhaupt et al., 2016) nebo zaloZené na nefosilnich
zdrojich (Kahlerras et al., 2020) pfipadné urychleni biodegradace pfipravou plastl
se specifickymi aditivy -napf. pro-oxidacnimi, které urychluji procesy degradace
materialu (Agamuthu et al., 2005).

2.1.2. Biodegradace polyuretant

Biodegradace polyuretant je komplexni proces, ktery vychazi z obecnych zakladnich
krok( biodegradace plastli popsanych v kapitole 2.1.1. Spolu s procesy biodegradace
probihaji i procesy degradace fyzikalné-chemické, které maji taktéz dulezitou roli
hlavné béhem prvnich stadii degradace, kdy napomahaji rozpadu polymeru na mensi
jednotky tzv. oligomery nebo jinak narusuji stavbu polymeru a cini jej tak vice
nachylnym k plsobeni biodegradace. Mezi tyto procesy patfi hlavné fotodegradace UV
(ultra-fialovymi) slozkami slune¢niho zafeni, mechanickd degradace, termadlni
degradace a oxidativni degradace (Singh a Sharma, 2008). Dalsi neméné dulezitou
slozkou jsou faktory prostredi, ve kterém biodegradace probihd s ohledem na slozeni a
celkovou kondici mikrobialniho spoleCenstva, které vyzaduje ke spravnému fungovani
konkrétni podminky. Jedna se zejména o parametry jako je vlhkost prostredi, teplota,
pfitomnost nebo naopak nepfitomnost kysliku, pH nebo dostatek Zivin (Artham
a Doble, 2008). Pritomnost kysliku pro biodegradaci polyuretanovych pén se pak zda
byt klicova, napr. tym Urgun-Demirtas et al., 2007 pti biodegradacnich pokusech na
polyuretanové péné v anaerobnim prostiedi nezaznamenal Zadnou biodegradacni
aktivitu.

Pro biodegradaci polyuretanu je pak nejduilezZitéjsi proces enzymaticky katalyzované
depolymerizace, pfi které dochazi ke stépeni polymerd na jednotlivé mono- nebo
dimery, pfip. jiné dostatecné malé Ccasti, které mohou projit membranou
mikroorganismi a byt dale rozloZeny intracelularnimi enzymy a pouzity jako zdroj
uhliku (Shah et al., 2008b). Samotny material je pak rtizné odolny k biodegradaci na
zakladé svych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Jednou z dlleZitych vlastnosti je
krystalinita polymeru, kterou v pfipadé polyuretanu ovliviiuje typ a mnozstvi pouzitych

15



polyolll a isokyandtd. Isokyandty, predevSim ty saromatickym jadrem, tvofi ve
vysledném polymeru oblasti s vy$si krystalinitou, tzv. tuhé segmenty. S vy$sim podilem
téchto tuhych segment(l klesa biodegradabilita materidlu (Mahajan a Gupta, 2015).
Existuje pak celd fada fyzikdlné-chemickych faktoru, které ovliviiuji biodegradabilitu.
Mezi hlavni faktory patfi; i) molekularni hmotnost a velikost molekul obecné, kdy tézsi
a vétsi polymery degraduji hlfe; ii) chemicka struktura polymeru, tj. mnozstvi a typ
funkénich skupin a vazeb, kde podle typu a umisténi se dopad na degradaci muize lisit;
iii) aditiva, ktera se do polymerl mohou pridavat a jejichz efektem je vétsi odolnost
vuci biodegradaci; iv) hydrofilicita povrchu materialu, ktera je kli¢ovd pro pfistupnost
materialu pro mikroorganismy (Amobonye et al., 2021, Singh a Sharma, 2008).

Chemicka struktura, zejména pak sloZeni vazeb vramci polyuretanové jednotky, je
klicova pro biodegradaci polyuretan(l. Polyuretany lze rozdélit na dvé hlavni skupiny, a
to polyetherové PURy a polyesterové PURy. Oba typy vazeb lze mit i vrlznych
pomérech zastoupené vramci jednoho materidlu. Typ vytvofenych vazeb zavisi
predevsim na zvoleném vstupnim polyolu (Mahajan a Gupta, 2015). Polyetherové
PURy jsou vSeobecné daleko hire biodegradovatelné a to zejména z toho dlvodu, Ze
etherovd vazba neni tak nachylna k hydrolytickému Stépeni jako vazba esterova
(Gautam et al., 2007; Howard, 2002).

Dva hlavni mechanismy pro biodegradaci polyuretan( jsou i) biologicka oxidace a ii)
biologickd hydrolyza. Oxidac¢ni mechanismus je spojovdn spiSe s degradaci
polyetherovych PUR konkrétné jejich mékkych segmentu. Soucasti tohoto mechanismu
jsou pak reaktivni formy kysliku — kyslikové radikaly (Christenson et al., 2004), které se
za béinych podminek v pldnim prostfedi vyskytuji vyjimeéné, nicméné v poslednich
letech s popularizaci hnojeni biouhlim se mohou vyskytovat i v polni pudé, ktera je
biouhlim oSetfena. Biouhli miZe obsahovat tzv. environmentalné persistentni volné
radikdly (EPFR), které maji podobu kov-radikal komplexnich slou¢enin a ty mohou
v padé pak zapfi€init vznik mj. i reaktivnich forem kysliku (Odinga et al., 2020).
Nicméné oxidacni mechanismus u polyesterovych PUR nebyl pfiliS zkouman, protoze
se u nich ve velké mife aplikuje prevazné mechanismus hydrolytického Stépeni
(Nakajima-Kambe et al., 1999).

Loredo-Treviio et al. vroce 2012, ve své studii zminuji, Ze velkou ¢ast Stépeni
manifestuji enzymy, konkrétné depolymerazy. Ty se daji rozdélit na dva hlavni druhy:
extracelularni a intracelularni. Extraceluldrni enzymy se ucéastni rozkladu na povrchu
plastu, ktery naruSuji a Stépi a intracelularni enzymy se uplatiuji uvnitf
mikroorganismu, kdy uZ dochazi k mineralizaci polymernich skupin. Po zapojeni
enzymu do Stépeni probéhnou typicky dva kroky — v prvnim kroku se enzym navaze na
polymer a ve druhém kroku katalyzuje hydrolytické stépeni. Podminkou pro Uspésné
Stépeni je pritomnost néjaké hydrolazy, ta v pripadé biodegradace polyuretantd muze
byt ve formé proteazy, esterdzy nebo ureazy (Loredo-Trevino et al., 2012).

Na obrazku ¢. 3 lze vidét typy vazeb a jejich Stépeni za pritomnosti konkrétniho
enzymu. Nejcastéji pfi biodegradaci dochazi k hydrolyze esterové vazby dle reakce (a),
coz je také typ, na ktery se zaméruje vétsina studii, jelikoZ velka ¢ast studii zkouma
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pravé polyesterové polyuretany viz Tabulka ¢. 2. Esterdza je nejéastéji zmifnovanym
enzymem pii biodegradaci polyuretan(i, nicméné pfi degradaci se mohou uplatnit
i dalSi enzymy jako protedza, amidaza nebo uredza (Magnin et al., 2020). Ozsagirogolu
et al., 2012, zkoumali vliv tfi enzymatickych koktejli na komercné proddvany
polyuretan a laboratorné pfipraveny polyuretan. Jako nejefektivnéjsi smés se ve studii
ukdzala kombinace enzymU esterdazy a protedzy, v jejimz prostiedi po 70 dnech
vykazoval komercné prodavany polyuretan nejvétsi degradaci. Spolupraci dvou
enzym( zkoumali také Magnin et al., 2019b, ktefi se zabyvali degradaci polyuretanu
50ti komeréné dostupnymi enzymy — 47 esterdzami a 3 amiddzami. Polyuretan nechali
po dobu 51 dni v pfitomnosti enzymQ pripadné jejich smési. Na konci experimentu
kombinace enzym( esterdzy (E3567) a amidazy (E4143) vykazovala vétsi degradaci
uretanovych vazeb nez vzorky, na které plsobily jednotlivé enzymy samostatné. Autofi
se domnivaji se, Ze pti degradaci nejprve dojde ke Stépeni makromolekul esterazou na
mensi molekuly, u kterych ddle stépi uretanové vazby amidaza.

o
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a. Hydrolyza esterové vazby R1)J\O/ S H,0 5 R)l\OH + H—R
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d. Hydrolyza amidové/peptidové g, N +  HO a,a R o HN—R,
vazby /Protedza
0
Ry Ra >
e. Hydrolyza uretanové vazby o N ¢ mo Amidaza R—oH + COz + yN—p

/Protedza

Obrdzek ¢. 3 — Mista Stépeni polyuretani v zdvislosti na typu enzymu a typu vazby
(upraveno dle Magnin et al., 2020)

Studii, které se zabyvaji biodegradaci polyuretan(, je velkd rada. Nicméné, vzajemné
porovnani studii je velmi sloZité, jelikoZz se testované polyuretany casto lisi vstupnimi
surovinami pro jejich vyrobu a nelze tak zajistit jejich srovnatelnost (Shah et al.,
2008b). Védecké prace by se daly rozdélit na dvé hlavni skupiny a to prace, které
zkoumaji biodegradaci za pritomnosti bakterii a prace, ve kterych biodegradace
probiha za pritomnosti mikroskopickych hub. Gary Howard a jeho vyzkumny tym, ktery
se zabyva bakterialni biodegradaci polyuretant jiz od 90. let 20. stoleti, v roce 2012
izoloval z plidy gramnegativni bakterii Acinetobacter gerneri, u které zaznamenal rUst
na Cistém polyuretanu jako jediném zdroji uhliku. Dale u ni pozoroval enzym, ktery se
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funkéné podobal enzymu polyuretandza tj. extraceluldrnimu enzymu podobnému
esterdze, ktery jiz dfive identifikoval u bakterii rodu Pseduomonas a diky kterému
tento rod polyuretany degraduje. Aktivitu extracelularnich esteraz pak oznacuje jako
klicovou pro rist mikroorganismuU na polyuretanech (Howard et al., 1999 & 2012). Tym
pakistanskych védcl identifikoval a izoloval z pldy jiz nékolik bakteridlnich druhd,
které se prokazaly jako schopné biodegradovat polyuretany. V roce 2013 identifikovali
v pldé v oblasti dvou riznych skladek odpad( dva odlisné druhy bakterii — Bacillus
subtilis a Pseudomonas aeruginosa (MZA-85). Podobné jako Howard et al. (1999
a 2012) pakistdnsti védci pozorovali zvySenou aktivitu esterdz. Béhem pokusu
identifikovali i nékolik produktl rozpad(l polyuretanu napf. 1,4-butandiol nebo
kyselinu adipovou, u kterych pozorovali jejich uZiti jako zdroje uhliku pro dalsi
mineralizaci polyuretanu (Shah et al., 2013a & 2013b).

