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Abstrakt

Nové vyvinuty, plné alifaticky polyuretan (PUR) pro aplikace v zemédélstvi byl vystaven aerobni
biodegradaci v ptidé (ASTM D5988-18) a modifikaci této metody také ve standardizované padé,
kterd je bézné pouzivana pro ekotoxikologické testy. Biodegradabilita byla posuzovana mérenim
uvolnéného CO, béhem mineralizace testovaného materialu. PUR v pfirodni ptidé (dle D5988-18)
dosahl 43 +15,0% mineralizace a ve standardizované pGdé 28 +9,9 %. Oba typy pld splnily
kritéria validity (rozklad celulézy >70 %). Vyluhy z obou typu pUd s obsahem PUR (a vyluhy
pozitivnich kontrol obsahujici celulézu a negativnich kontrol obsahujici pouze pldu) byly po
pllroéni biodegradaci testovany na ekotoxicitu pomoci morské bakterie Vibrio fischeri. Biotest byl
proveden z dlivodu podezreni toxického plsobeni dibutylcin dilauratu, ktery byl pouzit pfi vyrobé
PUR jako katalyzator. Navic byl proveden zkraceny test biodegradace ve dvou variantach (s vyssim
obsahem PUR a tomu odpovidajici mnozstvi Cistého katalyzatoru) ve standardizované pldé a
vyluhy byly poté opét testovany na ekotoxicitu. Zadny vyluh neprokazal ekotoxické ucinky. Biotest
byl doplnén analyzou PLFA pro zjisténi pfipadného vlivu PUR na mikrobidlni diverzitu (oproti

kontroldm). Ani v tomto pfipadé nebyl zjiStén negativni Gcinek polyuretanu na padni mikrobiotu.

Klicova slova: polyuretanovd péna, biodegradabilni plast, rdzné pldni substraty, ekotoxicita,

DBTDL, fosfolipidové mastné kyseliny



Abstract

Newly developed fully aliphatic polyurethane (PUR) for agriculture applications was exposed to
aerobic biodegradation in soil (ASTM D5988-18) and in modification of this method also in
standardized soil which is commonly used for ecotoxicological tests. Biodegradability was assessed
by measuring released CO; during the mineralization of the test material. PUR in the natural soil
(according to D5988-18) reached 43+ 15,0% mineralization and in the standardized soil
28 £ 9,9 %. Leachates of both types of soils containing PUR (and leachates of positive controls
containing cellulose and negative controls containing pure soil) were tested for ecotoxicity with a
marine bacteria Vibrio fischeri after the half-year biodegradation test. The biotest was performed
because of the suspicion of toxic effect of dibutyltin dilaurate, which was used as a catalyst within
the PUR production. Furthermore, a reduced biodegradation experiment in two variants was
carried out (with higher amount of PUR and a corresponding amount of the pure catalyst) in the
standardized soil and then the leachates were tested for the ecotoxicity as well. None of the
leachates showed ecotoxic effects. A PLFA analysis was performed in addition to the biotest to
examine a potential impact of PUR on a microbial diversity (compared to the controls). Even in

this case, no negative effect of polyurethane on the soil microbiota was found.

Key words: polyurethane foam, biodegradable plastic, different soil substrate, ecotoxicity, DBTDL,

phospholipid fatty acid



Seznam pouzitych zkratek

ASTM Americkd spole€nost pro testovani a materidly

DBTDL dibutylcin dilaurat (Cs2Hes04Sn)

DIN Némecky uUstav pro prlmyslovou normalizaci (z ném. Deutsches Institut fir
Normung)

EC50 efektivni koncentrace (koncentrace, kdy je pozorovany efekt viditelny u 50 %

testovanych jedinct)

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (z angl. Fourier Transform
Infrared)

HD-PE vysokohustotni polyethylen (z angl. High Density Polyethylene)

ISO Mezindrodni organizace pro normalizaci (z angl. International Organization for

Standardization)
LD-PE nizkohustotni polyethylen (z angl. Low Density Polyethylene)
MBU AV CR  Mikrobiologicky tstav Akademie véd Ceské republiky v Praze
MZP Ministerstvo Zivotniho prostiedi Ceské republiky

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

PET polyethylentereftalat

PLA kyselina polymlécna (z angl. Polylactic Acid)

PLFA fosfolipidové mastné kyseliny (z angl. Phospholipid Fatty Acid)

PNEC predpokladana koncentrace nezpUsobujici Zadny ucinek (z angl. Predicted

No-Effect Concentration)