Biodegradace za pfitomnosti hub je pravdépodobné znaméjsim pripadem, jelikozZ jedna
z prvnich velkych studii na biodegradaci polyuretant vibec se zabyvala pravé jejich
nachylnosti k degradaci houbami. V roce 1968 Darby a Kaplan pfipravili 100 rdznych
polyuretan(l a vystavili je plsobeni Sesti riznych druhl hub. Tato studie popisuje jako
jedna z prvnich dnes jiz zndma fakta — napf. Ze polyetherové polyuretany jsou hire
biodegradovatelné neZz polyesterové nebo Ze polyuretany s mensi molekularni
hmotnosti jsou lépe degradovatelné (Darby a Kaplan, 1968). Co se tyce pldnich hub,
dnes je jiz zndma fada organismu, které jsou schopné biodegradovat polyuretany.
Cosgrove a jeho kolegové v roce 2007 provedli in situ studii v zahradni padé, do které
umistili polyuretanové desti¢ky. Po 5 mésicich doby uloZeni v plidé provedli analyzu
mikrobialniho spolecenstva z pouZitych desti¢ek. Nejcastéji se na materialu vyskytovaly
rody Alternaria, Geomyces a Nectria. DalSim zjisténim bylo, Ze materidl ztratil az 95 %
sily vtahu, coZ je jeden z ¢asto uvadénych parametrl po probéhnuvsi biodegradaci
materialu (Cosgrove et al., 2007). Zafar et al., 2013 zkoumali nachylnost polyuretant
k biodegradaci za raznych teplot v prostfedi kompostu. Desticky z polyuretanu
o velikosti 4x4 cm umistili do rlznych ¢asti kompostu na dobu 12 tydn0 pfi teplotach
25 °C, 45 °C a 50 °C. Po 12 tydnech ve vyssich teplotach byly na materialu patrné
povrchové praskliny a u vSech teplot doslo u desti¢ek ke znaéné ztraté sily v tahu. Pfi
teploté 25 °C identifikovali autofi jako nejéastéjSiho zastupce z pfitomnych hub
Geomyces pannorum u vyssich teplot pak dominovala Scytalidium thermophilum (Zafar
et al., 2013). Vybér nékolika studii, které identifikovaly bakteridlni nebo houbové druhy
je uveden v tabulce €. 2. Z ni je patrné, Ze podstatné méné studii se zabyva degradaci
polyetherovych polyuretand diky jejich vSeobecné dobfe zndmé odolnosti vici
biodegradaci. V roce 2010 napf. Matsumiya et al., 2010 identifikovala houbu Alternaria
sp., ktera degradovala polyetherovy polyuretan a na zakladé vzniklych produkt(
Stépeni se domniva, Ze k degradaci dochdazi za pomoci enzymu ureazy.
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Tabulka &. 2 — Vybrani zdstupci pudnich hub a bakterii se schopnosti degradovat

polyuretany

Bakterie

Organismus

Typ PUR

Studie

Acinetobacter gerneri P7

Polyester PUR (Impranil)

Howard et al., 2012

Acinetobacter calcoacetics

Arthrobacter globiformis

Natér z polyester PUR

El-Sayed et al., 1996

Bacillus subtilis

Termoplasticky polyester
PUR

Shah, Z. et al., 2013b

Corybacterium sp.

Termoplasticky polyester
PUR

Shah, A. A. et al., 2008a

Escherichia coli

Termoplasticky
poly(ether-urea) PUR

Rafiemanzelat et al.,
2013

Micrococcus sp.

Termoplasticky polyester
PUR

Shah, A. A. et al., 2008a

Termoplasticky
poly(ether-urea) PUR

Rafiemanzelat et al.,
2013

Pseudomonas aeruginosa
strain MZA-85

Polyester PUR

Shah, Z. et al., 2013a

Pseudomonas putida

Polyester PUR (Impranil)

Peng et al., 2014

Pseudomonas aeruginosa

PUR-diol

Mukhrejee et al., 2011

Staphylococcus aureus

Poly(ether-urea) PUR

Rafiemanzelat et al.,
2013

Houby

Organismus

Typ PUR

Studie

Alternaria sp. strain 18-2

Desticky z polyester PUR

Cosgrove et al., 2007

Alternaria sp. strain
PURDK2

Polyether PUR péna

Matsumiya et al., 2010

Alternaria solani

Termoplasticky polyester
PUR

Ibrahim et al., 2009

Aspergillus sp. S45

Termoplasticky polyester
PUR

Osman et al., 2017

Aspergillus flavus

Termoplasticky polyester
PUR

Mathur a Prasad, 2012

Aspergillus tubingensis

Termoplasticky polyester
PUR

Khan et al., 2017

Cladosporium asperulatum

Cladosporium
pseudocladosporioides

Cladosporium tenuissimum

Polyester PUR (Impranil)
Polyether PUR péna

Alvarez-Barragan et al.,
2016

Fusarium solani

Desticky z polyester PUR

Zafar et al., 2013

Geomyces pannorum

Polyester PUR

Barratt et al., 2003,
Cosgrove et al., 2007

Nectria sp. strain BC-11

Desticky z polyester PUR

Cosgrove et al., 2007

Trichosporon moniliforme

Thermomyces lanuginosus

Desticky z polyester PUR

Zafar et al., 2013
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2.1.1.2 Kometabolismus

Pomérné neprozkoumanou oblasti biodegradace polyuretand jsou procesy
kometabolismu. Jednd se o proces, ktery se ¢asto vyskytuje u biodegradace rliznych
i téZko rozloZitelnych syntetickych latek, které v Zivotnim prostredi figuruji jako
polutanty. Souhrnné Ize takové latky oznacit jako syntetické polutanty a fadi se mezi
né celd Skala latek napft. pesticidy, farmaka, polycyklické aromatické uhlovodiky, ftalaty
a fada dalsich (Bhatt et al.,, 2021). Kometabolismus by se stru¢né a z hlediska
biodegradace organickych polutant dal popsat jako proces, béhem kterého dochazi
k degradaci polutantu na zakladé jeho strukturalni podobnosti s jinou latkou. Nicméné
béhem tohoto procesu z ného degradujici organismus nema Zadny uzitek (nedokaze
degradovanou latku vyuZit jako zdroj energie a Zivin) a Casto se muZe stat, Ze
k degradaci nedojde zcela a proces se v urcité fazi zastavi. Dale pak mohou pfi tomto
procesu vznikat meziprodukty, které mohou byt toxické nebo se ddle hromadit
v Zivotnim prostredi (Fischer a Majewsky, 2014). Rafiemanzelat et al., 2015 zkoumali
degradaci polyuretanu v pfitomnosti bakterie Bacillus amyloliquefaciens, M3, kterou
izolovali z pldy. Ve své studii se zaméfili rovnéZz na kometabolismus a zkoumali
degradaci i ve trech rlaznych experimentdlnich podminkdch — v pfitomnosti
minerdlniho, mannitolového a Zivinového média. Z vysledk( biodegradace vyplyva, Ze
bakterie M3 je schopna vyuZzit testovany polyuretan jakoZzto sv(j jediny zdroj uhliku —
napovidaji tomu vysledky z analyz ubytku hmotnosti, FT-IR, SEM a optické denzity.
Nejvétsi ubytek hmotnosti zaznamenali védci u vzorku, ktery byl pouze v minerdlnim
médiu, az 44 %, zatimco u média se Zivinami to bylo pouze 34 % hmotnostniho Gbytku.
Nicméné u vzork(l, které v ramci pfipravy prosly i sterilizaci autokldvem se nejvyssi
ubytek hmotnosti prokazal u Zivinového média 28 %. Z vysledk(l studie se tak da
usuzovat, Ze kometabolismus se v néjaké mife projevuje u sterilizovanych vzorkd,
nicméné u vzork(, které sterilizaci neprosli pravdépodobné dochazi ke spolupréci
vicero organismU (Rafiemanzelat et al., 2015).

2.2. Metody uréovani biodegradability plastd v ptdé

2.2.1. Ukazatele degradace materialu
V biodegradacnich experimentech se pro vyhodnoceni probéhnuvsi biodegradace na
konkrétni material pouziva celd rada raznych metod. Tou prvni a nejpfirozenéjsi
metodou je obycejné pozorovani materidlu po ukonceni experimentu — v pfipadé
polyuretan( totiZz dochazi k jejich praskani pripadné zaZloutnuti (Zafar et al., 2013).

Tento pfistup lze pak zefektivnit pouzitim mikroskopickych metod. V pripadé
biodegradace plastll, se ¢asto uZivaji skenovaci elektronové mikroskopy (SEM) maijici
Siroké vyuziti. B&Zné se poutzivaji napriklad pro detekci zmén na povrchu materialu po
ukonéeni biodegradace — vznik prasklin, dér a dalSich utvar(, které mohou byt dalsi
informaci o mite probéhlé degradace. Fotografie z SEM mikroskopl byvaji ¢astym
doplrikem biodegradacnich studii (Zafar et al., 2013).

Popularni metodou pro analyzu polyuretanu po biodegradaénich testech je FT-IR
neboli infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci. Jedna se o velmi ¢asto
uZivanou analytickou metodu, zejména proto, Ze se jedna o nedestruktivni metodu
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a stejny vzorek lze pak podrobit dalSim analyzam. Metoda v principu funguje tak, Ze
vzorek je ozafovan infracervenym zafenim o riznych frekvencich a vzniklé spektrum je
pak pomoci matematické metody (Fourierovy transformace) prepocitano. Specifické
molekuly a vazby maji zcela konkrétni absorpéni spektra a takto vznika informace o
presném sloZeni polymeru na molekularni Urovni (Magnin et al., 2020). Lze takto ziskat
informace o tom, které vazby a ¢asti polymeru se béhem testu degradovali (Goméz et
al., 2014, Peng et al., 2014). Nicméné tyto zmény je u polyuretan( dllezité korektné
interpretovat vzhledem k povaze polyuretanu napf. karbonylové vazby (C=0) se
v polyuretanech nachazi v nékolika molekulach — estery, uretany, mocovina — a vinové
délky jsou si velmi podobné autofi se pak ve svych studiich v interpretaci vysledk(
mnohdy lisi (Magnin et al., 2020).

Dalsi ¢astou analyzou v degradacnich studiich je méfeni sily v tahu (Barratt et al., 2003;
Cosgrove et al.,, 2007; Zafar et al., 2013). Jednd se o mechanicky test, ktery urcuje
maximalni moziné napéti, které material neposkodi. Sila vtahu je casty ukazatel
odolnosti polymerd a vtomto pripadé se mizZe jednat o nepfimé posouzeni probéhlé
degradace (Spontdn et al., 2013). Cosgrove et al., 2007 pouzili ve své studii 4,5 x 0,5 cm
dlouhé pasky z polyuretanu, které na pét mésict umistili do pady. Po skonceni testu
pak méfili silu v tahu ukazalo se, Ze testovany materidl ztratil az 95% sily v tahu ze své
pGvodni hodnoty. Tento vysledek autofi studie pokladaji jako jednoznacny dikaz
o degradaci materidlu, jelikoZ mira degradace je nepfimo Umérna sile v tahu.

Ubytek hmotnosti je daldi z analyz, kterd je &asto uZivdna k posouzeni probéhlé
biodegradace. Na rozdil od predchozich metod je zde kladen dliraz spiSe na obecnou
rovinu toho, jak Uspésna degradace byla nikoliv, na vlastnosti materidlu po skoceni
degradace. Vzorky polyuretanu jsou pred zapocetim testu zvazeny a toto méreni je
opét provedeno po jeho skonceni. Je velmi dulezité ale tuto metodu nezobecriovat
a vzdy ji doplnit o dalsi analyzu napf. FT-IR, protoZe ubytek hmotnosti mlze byt
zpUsoben degradaci plnidel, napf. skrobu, a nikoliv degradaci polyuretanu samotného
(Amobonye et al.,, 2021). U téchto méreni je ddle také nutné materidl po skonceni
experimentu didkladné zbavit veskerych moznych nedistot, pripadné vzniklého biofilmu
(Magnin et al., 2020). Rlizné védecké skupiny k tomuto kroku nicméné pfistupuji rizné
napf. Spontdon et al., 2013, ve své studii vzorky ocistili v50% roztoku etanolu
a nasledné je nechali dva dny schnout ve vakuu. Osman et al., 2017, napfiklad své
vzorky pouze omyli destilovanou vodou a rovné? je nechali schnout ve vakuu. Alvarez-
Barragan et al.,, 2016, své vzorky polyuretanové pény po dobu 18 hodin nechali
v roztoku chlornanu sodného (0,88 %, w/v), aby méli jistotu zni¢eni houbovych mycelii.
Vzorky nasledné nékolikrat promyli v destilované vodé a nechali schnout ve vakuu do
konstantni hmotnosti. Ve své studii pak identifikovali az 65 % Ubytek hmotnosti na
testované polyuretanové péné, ktera slouzi jako komeréni péna pro matrace, houbou
Cladosporium tenuissimum.

Dalsi metodou pro informaci o obecné Uspésnosti biodegradace je méfeni vyvinutého
oxidu uhlic¢itého (CO,). Mikroorganismy v ramci experimentl v aerobnim prostiedi
mineralizuji vzorky polymer( a vznikd CO,. Porovnanim vici kontrolnimu vzorku (bez
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dodaného polymeru) lze pak prepoctem zjistit o kolik vice CO; vzniklo ve vzorku
s testovanym materidlem. Znamou obdobou tohoto testu je tzv. Sturm test, ktery je
standardizovanou metodou OECD 301B (Magnin et al., 2020). Pro test je nutné
pfipravit lahev s minerdlnim roztokem a testovanym materidlem a k tomu adekvatni
kontrolu bez testovaného materialu. Aktivné vhanény vzduch je nejdfive probublanim
pres hydroxid draselny (KOH) zbaven CO, a poté, co projde testovanym vzorkem, je
k zachytu vyvinutého CO; pouzit opét roztok KOH. V tomto nastaveni je test ponechan
po dobu 28 dni. Vysledné CO; se pak vtomto testu urci gravimetrickou metodou —
vysrazenim chloridem barnatym (Shah et al., 2016; Osman et al., 2017). Alternativou
k tomuto testu, pokud jde o kvantifikaci degradace polyuretanu nikoliv ve vodném
roztoku, ale napfiklad v plidé nebo kompostu jsou testy dle metodik ASTM — napf.
ASTM D5988-18 nebo ASTM D5511-02. Tyto metody pracuji opét s CO; vznikajiciho
mineralizaci polymeru, ten je poté zachytavan do lahve s KOH a nasledné kvantifikovan
zpétnou acidobazickou titraci (Goméz at al., 2014).

2.2.2. Normované metodiky
Pro testovani biodegradability plastl existuje celd fada normovanych test(, které
vydavaji napf. ISO, ASTM, OECD a dalsi organizace. Z hlediska rozkladd plastd v pldnim
prostrfedi je vhodné zminit konkrétné tyto standardy:

a) ISO 14855 - Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials under controlled composting conditions.

Jednd se o test, ktery se snaiZi kvantifikovat biodegradabilitu plastli v aerobnim
prostiedi kompostu. Mira rozkladu plastu se posuzuje pomoci kvantifikace vyvijeného
CO; a stupné rozlozeni materialu po konci testu.

b) €SN EN 14046 - Obaly — Hodnoceni upiné aerobni degradace obalovych materidli pfi
fizenych podminkdch kompostovdni — Metoda analytického stanoveni oxidu uhlicitého.

Jednd se o cesky ekvivalent vyse uvedené normy. Kompostovani v obou pfipadech
probihd v nadobach o velikosti jednotek litru, aby bylo moiné zdroven hodnotit
respiraci pomoci zachytu vyprodukovaného CO,. V takovém reakénim objemu dochazi
k vysokym tepelnym ztratam a redlny kompostovaci proces tak neni moziné presné
nasimulovat. Vyvin metabolického tepla je simulovan umisténim nadob do termostatu
s predem nastavenym rezimem teploty. Vzhledem k cilim prace a pozadavkim na
vybaveni laboratofe byla tato metoda vyhodnocena jako nevhodna.

c) EN 17033 - Biodegradable mulch films for use in agriculture and horticulture.

Jednd se o metodiku, kterd posuzuje biodegradabilitu mulcovacich félii z plastovych
materialQ, které jsou urceny po skonceni jejich Zivotnosti k ponechani na poli ¢i v padé.
Aby material vyhovél metodé, musi probéhnout >90 % rozklad testovaného materidlu
do dvou let. Metodika je koncipovana pro libovolné plastové materialy nicméné musi
mit podobu tenkych mulcovacich folii. Zkoumany plastovy materidl v této diplomové
praci byl pénového charakteru, a proto byla metodika vyhodnocena jako nevhodna.
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d) OECD 301B - CO; evolution (Modified Sturm test).

Jednd se o metodiku, kterd posuzuje biodegradabilitu materidlu v prostredi
minerdlniho roztoku. Pro test jsou nutné 2 az 5| lahve s minerdlnim roztokem pro
testovany material a mikrobidlni inokulum. V testu se pracuje se zachycenim
vyvinutého CO; z biodegradace materidlu a test probiha po dobu 28 dni. Metodika byla
vzhledem k testu ve vodném prostiedi vyhodnocena jako nevhodna pro uZiti v této
diplomové praci.

e) €SN EN 14045 - Obaly - Hodnoceni rozpadu obalovych materidli pomoci prakticky
zameérenych zkousek pfi definovanych podminkdch kompostovani.

Minimalni velikost vzorku kompostu pro provedeni testu podle této normy je 140 I.
Béhem testu neni hodnocena respirace vzorku a nejsou v metodice obsazeny ani jiné
analytické koncovky. Rozklad materidlu se hodnoti pouze jako hmotnostni Ubytek
prosetim po konci 12tydenniho rozpadu. Vzhledem k velikosti vzorku a absenci vhodné
analytické koncovky byla tato metoda pro test v této diplomové praci vyhodnocena
jako nevhodna.

f) ASTM D5988-03 - Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation in
Soil of Plastic Materials or Residual Plastic Materials After Composting.

Jednd se o metodu, u které je deklarovadno, Ze je shodnd s metodou ISO 17556,
nicméné podle metodiky ISO nelze material proklamovat za biodegradovatelny —
metoda slouZi pouze k posouzeni materidlu nikoliv k proklamaci biodegradability. Ve
standardu ASTM lze v ptipadé dosazeni 70% teoretické biodegradability po 6 mésicich
materidl proklamovat za biodegradovatelny. Jinak se metody lisi uz jen v detailech.

Posledni zminény standard byl na zakladé literarni reSerSe a jiz dfive realizovaného
pokusu (ToSovskd, 2016) zvolen jako vhodna metoda pro pouziti v této praci. Metoda
neni omezena typem ani predpokladanym uzitim plastu (tak jako metoda EN 17033) a
je vhodnd i pro laboratorni podminky mikrokosmu. Oproti metodice ISO 14855 ji lze
pouzit i pro padu, a nikoliv pouze pro kompost nebo pldu s inokulem z kompostu.
JelikoZz je u materidlu PUR BIO10 predpokladanym wvyuzZitim pachovy ohradnik v
zemédélské krajing, jevi se metoda ASTM D5988-03 jako vhodna varianta. Tuto
metodu zvolil i Goméz et al., 2014, pro posouzeni biodegradability polyesterové PUR
pény ve trech rlznych prostfedich — piidnim, kompostu a v anaerobnim prostredi. Pro
test v padé zvolil mix polni pady, pisku a péstitelského substratu. Po skonceni testu
pozoroval u polyuretanu pripraveného z pfirodnich polyold biodegradaci 11,2 + 4,3 %,
coz bylo v porovnani s materialem z petrochemické vyroby signifikantné vice. Tento
materidl vykazoval v ndslednych analyzach i nejvétsi strukturalni degradaci.

Pouzitd norma ASTM D5988-03 byla po provedeni experimentll, ale jesté pred
sepsanim této prace aktualizovdna na verzi ASTM D5988-18. Tato verze se vsak od
plGvodni lisi pouze v detailu. Jako substrat pro degradacni test slouzi smés polni, lesni a
luéni pady ve shodném poméru namisto plvodni smési polni a lesni ptdy.
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2.3. Metody identifikace a stanoveni mikroorganism( v biodegradacnich
studiich

Biodegradacni studie polyuretanl nejcastéji pouzivaji pro analyzu mikrobidlnich
organismi metody zamérené na prdaci s DNA organism(, které dokazi urcit konkrétni
organismus, ktery se v dobé biodegradace nachazel na testovanych materidlech. Tyto
metody byvaji ve studiich doplnény o pozorovani biofilmu, pfip. konkrétnich organisma
pomoci SEM a analyzu enzymatické aktivity (Khan et al., 2017, Rafiemanzelat et al.,
2013, Zafar et al., 2013). Nejcastéji se pro tyto ucely vyuziva sekvenci 16S rRNA, 18S
rRNA nebo ITS. Tyto sekvence se pouzivaji, jelikoz maji dobfe definované oblasti pro
taxonomické urceni organism( a existuji k nim dostupné ,sekvenacni knihovny*, které
obsahuji informace, o jiz vykdzanych sekvencich, napf. GenBank (Kirk et al., 2004).