PP polypropylen

PUR polyuretan

PVC polyvinylchlorid

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

TBT tributylcin

UNI italska standardizacni organizace (z ital. Nazionale ltaliano di Unificazione)
uv ultrafialové zareni (z angl. Ultra Violet)

UMCH AV CR  Ustav makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky v Praze
WHC retenc¢ni vodni kapacita ptdy (z angl. Water holding capacity)
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1 Uvod

Rocné se po celém svété vyprodukuje zhruba 300 milidnd tun plastového materialu (Zalasiewicz
et al.,, 2016). V roce 2020 dosahla svétova produkce plasti 367 milionl tun (PlasticsEurope, 2021).
VétsSina materiall je designovana k dlouhodobému pouzivani, aby odolavaly okolnim podminkam
— biotickym i abiotickym faktorim (UV degradace, enzymaticka degradace, eroze ¢i abraze)
(Magnin et al., 2020). | tak je ale zhruba polovina plastovych vyrobk( vyuZita pouze jednorazoveé,
zejména plastové obaly (UNEP, 2018). Vétsina plastového odpadu (60 %) se navic kumuluje na
sklddkach nebo konci v prirodnich ekosystémech. Pouze mald ¢ast dosud vyprodukovaného
plastového odpadu byla fadné likvidovana spalovanim (12 %) nebo recyklaci (9 %) (Geyer et al.,
2017). Plastové znecisténi se dokonce stalo ukazatelem geologického obdobi nazyvané
Antropocén (Zalasiewicz et al., 2016). Pokud chceme predejit znecisténi Zivotniho prostredi,
jednou z moZnosti je vytvaret materidly Umysiné biodegradovatelné pro ty vyrobky, které mohou

uniknout do otevieného prostredi (Wei et al., 2020).

Je celkem prokazané, Ze se z plastll (véetné polyuretan(l) uvoliuji toxické latky, ¢i toxikanty vznikaji
pfimo béhem degradace. Stejné tak masivni produkce plastovych vyrobkl spojena s ¢erpanim
fosilnich zdrojli a nasledné neadekvatni nakladani s plastovym odpadem vyustuji v uniky
znecistujicich latek do Zivotniho prostredi. Tyto latky pak mohou ohroZovat rizné organismy
v ném Zijici, v€etné Clovéka (Azoulay et al., 2019; Magnin et al., 2020). Proto je dllezZité, aby

meziprodukty i findlni produkty (bio)degradace nevykazovaly Zzadné ekotoxikologické riziko pro

pfipad, Ze by material skondil jako odpad v Zivotnim prostredi (Trhlikova et al., 2021).

Cilem této prace je castecné sloucit postupy testovani biodegradability a ekotoxicity podle
prislusnych standardizovanych norem. A to tak, Ze substrat pouzity pfi méreni biodegradace se
pouZije i jako vyluhova matrice pro potteby testovani ekotoxicity. A tim padem zjednodusit cely
proces posuzovani novych materiall. Pro laboratorni testy byl zvolen novy typ lehéeného
polyuretanu vyvinutého pro aplikace v zemédélstvi a lesnictvi (pachové ohradniky). Modifikovany
test biodegradace byl doplnén o variantu se standardizovanou pldou, kterd je vhodnym médiem

pro navazujici test ekotoxicity, ktery byl proveden pomoci testovaciho organismu Vibrio fischeri.



2 Teoreticka cast

2.1 Polyuretan

Polyuretan je 6. nejvyuZivanéjsi typ plastl vsestranného poufziti. Tvofi 7,8 % produkce plasti
v Evropské unii (predstihuji ho PP, LD-PE, HD-PE, PVC a PET). Je vyuzivdn zejména jako izola¢ni
materidl ve stavebnictvi a automobilovém primyslu (pneumatiky, narazniky), v elektroprdmyslu
(lednice a dalsi elektronicka zafizeni) a mnoho dalsich vyuzZiti nachazi i v domacnostech (matrace,

gumové vyrobky, nabytek) nebo jako adhezivni natéry apod. (Khan et al., 2017).