Sekvence 16S rRNA se vyuzivd zejména pro zastupce bakterii, u kterych lze takto
rozliSit zastupce aZ na taxonomickou uroven rodu u zcela libovolné bakterie. Genova
sekvence 16S obsahuje pfiblizné 1550 paru bazi (bp) a nejcastéji se porovnava celd
nebo jeji mensi ¢ast dlouha 500 bp, kterd vétsSinou postaci pro uréeni organismu a jeji
analyza levnéjsi a rychlejsi (Clarridge J. E., 2004). Peng et al., 2014 pomoci této
sekvence urcili bakterii Pseudomonas putida, ktera byla schopna v polyuretanové
disperzi Impranil degradovat a vyuZivat polyuretan jako svij jediny zdroj uhliku.
Existuje celd fada dalSich studii, které pouzivaji sekvenci 16S rRNA pro identifikaci
bakteridlnich degradatorl polyuretanu napf. Howard et al., 2012, Mukhrejee et al.,
2011, Shah, Z. et al., 2013b, a dalsi.

Sekvence 18S rRNA a ITS jsou ve studiich pouzivany pro identifikaci hub. Sekvence 18S
rRNA byla uzZivana v 90. letech minulého stoleti, ale je postupné nahrazovana
sekvenovanim regionu ITS, cozZ jsou tzv. , Integral transcibred spacer” regiony, které se
nachazi mezi jednotlivymi geny — jedna se o nekédujici ¢asti DNA. Tyto regiony se
ukazali jako vhodnéjSi pro presnéjsi ureni az na uroven taxonomického druhu.
(Cuadros-Orellana et al., 2013). Osman et al.,, 2017, pfi své biodegradacni studii
polyuretani v padnim prostredi skladky odpad(i pomoci sekvenovani 18S rRNA
identifikovali houbu z rodu Aspergillus, kterou pracovné pojmenovali S45 — nejvétsi
shodu ma s houbou Aspergillus fumigatus. Nicméné daleko vice studii uziva pravé
zminéné segmenty ITS (Alvarez-Barragan et al., 2016, Barratt et al., 2003, Cosgrove et
al., 2007, Magnin et al., 2019) — napt. Zafar et al., 2013, tuto sekvenci poufzili ve své
studii biodegradace polyuretanovych desticek v prostfedi kompostu pfi raznych
teplotach pro identifikovani dvou organisma — Candida ethanolica a Fusarium solani.

Podplrnou informaci, kterd casto dopliiuje zminéné genové metodiky je méreni
enzymatické aktivity (Khan et al., 2017, Peng et al., 2014). Jelikoz enzymaticka aktivita
je Castym jevem aktivni Ucasti organisml na biodegradaci je tato informace dulezita
pro posouzeni toho, jestli se zkoumany organismus degradace aktivné ucastnil
(Mukhrejee et al., 2011).

Jednou z nejpouzivanéjsich metod v ekologickych studiich pro kvantifikaci ptdnich
mikroorganismd se v poslednich 30 letech stala analyza fosfolipidovych mastnych
kyselin (PLFA) (Frostegard et al., 2011). Je tomu zejména proto, Ze mikrobiologické
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studie ¢asto zahrnuji kultivaci mikroorganismd, ale v pfipadé pldnich mikroorganism(
Ize kultivovat kolem 1 % bakterii a pouze 17 % hub a nelze tudiz hovofit
o reprezentativnim, realném slozeni puadni mikrobiadlni komunity (Watzinger, 2015).
Metoda analyzy PLFA nepotfebuje ke svému provedeni izolaci ani kultivaci
mikroorganismd z pQdy. Principem metody je extrakce fosfolipidli z membran
mikroorganismu a naslednd saponifikace lipid(i, ktera uvolni mastné kyseliny. Ty jsou
v poslednim kroku transesterifikaci prevedeny na methylestery téchto mastnych
kyselin a nasledné stanoveny plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(Zelles, 1999).

Tyto membranové mastné kyseliny se pouzivaji jako markery (ukazatele) pro konkrétni
skupiny organismU zejména proto, Ze jsou obsazeny pouze v Zivych burikach a po jejich
smrti rychle degraduji (Hill et al., 2000). Uziti PLFA jako marker ma nékolik omezeni,
napf. pro uréeni bakterii se pouziva nékolik druh(i PLFA, ale pro houby pouze jiz
zminénd kyselina linolova, ktera se také vyskytuje v rostlinnych membrandch a mize
tak dochdzet ke zkresleni vysledkd. Je proto vhodné kombinovat metodu
se stanovenim ergosterolu, ktery je specifickym markerem pro skupinu hub (Klamer &
B&3th, 2004).

Nékteré cyklopropylové PLFA napt. cyl7:0 nebo cy19:0, které jsou markery pro
skupinu gramnegativnich bakterii, se v membranach objevuji ve vétsi mife, pokud je
mikrobidlni spolecenstvo pod vlivem stresu — napf. nizké pH, nizky obsah kysliku,
nedostatek vody nebo vysokd teplota. Analyza PLFA pak nemusi odrazet realny stav
spoleéenstva (Leckie, 2005).

V environmentalnich studiich jsou analyzy PLFA uzZivany spiSe pro analyzu prostredi, ve
kterém dand studie probihda nebo pouze ve studiich, které prostiedi jako takové
zkoumaji (Fichtner et al., 2014, Garcia-Orenes et al., 2015, Lange et al., 2014) a existuje
velmi malo studii, které by metodu PLFA poutZili pro analyzu biofilmu na materialu.
Nicméné Vinten et al., 2011 pouZili analyzu PLFA pro zkoumani biofilmu, ktery se
vytvofil na hlinénych cihlach v prostiedi skotskych potokl a analyza PLFA se prokazala
jako dobrou volbou pro tento typ studie.

2.4, Vlastnosti pad z pohledu biodegradace polyuretan(
V padnim prostredi bylo identifikovano velké mnozstvi zastupcl z fad hub a bakterii,
které jsou schopné degradovat polyuretany viz tabulka ¢. 2. Jak jiz bylo zminéno
v pfedeslych kapitolach, environmentalni vlivy hraji vyznamnou roli jednak na
schopnost mikroorganism( Uspésné biodegradovat pfitomny materidl (Artham
a Doble, 2008) a jednak jsou dulezité i pro nezkreslené vysledky analyzy PLFA (Leckie,
2005). Dulezitymi faktory, které vyznamné ovliviuji slozeni mikrobidlni komunity, jsou
mimo jiné: pH, dostupnost dusiku, pldni vlhkost a padni zrnitost (Baath a Anderson,
2003, Brockett, et al., 2012, Hogberg et al., 2007, Lauber et al., 2008). Uvedené faktory
maiji rlizné vlivy na rizné skupiny mikroorganismu. Zastupci bakterii jsou vice nachylini
na zmény v pH a pUdni zrnitosti nez zastupci hub (Lauber et al., 2008).
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Baath a Anderson v roce 2003 provedli studii, ve které srovnavali sloZzeni mikrobiadlniho
spolecenstva v ptdach pfi riznych hodnotdch pH. Ve své studii méli k dispozici celkem
53 lesnich pud vrozmezi pH 3 — 7,2. Ve svych vysledcich zjistili znacnou linearni
zévislost (R? = 0,708) mezi padnim pH a respiraci bakterii; v pidach s nejniz$im pH
bakteridlni respirace dosahovala pouze kolem 10 % celkové respirace pudy
a s rostoucim pH se linedrné zvySovala. Podobné vysledky ukazuje i studie Hogberg et
al. (2007), ve které bylo provedeno srovnani tti lesnich pad s rozdilnymi hodnotami pH
a autofi pozorovali rostouci trend zastoupeni bakteridlnich PLFA s rostouci hodnotou
pH. Vliv pH na tvorbu enzymU houby Aspergillus tubingensis biodegradaci polyuretant
zkoumali Khan et al., 2017, ktefi identifikovali jako vhodné rozpéti pH 5 az 7.

Dalsi dalezité pldni charakteristiky pro mikrobidlni spolecenstva jsou pldni vihkost
a teplota. Brockett et al. v roce 2012 testovali 7 raznych lesnich pld a zkoumali mimo
jiné vliv pQdni vlhkosti na sloZeni mikrobidlniho spolecenstva. Na zakladé vysledku
PLFA zjistil kladnou signifikantni korelaci ptdni vihkosti a celkové mikrobidlni biomasy.
Ve své studii ddle srovndvali enzymatickou aktivitu vybranych enzym( vietné
nékterych hydrolaz, které pozitivné korelovaly s pH (Beta-1,4-xylosiddza, Beta-1,4-
glukosidaza). Vliv teploty na pldni respiraci a rlst bakterii a hub zkoumala Pietikdinen
et al. (2004) ve dvou pudach — lesni a polni. Polni plda méla vyrazné vyssi pH (pH =
7,8) nez puda lesni (pH = 4,1). Pro obé spolecenstva ve studii se zdala byt optimalni
teplota mezi 25 a 30°C, ale zatimco nékteré bakterie vykazovaly aktivitu dokonce aZ pfi
45°C, houby pfi teplotach nad 30°C prestaly byt aktivni. Pldy mezi sebou nevykazovaly
vyznamné rozdily. Zafar et al., 2013 zkoumali vliv teploty na biodegradaci
polyesterovych a polyetherovych PUR desticek houbami v kompostu a pldé pfi
raznych teplotach (25°C, 45°C a 50°C) po dobu 12 tydnd. U polyesterovych PUR
desticek po 4 tydnech pozorovali v obou pfipadech vizudlni degradaci jiz pti 25°C.
U vyssich teplot dokonce pokryvalo povrch desti¢ek houbové mycelium. Pfi testu sily
vtahu po 12 tydnech autofi zaznamenali pokles vyssi nez 75 %. U polyetherovych
desti¢ek autofi nepozorovali zadné zmény. Mnoistvi hub na polyuretanovych
destickach se mezi prvnim a ctvrtym tydnem mirné zvysilo a pak zlstalo viceméné
stejné.

Barratt et al., 2003 proved| studii zamérenou na pudni kapacitu zadrzovani vody (WHC)
a jeji vliv na biodegradaci polyesterového polyuretanu. Svou studii provadéli
v zahradnickém substratu s pH vrozmezi 5,5 — 6,0 a biodegradaci vyhodnocovali
ztratou sily v tahu po 44 dnech. Nejvétsi degradaci materiadlu pozorovali v rozmezi 20—
80 % WHC pudy s maximalni ztratou sily vtahu 60 % pfi 30 % WHC pldy. Dale
vyhodnocovali mnoiZstvi hub a bakterii na povrchu polyuretanu. V pfipadé bakterii
nepozorovali Zadny vztah mezi pddni WHC a mnoZstvim bakterii. Maximalni mnoZstvi
hub pozoroval pfi WHC 70 %.
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3. Cile a hypotézy
Cile

1) Stanovit miru biodegradace polyuretanového materidlu PUR BIO 10 pomoci
standardizované metody ASTM D5988-03.

2) Stanovit sloZeni biomasy vybranych skupin mikroorganism( z biofilmu
vytvoreného na povrchu materidlu béhem biodegradac¢niho pokusu pomoci
analyzy obsahu fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)

3) Zjistit, jestli existuje rozdil v biodegradaci mezi prostfedimi lesni a polni pady.

Hypotézy

1) Vzhledem kvysSimu zastoupeni hub vlesni pldé bude biodegradace PUR
v lesni padé probihat s vyssi ucinnosti nez v ptdé polni.

2) Vzhledem k oéekdvané ucasti hub na biodegradaci PUR bude v biofilmu na
povrchu materialu namérena vétsi biomasa hub neZ bakterii.
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4. Metodika

4.1. Pouzité chemikalie a laboratorni technika

4.1.1. Chemikalie a materialy
Fosfatovy pufr (50 mM KH2POQa) Merck, Némecko
Methanol Chromservis, CR
Trichlormethan (chloroform) Chromservis, CR
Dusik Linde, CR
Aceton Chromservis, CR
Methylbenzen (toluen) Chromservis, CR
Hydroxid draselny Lach-Ner, CR
Hexan Chromservis, CR
Kyselina octova Penta, CR
Kyselina tridekanova Sigma-Aldrich, Némecko
Fenolftalein Acros Organics, USA
Chlorid barnaty dihydrat Lach-Ner, CR
Kyselina chlorovodikova Lach-Ner, CR
Dihydrogenfosfore¢nan amonny Lach-Ner, CR
Tetraboritan sodny dekahydrat Chemapol, CR
Methyloranz Lach-Ner, CR

Biodegradovatelna polyuretanova péna, PUR BIO10 Ustav makromolekuldrni
chemie AVCR, CR

4.1.2. Laboratornitechnika

Analyticka vdha Extend Sartorius, Némecko
Vortex mixer ZX Classic VELP Scientifica, Italie
Centrifuga EBA 20 Hettich, Némecko

SPE kolonka Lichlorut Si 60 No. 1.02021.0001 Merck, Némecko
Krimpovaci klesté J.G. Finneran, USA
Digitalni vodni lazen WCB-6 Witeg, Némecko
Lyofilizator Labio, CR

Automaticka byreta Hirschmann, Némecko
Pipeta Eppendorf, Némecko
Magneticka michacka IKA, Némecko
Muflova pec LM 112.10 VEB Elektro, Némecko
pH metr LAB 805 Schott Instruments, Némecko
Sklenice Fido (500 ml) s tésnénim Bormioli Rocco, Itdlie

Laboratorni termobox

4.2. Biodegradace lehéenych polyuretant v ptdé
Posouzeni biodegradability probéhlo dle metody ASTM D5988-03 (ISO 17556), ktera je
standardizovanym testem pro posouzeni aerobni biodegradace plastovych materidla
v plidnim prostfedi. Metoda je zaloZena na mineralizaci testovaného materialu
pUsobenim pUdniho mikrobidlniho spolecenstva az na oxid uhli¢ity, ktery je dale
zachytavan do kadinek s hydroxidem draselnym. Zpétnou acidobazickou titraci
kyselinou chlorovodikovou je pak zjiStén nezreagovany hydroxid draselny.
Mineralizace materidlu je nasledné vyjadrena jako kumulativni mnoZstvi uvolnéného
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oxidu uhli¢itého za ¢as, po ktery je materidl vystaven plsobeni pldniho mikrobialniho
spoleenstva. Nad rdmec metodiky je prfed samotnou titraci stabilizovan zachyceny
oxid uhli¢ity chloridem barnatym. Tento krok byl do metody pfiddn na zakladé
zkuSenosti s touto metodikou, aby se zamezilo potencidlnimu podhodnoceni vysledku
(ToSovska, 2016).

Pét rlznych vzorkud polni pldy a pét vzorkd lesni pady (smiSeny les) bylo vidy ve dvou
paralelach pouzito jako nosny substrat pro biodegradaci vybraného biodegradabilniho
vzorku PUR. Kazdy z téchto 20 vzork( je navic zdvojen vzhledem k nutnosti porovnani
s negativni kontrolou (samotny substrat bez pridavku PUR). Pracovalo se tedy vidy
celkem se 40 vzorky v ramci kazdého experimentu.

Pro potfeby pokusu musela byt plvodni metoda mirné modifikovana. Vzhledem
k nutnosti pracovat s velkym poctem vzorkl byly pouzZity naddoby o objemu 500 ml.
ProtoZe smyslem testu bylo porovnani vlivu polni a lesni pddy na biodegradaci
vneseného polymeru, byla vtomto usporadani vynechana varianta s celulézou
(pozitivni kontrola).

Vramci diplomové pridce probéhly dva biodegradacni experimenty podle zminéné
metodiky. Prvni experiment trval celkem 90 dni, druhy zrychleny experiment
s litterbagy pak probihal 32 dni. BEhem prvniho experimentu byl v mikrokosmu
testovany PUR umistén ptfimo do pldy, ale pfi nasledné analyze PLFA z biofilmu vzniklo
podezieni na zkresleni vysledkd plGdou, kterd ulpiva na fragmentech PUR. Proto byl
uskute¢nén druhy, zkraceny experiment, pti kterém byl testovany PUR uzavien
v litterbagu, aby nedochdzelo k nezadouci kontaminaci materidlu ptdou. Litterbag byl
vytvoren spdjenim sacku 6 x 5 cm z nylonové tkaniny o velikosti ok 0,6mm, do kterého
byl uzavien material a konce spdjeny k sobé. Finadlni podobu litterbagu lze vidét
v pfiloze ¢.6.

Pti vyhodnocovani vysledkd biodegradacniho experimentu byl zvolen spojnicovy graf,
na kterém byla kumulativné zaznamenavana dosazend mineralizace za uplynuly ¢as
(Prazanova, 2018). Jednotlivda méreni jsou vidy pramérem z péti rlznych pld daného
typu, tj. lesni nebo polni plida a tato variabilita je na grafu zndzornéna smérodatnou
odchylkou.

Pro otestovani nulové hypotézy, kterda predpoklada, Ze po skonéeni biodegradace
existuje vyznamny rozdil mezi lesni a polni pidou byl proveden dvouvybérovy F-test
pro rozptyl a nasledné dvouvybérovy t-test s rovnosti pfip. nerovnosti rozptylu.

4.2.1. Charakteristika testovaného materialu

Biodegradaéni test byl proveden s materidlem PUR BIO-10, ktery byl vyvinut na Ustavu
makromolekuldrni chemie AV CR Ing. Hynkem Bene$em, PhD. a jeho tymem.
Polyuretanovd péna byla syntetizovana z polyester triolu, alifatického isokyanatu
a polyethlylenglykolu 400. Jako plnivo byl pouZit Skrob, ktery byl obsazen z 28 %
celkové hmotnosti polyuretanu. Pro pokus byla pak pouzita rozemletd péna ve frakci 2
— 3,15 mm. Podrobnéjsi rozkresleni struktur jednotlivych latek je uveden v pfilohach
(Priloha 1 a 2).
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4.2.2. Analyza pouzitych ptd

Ve Stfedoceském kraji bylo odebrano pét lesnich (smiSeny les) a pét polnich pad, které
byly déle zpracovany a analyzovany v laboratofi environmentélni chemie Ustavu pro
Zivotni prostfedi Univerzity Karlovy. Pro nasledné analyzy byla plda preseta pres
kovové sito 6 mm. Vodni kapacita (WHC) pldy byla stanovena ndsledujicim zplsobem:
K 25 mL preseté pudy umisténé do ndlevky s filtracnim papirem a zatkou bylo pfidano
50 mL vody. Takto pfipravené nalevky byly ponechdny pres noc a druhy den se zbyla
voda nechala hodinu vykapavat. Dale bylo stanoveno pudni pH nasledujicim
zpusobem: K5 mL pady bylo pfidano 25 mL deionizované vody a smés byla 60 minut
tfepana a 60 minut ponechana odstat. Nasledné bylo pH metrem zméfeno pH
suspenze. Ztrata zihanim byla stanovena po Zihani vysusené pldy v muflové peci pfi
teploté 550 °C po dobu 5 h.

4.2.3. Stanoveni biodegradace
Biodegradacni pokus probihal za poufZiti jednotlivych pid, do kterych byl pfimichan
material PUR BIO-10 ve frakci 2 — 3,15 mm. Z kazdé pUdy byly zaloZzeny 4 mikrokosmy —
dva testovaci a dvé kontroly bez pfidaného polyuretanu.

Do uzaviratelnych 0,5L sklenic Fido bylo odméfeno 150 mL prosaté pldy a navdzeno
pfiblizné pfesné 100 mg testovaného materialu. Negativni kontroly obsahovaly pouze
Cistou pudu a slouzily k posouzeni bazalni respirace plidy. Dale doslo k upraveni puadni
vlhkosti a mnozstvi dusiku pomoci roztoku dihydrogenfosforecnanu amonného
o koncentraci 4,72 g/L dle pokynd pouzité metodiky. Nasledné byl material s pldou
dostate¢né promichan a na povrch pldy byly umistény dvé 25 mL kadinky — jedna s 10
mL destilovanou vodou pro zachovani vnitfni vihkosti a druha s 7,5 mL 0,5 M hydroxidu
draselného. Sklenice byly uzavieny a umistény do termoboxu bez pfistupu svétla
s vnitfni teplotou 21 + 2 °C.