Polyuretan je polymer vznikajici vétSinou reakci polyold (vicesytné alkoholy) a polyisokyanatt
(Seymour & Kauffman, 1992; Furtwengler et al., 2018), nicméné v rdmci struktur polyuretanu je
velikd variabilita (Cregut et al., 2013). Reakce vzniku je zndzornéna na Obr. 1. Polyoly tvofi tzv.
mékké segmenty a isokyandty tvofi tzv. tvrdé segmenty struktury PUR. Nejcastéji pouzivané
polyoly délime na polyesterové (nejvyuzivanéjsi je napf. kyselina olejova, kyselina adipova nebo
diethylen glykol) a polyetherové (glycerin, polypropylen glykol nebo polypropylen) (Darby &
Kaplan, 1968). Pfi vyrobé se pouzivaji nadouvadla (voda, hexan atd.) a rlizné katalyzatory ¢i aditiva,
aby se dosahlo poZadované struktury a mechanickych vlastnosti (Furtwengler et al.,, 2018;
Sklenickova et al., 2020). PUR mUZeme v podstaté povaZovat za obfi molekulu, kterd je diky
vnitfnimu zesitovani méné rozpustna a tepelné odolnd (Seymour & Kauffman, 1992; Liu et al.,
2021). Polyuretan patfi do zakladni skupiny reaktoplastl (vedle termoplastll). To znamena, Ze jej
muZeme tavit, ale nelze ho opétovné formovat do libovolného tvaru, jelikoz se nici jeho struktura
(PlasticsEurope, 2020). Pravé kvali povaze reaktoplastu a vnitfnimu zesitovani dochazi
k nedostatecné recyklaci polyuretanu. VyuZiti biodegradovatelnosti materidlu raznymi
mikroorganismy a enzymy se jevi jako jedna z alternativ k béZzné recyklaci. V tomto pfipadé se PUR

mUzZe vyuZit i jako zdroj uhliku pro nové biotechnologie (Wierckx et al., 2015).

o)

Ri——NCO + R, OH = R H 0—R;
isokyanat alkohol uretan

Obr. 1. Schéma vzniku uretanu reakci isokyandtu a polyolu (pfevzato a upraveno z Furtwengler et
al., 2018).



2.1.1 Biodegradabilni polyuretan

S ohledem na mnozstvi produkovaného PUR odpadu je nutné s timto odpadem nalezité nakladat
a vyvijet nové metody jeho zpracovani i nové recyklacni strategie véetné biorecyklace (Schmidt et
al., 2017; Liu et al., 2021). Biologicka recyklace PUR je v souladu s myslenkou, jak redukovat velké
mnozZstvi odpadu a plastového znecisténi (Cregut et al., 2013; Magnin et al., 2019). Zejména v tom
pfipadé, kdy se stdle velka ¢ast (60 %) plastového odpadu ukladd na skladky nebo pfimo unika do
volné pfirody (Geyer et al., 2017), kde se rozpadd na mensi ¢dastice tzv. makroplasty (>5 mm),
mikroplasty (<5 mm) ¢i nanoplasty (cca 10 nm) (Zalasiewicz et al., 2016). Zcela biodegradabilni
verze plastl by mohly eliminovat vyskyt vSech zminénych malych frakci v Zivotnim prostredi
(Artham & Doble, 2008; Filiciotto & Rothenberg, 2021). Pravé v podobé mikroplastd byl vyskyt

polyuretanu zdokumentovdn i v morském znecisténi (Frere et al., 2016; da Rocha et al., 2021).

Je nasnadé vytvaret nové biodegradabilni materidly, které by pomohly fesit akumulaci
polyuretanového odpadu (Cregut et al., 2013; Khan et al., 2017). Avsak kvuli vysoké komplexité
struktury polyuretanu zatim nebyla Zadna ucinna biodegradace na minimalni vhodnou uroven
zdokumentovana. Stale jsou zde mezery a rozdily v technickych i védeckych pfistupech (Liu et al.,
2021). Zatimco biodegradace kompaktniho PUR je zkoumana celkem detailné, biodegradace PUR

pén je probadana mnohem méné (Trhlikova et al., 2021).

Plasty na biologické bazi (bioplasty), ne vsak biodegradabilni, maji ¢asto stejnou strukturu jako ty
na ropné bazi (Filiciotto & Rothenberg, 2021, Kjeldsen et al., n/a). Je dllezité rozlisSovat pojmy
bioplast a biodegradabilni plast, protoZe materialy na biologické bazi nejsou vzdy biodegradabilni.
Zaroven nékteré plasty na ropné bazi mohou podléhat biodegradaci (Fernandes et al., 2020).
Béhem biodegradace dochazi k asimilaci (vyuziti vzniklych monomert/jednoduchych organickych
latek a jejich zabudovani do biomasy mikroorganism() a k mineralizaci materidlu (rozklad na
jednoduché anorganické latky — CO», H,0, CHa) (Skleni¢kova et al., 2020). Asimilace a mineralizace
jsou klicové procesy vedouci kcelkovému vymizeni materidlu, kdy se eliminuje akumulace
v prostredi a vznik perzistujicich mikroplastll (Artham & Doble, 2008; Sklenickova et al., 2021a).
Se vznikem mikroplastd se poji rlizna rizika, napf. uvolfiiovani ¢i sorpce kontaminant(li, ohrozeni

zdravi ¢lovéka a jinych organismU véetné akumulace v potravnim fetézci (Rai et al., 2021).