Uvolnény oxid uhli¢ity byl zachytavan do roztoku hydroxidu draselného. Doba
zachytavani CO; se béhem pokusu ménila s ohledem na aktivitu pldnich organisma
zhruba v tydennich intervalech. Pfed kazdou titraci probéhlo stanoveni faktoru kyseliny
titraci roztoku dekahydrdtu tetraboritanu sodného sindikatorem methyloranz dle
rovnice [1]:

2 HCl + Na2B407-10 H20 - 2 NaCl + 4 H3BO3
[1]
Stanoveni faktoru kyseliny probéhlo dle ndasledujiciho vztahu [2]:
fHCI = Cskuteena / Creoreticks = (k * m) / (M = V * Creoreticks)
[2]

k ... stechiometricky koeficient (k = 2)
m ... navazka Na;B407:10 H,0 (0,2 g)
M ... molarni hmotnost Na;B407-10 H»0 (381,38 g/mol)
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V ... spotieba HCI (L)
c ... koncentrace HCI (0,25 mol/L)

Nasledné doslo k otevreni vSech sklenic a nad rdmec metodiky bylo do vSech kadinek
s hydroxidem draselnym ihned pfidano 3,5 mL roztoku chloridu barnatého o
koncentraci 125 g/L, tim byla zajiSténa stabilizace rozpusténého oxidu uhlic¢itého dle
rovnice [3]:

2 OH™ (aq) + CO; (g) + Ba?* (aq) «> BaCOs (s) + H20
[3]

V dalSim kroku byla provedena zpétna acidobazickd titrace 0,25 M kyselinou
chlorovodikovou s identifikatorem fenolftaleinem dle rovnice [4]:

CO; + 2 KOH + BaCl, > BaCOs + 2 KCI + H,0

[4]

Vyprodukovany CO2 byl pak pro stanovovany ¢asovy Usek spocitan dle ndsledujiciho
vztahu [5]:

mCO2 (g)=k-V:-c-f-M
[5]

k ... stechiometricky koeficient (k = 0,5)

V ... objem spotiebované HCI (L); spocitan jako Vnegativni kontrola = Vvzorek
c ... koncentrace HCI (0,25 mol/L)

f ... faktor kyseliny

M ... molarni hmotnost CO; (44 g/mol)

4.3. Stanoveni obsahu fosfolipidovych mastnych kyselin

Analyza PLFA je metoda, kterd zkouma pritomnost methylesterd mastnych kyselin ve
vzorku. Principem metody je zbunéénych membran a stén mikroorganism
vyextrahovat fosfolipidy, z nichz se v dalSim kroku uvolni mastné kyseliny. Mastné
kyseliny jsou nasledné prevedeny transeterifikaci na myethylestery, dojde k jejich
detekci a stanoveni za pouziti plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Na
rozdil od kultivaénich metod je analyza PLFA vhodna pro kvantifikaci zivé mikrobidlni
biomasy a umoznuje sledovat zmény v mikrobidlnich spolecenstvech v pribéhu casu.

Metodou byly analyzovdany mikrobidlni spoleCenstva zachycenda v biofilmu na
testovaném polyuretanovém polymeru.

4.3.1. Extrakce lipidd
Do vypalené zkumavky bylo navazeno pfiblizné presné 0,1 g vzorku lyofilizované
polyuretanové pény. Ke vzorku bylo pfidano 0,5 mL fosfatového pufru (50 mM
KH2POa), 1,25 mL methanolu a 0,625 mL chloroformu. Poté byl vzorek vortexovan po
dobu jedné minuty a nasledné extrahovén ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 1
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hodiny. Po skonceni extrakce byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut na 3500 rpm.
Vznikly supernatant byl pomoci Pausterovy pipety odebrdn do nové vypalené
zkumavky a umistén do tmy v pokojové teploté. Ke vzorku bylo opét pfiddano 1,25 mL
methanolu a 0,625 mL chloroformu a vzorek byl vortexovan po dobu 1 minuty a opét
ponechan k extrakci za stejnych podminek. Po hodiné byl vzorek opét centrifugovan po
dobu 5 minut na 3500 rpm a bylo provedeno odebrani supernatantu, ktery byl spojen
s pfedchozim. Tento postup extrakce byl za stejnych podminek opakovan jesté jednou.

Ke vzniklému supernatantu bylo pfidano 1,9 mL fosfatového pufru a 1,9 mL
chloroformu a smés byla vortexovana po dobu 1 minuty. Smés byla ponechana pres
noc v lednici a druhy den byla provedena centrifugace po dobu 5 minut na 3500 rpm.
Pasteurovou pipetou byla odebrana spodni chloroformova ¢ast obsahujici lipidy a byla
prenesena do nové vypalené vialky, kterda byla uzaviena vickem se septem. K horni
vodné fazi bylo pfidano 1,9 mL chloroformu, smés byla vortexovana po dobu 1 minuty
a nasledné centrifugovdna po dobu 5 minut na 3500 rpm. Chloroformova faze byla
odebrana a spojena s predchozi.

4.3.2. Frakcionace lipida

Vzorek byl do sucha odpafen pod proudem dusiku, bylo k nému pfiddno 300 puL
chloroformu a nasledné byl vortexovan po dobu 30 sekund. Byla sestavena aparatura
s SPE kolonkami Lichlorut Si 60. Kolonky byly nejprve promyty pomoci 1,5 mL
chloroformu a ihned po proteceni chloroformu byl aplikovan vzorek. Do vialky bylo
pfidano 150 pL chloroformu a po kratkém (10 sekund) vortexu byl zbyly vzorek
aplikovan na kolonku. Po vsaknuti vzorku do ndplné kolonky byla kolonka postupné
vymyvdna — 2 mL chloroformu k vymyti neutralnich lipidG, 6 mL acetonu k vymyti
frakce glykolipidii a nakonec 2 mL methanolu kvymyti fosfolipidd. Posledni
fosfolipidova frakce byla jimana do nové vypalené vialky.

4.3.3. Transeterifikace

Vzorek byl odparen do sucha proudem dusiku. K odparku bylo pfidano 0,5 mL toluenu
a 0,5 mL methanolu. Smés byla ndsledné vortexovana po dobu 1 minuty a ke vzorku
byl nasledné pfidan 1 mL cerstvé pripraveného 0,2 M roztoku KOH v bezvodém
methanolu. Poté by vzorek inkubovan po dobu 15 minut ve vodni lazni o teploté 37°C.
Po skonceni inkubace bylo ke vzorku pfiddano 1,6 mL hexanu, 0,4 mL chloroformu, 0,3
mL 1 M kyseliny octové (ktera je uchovavana v lednici) a 2 mL Cerstvé destilované
vody. Tato smés byla vortexovdna pod dobu 1 minuty. Ndasledné byla provedena
centrifugace po dobu 10 minut na 2500 rpm. Vznikld horni faze byla prenesena
Pasteurovou pipetou do nové vypalené vialky a ke vzorku bylo opét priddno 1,6 mL
hexanu a 0,4 mL chloroformu. Smés byla opét vortexovana (1 minuta) a centrifugovédna
(2500 rpm, 10 minut). Vznikld horni faze byla opét odebrana a spojena s predchozi.
Extrakce probéhla jesté jednou za stejnych podminek. Vzorek byl odparen do sucha
proudem dusiku a ndsledné do vialky bylo pfiddano 950 pL hexanu a vzorek byl
vortexovan po dobu 30 sekund. Nasledné byl vzorek prenesen do krimpovaci vialky
a bylo k nému priddno 50 pL vnitiniho standardu (C13:0 methyl tridekanodat v hexanu o
konc. 200 ppm).
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V zakrimpované vialce byl vzorek pfedan Laboratofi Environmentalni biotechnologie
AV CR, kterd provedla stanoveni na plynovém chromatografu s hmotnostni
spektrometrii.

4.3.4. Vyhodnoceni obsahu mastnych kyselin
Skupiny mikroorganism( pfitomné ve vzorku byly charakterizovany jako soucet
koncentraci mastnych kyselin p¥islusejicich jednotlivym skupindm (Snajdr et al., 2008):

Houby: 18:2w6,9

Gram-negativni bakterie (G-): 16:1w7,16:1w5, cy17:0, cy19:0, 18:1w7
Gram-pozitivni bakterie (G+): i14:0, i15:0, a15:0, i16:0, i17:0, a17:0
Aktinobakterie: 10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0

Bakterie celkem: i14:0, i15:0, a15:0, 15:0, i16:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5, 10Me-16:0,
i17:0,a17:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, cy19:0

Celkova mikrobialni biomasa: i14:0, i15:0, al15:0, 15:0, i16:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5,
16:0, 10Me-16:0, i17:0, a17:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, cy19:0,
18:2w6,9, 18:1w9

Pti vyhodnoceni vysledkl PLFA byla pouZita data celkového zastoupeni viech skupin,
na kterych byla provedena jednofaktorovd analyza variance (ANOVA). Pro srovnani
skupin v ramci lesni nebo polni pady byl pouzit Tukey(v post-hoc test. Pro porovnani
specifickych skupin organismd mezi polni a lesni ptidou byl pouzZit dvouvybérovy F-test
pro rozptyl a nasledné dvouvybérovy t-test s rovnosti pfip. nerovnosti rozptyld. Dale
byl proveden vypocet poméru hub a bakterii, ktery byl podroben stejnému
statistickému vyhodnoceni.

4.4, Statistické zpracovani dat
Pro zpracovani dat byl pouZit program MS Excel 365 s analytickou nadstavbou VBA.
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5. Vysledky

5.1. Biodegradace lehéenych polyuretant v ptdé

Vysledky stanoveni vybranych puadnich charakteristik jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.
Vysledek prvniho biodegradacni pokusu lze vidét na obrazku €. 4, ktery je kfivkou
biodegradace testovaného materidlu — jednad se o zavislost mineralizace materidlu,
ktera je vyjadfena kumulativnim zachytem vyvinutého CO; v ¢ase. Chybové Usecky
v grafu znaci smérodatnou odchylku v dany moment méreni z péti pid stejného druhu.
Po skonceni pokusu byla namérena mineralizace materidlu v lesni pidé 10,65 + 2,54 %
a 20,48 + 9,18 % v pudé polni. Vysledek z druhého pokusu je obdobnou kfivkou
vizualizovdn na obrazku €. 5. Po skonceni druhého pokusu byla namérena v lesni ptdé
mira rozloZeni materidlu 3,88 + 3,42 % a v pidé polni 8,96 £ 1,79 %. Na obrdzcich ¢. 6 a
€. 7 je pak srovndana mira mineralizace testovaného materidlu ve stejny okamzik u obou
probéhnuvsich experimentll — 31. den po zacdatku. Jednad se tak sohledem na
mineralizaci o srovnani obou uskute¢nénych variant.

Tabulka €. 3 — PGdni charakteristiky testovanych puad

Lesni
ptida pH WHC Ztrdta Zihanim %
Zvole 6,35+ 0,50 42+0 2,35
Bratfinov 5,5+0,02 44,5+2,12 5,25
Nesvatily 6,08+0,12 37,5+0,70 2,14
Sloup 536+0,09 371424 3,65
Drahlovice 5,48 +0,18 41,5+ 3,53 5,46
Polni
ptda pH WHC Ztrdta Zihanim %
Zvole 6,83+0,12 33,5+0,70 1,67
Bratfinov 6,60+0,11 37,5+2,12 1,02
Nesvacily 6,95+0,04 34,5+0,71 1,54
Sloup 6,84 +0,07 35,5+0,81 0,70
Lec 6,62+0,04 345+0,70 1,23
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Obrdzek €. 4 — Prabéh mineralizace lehéené polyuretanové pény BIO 10 v polni a lesni

pidé béhem prvniho pokusu. Chybovymi Useckami je zndzornéna smérodatna
odchylka stanoveni (5 pad daného druhu).
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Obrazek €. 5 - Prabéh mineralizace lehcené polyuretanové pény BIO 10 v polni a lesni

pidé béhem druhého pokusu. Chybovymi useckami je znazornéna smérodatna
odchylka stanoveni (5 pad daného druhu).
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Obrézek €. 6 — Celkovd mineralizace materialu PUR BIO 10 v lesni pidé po uplynuti 31
dni. Srovnani mezi dvéma uskute¢nénymi treatmenty — s pouzitim a bez poufZiti
litterbagu. Chybovymi Useckami je znazornéna smérodatna odchylka stanoveni (5 pud

daného druhu). Rozdil mezi soubory dat byl testovan dvouvybérovym t-testem a nebyl
statisticky signifikantni (p >0,05).

8

7

6 [
o
)
a 5
)
(&)
S 4 \
[
g’
=
- 2

1

0

Polni plda, bez litterbagu Polni plda, s litterbagem

Obrazek ¢. 7 — Celkova mineralizace materialu PUR BIO 10 v polni plidé po uplynuti 31
dni. Srovnani mezi dvéma uskute¢nénymi treatmenty — s pouzitim a bez pouziti
litterbagu. Chybovymi Useckami je znazornéna smérodatna odchylka stanoveni (5 pud

daného druhu). Rozdil mezi soubory dat byl testovan dvouvybérovym t-testem a nebyl
statisticky signifikantni (p >0,05).

5.2. Vysledky stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin
V obou provedenych experimentech byla provedena analyza PLFA biofilmu, které
vznikly na povrchu testovaného materidlu. V prvnim experimentu, kdy byly vzorky
polyuretanové pény pfimichany pfimo do pudy, bylo analyzou ANOVA zjisténo, Ze ve
vzorcich PUR, které byly exponovany lesni pidé se nachazi statisticky vyznamné vice
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PLFA znacici hubovou biomasu neZ ostatnich skupin, nicméné pfi dalSim testovani bylo
zjisténo, Ze mezi vzorky PUR z polni a lesni pldy vobsahu téchto PLFA neni
signifikantni rozdil. Vzorky PUR z polni pldy obsahovaly signifikantné vice PLFA
znacicich bakterie nez vzorky PUR z plidy lesni. Na obrazku €. 8 lze vidét celkovou
mikrobialni biomasu biofilmd ve vzorcich z lesni a polni pldy. Chybovou useckou je
zndzornéna smeérodatna odchylka z péti méreni pro vzorky z kazdého typu pldy, tj. 5
vzorku polni a 5 vzork( lesni pady.

Zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych mastnych kyselin, které byly extrahovany ze
vzorkd a ndasledné rozdéleny do funkcnich skupin organisma je zndzornéno na obrazku
¢. 9. Chybovou Useckou je zndzornéna smérodatna odchylka ze dvou opakovani méreni
v ramci analyzy PLFA.
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100

Lesni plida Polni piida

Obrézek ¢. 8 — Obsah celkové mikrobialni biomasy v biofilmech ze vzorkl polyuretanu
z lesni a polni pidy béhem prvniho pokusu, kdy byl polyuretan ptimichdn pfimo do
pady. Chybovymi Useckami je zndzornéna smérodatnd odchylka stanoveni (5 vzorkd
polyuretanu z daného typu pldy).
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Obrazek ¢. 9 — Celkové koncentrace PLFA ze vzork( polyuretanu, rozdélené dle
funkcnich skupin mikroorganism( béhem prvniho pokusu, kdy byl polyuretan
pfimichan do pldy. Chybovymi uUseckami je zndzornéna smérodatnd odchylka
stanoveni (2 paralely).

V druhém experimentu, kdy byly vzorky polyuretanové pény umistény do puldy
uzaviené v litterbagu, bylo v ramci vysledkd analyzou ANOVA zjisténo, Ze se ve vzorcich
PUR, které byly exponovany lesni ptidé neni mezi obsahem PLFA charakteristickych pro
houby a bakterie vyznamny rozdil. U vzorkd z polni pldy byl naméfen vyznamné vétsi
obsah biomasy bakterii oproti houbové biomase. Srovnanim vzorku z lesni pldy a polni
pldy bylo zjisténo vyznamné vice houbové biomasy u vzorkd z lesni plidy. Na obrazku
¢. 10 Ize vidét obsah celkové mikrobidlni biomasy biofilm{ ve vzorcich z lesni a polni
pudy. Chybovou useckou je zndazornéna smérodatna odchylka z péti méreni pro vzorky
z kazdého typu pudy, tj. 5 vzorka polni a 5 vzorkd lesni pady.

Zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych mastnych kyselin, které byly extrahovany ze
vzorkd a nasledné rozdéleny do funkénich skupin organismu je znazornéno na obrazku
¢. 11. Chybovou useckou je znazornéna smérodatnd odchylka ze dvou opakovani
méreni v ramci analyzy PLFA.
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Obrdzek ¢. 10 — Obsah celkové mikrobialni biomasy v biofilmech ze vzork( polyuretanu
z lesni a polni pady béhem druhého pokusu, kdy byl polyuretan v pidé uzavien do
litterbagu. Dvouvybérovym t-testem bylo zjisténo, Ze soubory se statisticky
signifikantné mezi sebou lisi (p < 0,05). Chybovymi useckami je zndzornéna
smérodatnd odchylka stanoveni (5 vzork( polyuretanu z daného typu pUdy).
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Obrazek ¢. 11 — Celkové koncentrace PLFA ze vzork( polyuretanu, rozdélené dle
funkénich skupin mikroorganismi béhem druhého pokusu, kdy byl polyuretan v ptdé
uzavien v litterbagu. Chybovymi use¢kami je zndzornéna smérodatnd odchylka
stanoveni (2 paralely).
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6. Diskuze

V diplomové praci byl testovdan material PUR BIO 10, ktery byl vybran jakoZto nejlépe
degradujici materidl z polyuretanovych pén tady ,BIO“ pfipravenych na UMCH AVCR
pod vedenim Ing. Hynka Benese, Ph.D., které ve své praci pouZila Prazanovd, 2018.
Testovany polyuretan byl ve formé pény na polyester-polyetherové bazi, biodegradace
polyuretanovych pén byla jiz dfive Uspésné zdokumentovdana, a to napfiklad zastupci
hub Cladosporium a Alternaria (Alvarez-Barragan et al., 2016, Matsumiya et al., 2010).
Pfedpokldadanym vyuZitim testovaného materidlu je pénovy nosi¢ pro pachovy
ohradnik vzemédélské krajiné, ktery slouzi k odstraseni zvére. Vzhledem k tomuto
vyuZiti byl pro diplomovou praci zvolen biodegradacni test podle normy ASTM D5988-
03, kterd je standardizovanym testem pro biodegradaci plastovych materidlu v pudé,
a ktera byla jiz v minulosti pro biodegradacni studii na polyuretanové péné pouzita
(Goméz et al., 2014). Biodegradacni pokus byl uskute¢nén na dvou typech pldy — lesni
a polni. Impuls pro porovnani degradace polyuretanu v lesni a polni ptidé vznikl jednak
na zakladé literarni reSerse, kdy je zdokumentovano velké mnozZstvi zastupct hub, ktefi
jsou zdatnymi degradatory PUR (Cosgrove et al., 2007; Ibrahim et al., 2009; Mathur a
Prasad, 2012 Osman et al., 2017) a jednak na zakladé vysledk( bakalafské prace, ktera
analyzou PLFA v polni plidé nezachytila témér Zddnou biomasu hub (Husek, 2016). Byly
uskutecnény dva biodegradacni experimenty podle metodiky ASTM D5988-03 a v obou
pripadech vysledky biodegradace byly vyssi u testovanych polnich pld, a to i pfes to, Ze
ve druhém opakovani biodegradacniho testu s pouZzitim litterbagtl, byla v biofilmu na
povrchu polyuretanu zjisténa vyssi biomasa hub nez ostatnich mikroorganismu.

V rdmci experimentl bylo pouzito pfiblizné tretinové mnoiZstvi pudy a testovaného
materidlu oproti doporuéenému provedeni dle uzZité metodiky. Bylo tak ucinéno
z divodu neimérného narlstu potfeby mista a chemikalii. Tento fakt mohl mit vliv
zejména na analyzu PLFA, kde pro mozZnou extrakci bylo mozné pouzit pouze 0,1 g
polyuretanu. BéZna hodnota navazky testovaného materialu se pohybuje od 0,5 g
(Quideau et al., 2016.). Z vysledkl Prazanova, 2018 se materidl BIO 10, degradoval
v prostredi polni pldy ze 42 % lze tedy usoudit, Ze nepfiznivé vysledky biodegradace
v této diplomové praci se netykaji materialu samotného a jeho fyzikdlné-chemickych
vlastnosti, ale spiSe vlastnosti prosttedi, ve kterych k degradaci dochazelo.

Testované lesni pudy se pohybovaly v rozmezi pH 5,36 — 6,35, coz je dle vysledkl
Hogberg et al. (2007) oblast pH, ve které jsou jiz zdstupci pldnich hub v prostredi
boredlnich lest na Ustupu. Khan et al.,, 2017 zkoumali vliv pH na tvorbu enzymu
esterazy, kterd je jednim z nejdllezitéjSich enzym( pti biodegradaci polyuretanu
(Amobonye et al., 2021) u houby Aspergillus tubingensis, pro tvorbu tohoto enzymu se
ukdzalo vhodné pH 7. Je tedy mozné, Ze se houby pfi tomto pokusu nemohly z téchto
dlvodu biodegradace ucastnit v pIné mife. Abiotickych faktord, které mohly negativné
ovlivnit biodegradaci, mohlo byt pfi biodegradaénich experimentech vice. Vzhledem
k pribéhu experimentu se domnivam, Ze problém mohly zp(sobit zejména dva faktory
— mira vlhkosti pldy a mnozstvi dostupného kysliku. VIhkost plidy a dostupnost kysliku
jsou dllezitymi ukazateli pro celkovou kondici mikrobidlniho spolecenstva (Lauber et
al., 2008). Dle metodiky byla pida nasycena na 70 % své WHC a dale byla dle metodiky
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udrZovana pfitomnosti kadinky svodou v prostfedi mikrokosmu. Nicméné béhem
experimentu doslo nékolikrat k zaliti a prokypreni pady, pravé z obavy, Zze pida neni
dostatecné vlhka a v mikrokosmu by mohl byt nedostatek kysliku. Barratt et al., 2003
zkoumali biodegradaci polyuretanu pfi rliznych WHC a jejich vysledky ukazuji na
dllezitost vztahu WHC, houbové biomasy a miru degradace. DalSim moZinym
omezenim béhem biodegradacnich experimentld mohl byt nedostatek kysliku, zejména
u lesnich pld, které vzhledem k objemu vypliiovaly velkou ¢ast mikrokosmu a mohlo
tak dojit k vyCerpani kysliku v asovém useku mezi jednotlivymi mérenimi, kdy byly
mikrokosmy otevieny. Tim mohlo dojit k inhibici biodegradace polyuretanové pény,
pro kterou je pfitomnost kysliku klicova (Urgun-Demirtas et al., 2007).