Biodegradabilni PUR nachazi uplatnéni vzemédélskych a lesnich aplikacich jako pachové
ohradniky, nosice organickych latek i sorbenty pesticidd a v mnoha dalSich biotechnologiich

vyuZivajici pérovitou strukturu materidlu. V téchto souvislostech se mnohdy nepocitd s naslednym
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odstranénim materialu a jeho zneskodnénim mimo misto pouziti. NybrZz mUzZe byt ponechan na
misté, kde se v idealnim pripadé ¢innosti mikroorganismU a plsobenim abiotickych faktor( rozlozi,
integruje do pldy a stane se soucdsti uhlikového cyklu. V tomto pfipadé je ale nutné zaroven
zajistit nezdvadnost samotného materialu i jeho rozkladnych produktd, aby se zamezilo pfipadné
kontaminaci okoli a nezUstavaly v padé skodlivé substance (Kyrikou & Briassoulis, 2007; Guerrini
etal.,, 2017; Benes et al., 2020; Shen et al., 2020). Fritz (2005) vyrazné doporucuje kombinaci test(
pro stanoveni biodegradability a pro stanoveni ekotoxicity v ptipadé biodegradovatelnych

materiala.

2.1.2 Vyuiziti katalyzatord pfi vyrobé biodegradovatelnych polyuretanti

Z dostupné literatury vyplyva, Ze je pti vyrobé PUR vyuzivano Siroké spektrum katalyzator(.
Katalyzatory se pouzivaji napfiklad ke zvyseni reaktivity b&hem vyroby PUR ¢i k dosazeni kyzené
struktury. Casto to byvaji kovové slou¢eniny, konkrétné organokovové katalyzatory obsahujici cin,
olovo, zinek nebo jejich kombinace. Déle se bézné pouzivd napf. diethyl-toluendiamin (DETDA)
(Smith, 1988). Nicméné tyto slouceniny vykazuji riznou miru toxicity (Gantrade, 2019), kterou je

v pfipadé biodegradabilnich polymer( potreba vyloucit (Kapanen, 2012; Cregut et al., 2013).

Akay a kol. (2021) pouzil oktoat cinaty Sn(Oct), — organickou slouceninu cinu jako katalyzator pfi
vyrobé biodegradabilniho PUR na biologické bazi (celuldéza z lufy valcovité Luffa cylindrica).
Vysledny material je prezentovan jako netoxicky. Benes a kol. (2020) pouzil ve vyvoji alifatické
polyuretanové pény dibutylcin dilaurat. Szpityk a kol. (2021) vyuzil trimethylamin (TEA) jako

katalyzator pti zhotoveni biodegradabilniho PUR.

2.1.3 Proces biodegradace polyuretanu

Khan a kol. (2017) popisuje biodegradaci PUR ve tfech krocich. Obecné se sniZuje pevnost a
pruznost materidlu a dochazi k jeho rozpadu. Prvnim krokem je pfichyceni bakterii a hub k povrchu
materialu. Druhym krokem je rlst mycelia, pfipadné biofilmu a tfetim krokem je sekrece enzymd.
Aktivita enzyml, stejné tak i mechanickd sila vychazejici zrlstu hyf, sméruje ve
vyslednou biodegradaci polyuretanu. Dochazi tak soucasné k chemické i fyzikalni degradaci.
Postupné se zvysuje drsnost povrchu, objevuji se praskliny, které umoznuji dalsi pranik
mikroorganism( a enzymU do materialu diky vétSimu kontaktu s povrchem (Cregut et al., 2013).
Dulezité jsou béhem celého procesu podminky prostredi — dostupnost uhlikového zdroje, vihkost,

pH, teplota i vykyvy teplot, charakter pldy, pfitomnost kysliku a slunec¢niho zareni, bez kterych