DalSim velmi pravdépodobnym dlvodem nizké miry biodegradace muze byt vyssi podil
organického uhliku v lesnich ptdach oproti piddm polnim (Niemi & Vepsaldinen, 2005;
Pietikdinen et al., 2004). Rozdil v obsahu organickych latek v testovanych plddach se
projevil také vys$simi hodnotami ztraty Zihanim, které ukazuji na vétsi zastoupeni
organické hmoty v plidé. Alvarez-Barragdn et al., 2016 ve své studii pozorovali, e po
tfech tydnech bez jednoduse dostupného zdroje uhliku nemusi dojit k rastu hub rodu
Cladosporium do té miry, aby byly schopny degradovat polyuretan. Je tedy mozné,
zejména v druhém opakovani biodegradacniho experimentu, které trvalo 32 dni, zZe
nedoslo k naplnéni potencidlu lesni pGdy degradovat polyuretany a mikroorganismy
pouze zuZitkovaly dostupny organicky uhlik zpGdy. Pfi dalsSim opakovani
biodegradacniho experimentu by se pravdépodobné méla vhodnéji zvolit velikost
mikrokosmu, tak aby bylo mozné pouZit dostate¢né mnozstvi pidy a testovaného
materialu. Také by bylo vhodné se vyhnout zkrdcenym experimentlim, které nemusi
poskytnout Uplné informace o schopnosti pouZité pldy biodegradovat testovany
material.

Ackoliv je méfeni vyvinutého CO; ¢asto uzivanou metodou v biodegradacnich studiich
pro posouzeni biodegradace materidlu (Goméz et al., 2014, Osman et al., 2017 Shah et
al., 2016) nikdy nebyva jako jediny ukazatel miry degradace a byva ¢asto doplnéna o
dalsi ukazatele, které mohou vysledky upfesnit — napf. pozorovani materidlu pomoci
SEM (Barratt et al., 2003), zména sily v tahu (Urgun-Demirtas et al., 2007), analyza FT-
IR (Peng et al., 2014) a dalsi. Pro lepsi pochopeni a interpretaci vysledkd v této praci —
analyzy a ziskat tak komplexnéjsi informaci o mife biodegradace. Praci by vhodné
doplnila zejména analyza FT-IR, kterd poskytuje informaci o tom, které vazby byly
béhem biodegradace rozstépeny (Magnin et al., 2020) a muzZe tak poukazat na to, ve
kterych ¢astech polymeru doslo k nejvétsi degradaci. Timto by se mohlo ukazat, Ze
ackoliv byla degradace dle naméreného CO; nizsi, doslo k degradaci dllezZitych vazeb
v molekule polyuretan(, a nikoliv napfiklad k degradaci sSkrobu, kterého testovany
material obsahuje 28 %.

Biodegradacni studie se v poslednich letech pfi identifikaci a kvantifikaci degradujicich
organismu spoléhaji prakticky pouze na sekvenacni metody (Cosgrove et al., 2007,
Howard et al., 2012, Magnin et al., 2019), které jsou ale vhodnéjsi spiSe pro identifikaci
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konkrétnich mikroorganism( nez celého spolecenstva. V diplomové praci byla pro
identifikaci mikrobidlniho spoleenstva biofilmu pouzita metoda PLFA, ktera se
v ekologickych studiich pouZivd spiSe pro kvantifikaci mikroorganismi v ptidnim
prostfedi (Frostegard et al., 2011). Tato metoda pro analyzu biofilmu na povrchu
polyuretanu dle mné dostupnych literarnich zdroji nebyla pouZita, i kdyZz napf. pro
analyzu biofilmu na povrchu cihel ji Uspésné poutZili Vinten et al.,, 2011. Z vysledk(
prvniho biodegradacniho experimentu se zdd, Ze dochazelo ke zkresleni vysledk(
analyzy PLFA pGdou, kterd ulpéla na testovaném materidlu a byla také spolu
s biofilmem extrahovdna. Proto byl pfi druhém opakovéni testu poufZit litterbag, aby
tomuto zkresleni zabranilo. Vysledky PLFA vdruhém opakovani experimentu pak
usoudit, Ze biofilm na povrchu materialu byl tvofen zejména houbami. Dle Leckie, 2005
mohou abiotické stresy jako jiz zmifovany nizky obsah kysliku nebo vody zkreslit
vysledky analyzy PLFA, je proto nutné i tyto vysledky opatrné interpretovat.

Nicméné jestli se houby skutec¢né ucastnily biodegradace PUR nelze z téchto vysledku
soudit, jelikoz metoda PLFA je pouze odrazem biomasy a tuto informaci neni schopna
poskytnout. Pro lepsi posouzeni biomasy hub by bylo moiné pouzit i méreni
ergosterolu, ktery je specifickym markerem pro pfitomnost hub (Klamer & Baath,
2004). Pro dalsi posouzeni Uc¢asti hub na biodegradaci by bylo vhodné rozsifit analyzu o
pozorovani pomoci SEM, které by pomohlo lépe identifikovat vznikly biofilm a
identifikovat napf. houbové hyfy (Khan et al., 2017). Dalsi vhodnou metodou, ktera by
mohla byt ukazatelem aktivni biodegradace, je méreni enzymatické aktivity. Vzhledem
k chemické struktufe pouzitého polyuretanu, ktery je na polyester-polyurethanové bazi
by se méla biodegradace ucastnit esterdza (Amobonye et al., 2021). Aktivita esterdzy
pfi biodegradaci polyuretanli je dobfe zdokumentovana, ale ¢asto je zkoumanym
organismem bakterie a testovany materidl je pouze polyester-PUR (Howard et al., 2012
nebo Peng et al., 2014). Nicméné Alvarez-Barragan et al., 2016 zaznamenali aktivitu
esterdzy i u biodegradace polyether-PUR pén houbami Cladosporium. Méreni aktivity
esterdzy by tedy mohlo byt vhodnym dopliikem pro tento typ biodegradacniho testu.
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7. Zavér

Byly uskutec¢nény dva testy biodegradability materidlu PUR BIO 10, ktery byl vybran
jako nejlépe degradujici material v praci Prazanovd, 2018. Testy byly provedeny
v laboratornich mikrokosmech dle metodiky ASTM D5988-03 pro dvé pldni prostredi —
lesni a polni. Nad rdmec metodiky byl pred titraci stabilizovdn zachyceny oxid uhlicity
chloridem barnatym, aby se zamezilo potencidlnimu podhodnoceni vysledku
(ToSovska, 2016). V prvnim testu byl materidl umistén pfimo do pudy a po 4 mésicich
byl mineralizovdn z 10,65 + 2,54 % v lesni pidé a z 20,48 + 9,18 % v pudé polni. Test byl
ukonéen a byla provedena analyza PLFA z biofilm( polyuretanové pény za ucelem
zjisténi participujicich skupin mikroorganism( na biodegradaci polyuretanu. Vysledky z
analyzy PLFA, ale neukazaly signifikantni rozdil mezi sloZzenim mikrobidlniho
spolecenstva na biofilmu PUR z pUdy lesni a z pidy polni. Na zdkladé tohoto vysledku
vzniklo podezieni na zkresleni vysledkl analyzy PLFA pUdou, kterd ulpéla na
testovanych fragmentech polyuretanu.

Test byl proto zopakovdn a testovany material byl umistén do litterbagu, ktery mél
zabranit pfimému styku testovaného materidlu s pidou a tim pfipadnému zkresleni
vysledkll. V druhém, zkraceném testu biodegradability dosSlo po 31 dnech
k mineralizaci materidlu z 3,88 + 3,42 % v lesni pidé a 8,96 + 1,79 % v pudé polni. Po
ukondeni testu probéhla analyza PLFA, ze které bylo zjisténo, Ze vzorky lesni pudy
obsahuji signifikantné vice mastnych kyselin charakteristickych pro celkovou
mikrobialni biomasu (t-test, p < 0,05) a stejné tak lesni plda obsahovala signifikantné
vice mastnych kyselin typickych pro houbovou biomasu (t-test, p < 0,05).

Z vysledk( obou experiment( je patrné, Ze rozdil v biodegradaci lesni a polni pudy je
velmi maly. Navzdory tomu, Ze bylo v biofilmu materidlu zlesni pldy vdruhém
opakovani biodegradacnimu experimentu naméreno vyznamné vice hub a doslo tak
k potvrzeni druhé hypotézy, nedochdzelo k vétsi biodegradaci polyuretanu mérené
vyvinem CO;. Prvni hypotéza se tedy nepotvrdila.
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9. Prilohy

Seznam pfiloh:

Ptiloha 1: Struktura pouzitého polyuretanu BIO 10

Pfiloha 2: Latky pouZité pro vyrobu testovaného polyuretanu BIO 10

Priloha 3: Mapa mist ze kterych byly odebrany pldy

Priloha 3: Vizudlni srovnani pouzité lesni a polni pldy

Pfiloha 4: Pouzité sklenice - mikrokosmy po vyjmuti z termoboxu pred zac¢atkem titrace
Ptiloha 5: Litterbag s polyuretanem pouzity v pokusu
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Priloha €. 1: Struktura pouZzitého polyuretanu BIO 10 (Ing. Hynek Benes, PhD.)
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Pfiloha €. 2: Latky pouZité pro vyrobu testovaného polyuretanu BIO 10 (Ing. Hynek Benes,
PhD.)

LesKy Krds

—((arlztejn
Pe et

Priloha €. 3: Mapa mist, ze kterych byly odebrany pady
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Ptiloha 4: Vizudlni srovnani pouzité lesni a polni pldy
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Pfiloha 5: Pouzité sklenice — mikrokosmy po vyjmuti z termoboxu pred zacatkem titrace
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Ptiloha 6: Litterbag s polyuretanem pied a po poufziti v pokusu
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