11



by samotna biodegradace probihala jen velmi tézko. Tyto faktory totiz hlavné v pocatku iniciuji
fragmentaci materialu a tim padem zlepsuji pfistup mikroorganismim. PUR muZe slouZit jako
jediny zdroj uhliku (Howard, 2011; Ibrahim et al., 2011; Alvarez-Barragan et al., 2016; Benes$ et al.,
2020) i jako jediny zdroj dusiku (zejména pro houby). Pro vétsinu bakterii je PUR jako jediny zdroj
dusiku limitujici, a proto zastavuje nebo sniZuje miru degradace (Cregut et al., 2013; Benes et al.,
2020). Velky objem materidlu mlzZe znemozZnovat pfistup enzymU do vnitfnich struktur

polyuretanu a degradace pak probihd pomaleji (Schmidt et al., 2017).

Mimo aktivitu organismi a abiotickych faktor( je daleZita i samotna struktura degradovaného
polyuretanu (Urgun-Demirtas et al., 2007; Briassoulis & Degli-Innocenti, 2017; Sklenickova et al.,
2020). Polyuretanové pény jsou obecné diky obsahu aromatickych (isokyanatovych) ¢asti a hojné
zesitované struktufe hire pristupné pro mikroorganismy (Cregut et al., 2013). Zaroveri esterové
vazby (mékké segmenty) jsou nachylnéjsi k degradaci nez isokyanatové casti (tvrdé segmenty)
(Trhlikova et al.,, 2021). Obdobné polyesterové polyuretany jsou nachylnéjsi k napadeni
mikroorganismy, tim padem |lépe biodegradovatelné nez ty na polyetherové bazi (Darby & Kaplan
1968; Sklenickova et al., 2020). Nékdy jsou pfi vyrobé materialu pfidavana aditiva pro urychleni

biodegradace ¢i fragmentace, mlze jim byt napf. Skrob (Artham & Doble, 2008).

Casto se v pfipadé biodegradace polyuretanu zmiruji houby rodu Aspergillus spp. a Cladosporium
spp., kdy biodegradace dosahuje vysoké urovné (lbrahim et al., 2011; Liu et al., 2021). Ve studii
Alvarez-Barragén a kol. (2016) dosahla biodegradace PUR s Cladosporium pseudocladosporioides
az 87 % po 14 dnech kultivace v mineralnim médiu, kdy byl PUR jako jediny zdroj uhliku. Dalsi
hojné zminované rody mikroorganisml v souvislosti s biodegradaci jsou Fusarium solani a
Pseudomonas spp. (Howard, 2011; Ibrahim et al., 2011; Liu et al., 2021). Dle dostupnych zdroju
probiha rozklad PUR pomoci hub daleko efektivnéji nez bakteridlni degradace (Cregut et al., 2013;
Benes et al., 2020; Liu et al., 2021; Sklenickova et al., 2021a; Trhlikova et al., 2021).

Enzymatickd biodegradace je u PUR pén velmi malo prozkoumana (Skleni¢kova et al., 2020).
Biodegradace probihd hydrolyzou esterovych vazeb (Khan et al., 2017; Schmidt et al., 2017)
pomoci enzymU esterazy (Magnin et al.,, 2019), zatimco uretanové vazby spiSe vzdoruiji
enzymatické hydrolyze a stépi se sloZitéji v porovnani s esterovou vazbou (Schmidt et al., 2017;
Liu et al., 2021). Nicméné i nékteré esterazy byly popsany jako schopné hydrolyzovat uretanovou
vazbu. DalSi enzymy zapojené do degradace PUR jsou amidazy, proteazy, lakazy, peroxidazy
(Kemona & Piotrowska, 2016; Magnin et al., 2019; Sklenickova et al., 2020) a ve studii

Loredo-Trevifio a kol. (2011) se uredza ukdazala jako nejefektivnéjsi. Nicméné enzymaticky rozklad
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nebyl jesté plné objasnén. Analyticka prakticka literatura chybi témér Uplné, nebot dosud byla

biodegradace zkoumana spiSe jen s mikroorganismy (Magnin et al., 2021).

2.2 Metody stanoveni miry biodegradace

Klicovym ndastrojem k posuzovani biodegradovatelnosti plastli jsou standardizované metody.
Umoznuji opakovatelnost méreni a porovnatelnost testovanych materiald mezi sebou a zaroven
sjednocuji pouzivanou terminologii v této oblasti. Standardizované metody vétSinou neurcu;ji
hranici, kdy se material dd nazvat jako , biodegradovatelny”. Slouzi pouze jako méfici a posuzovaci
nastroj k urceni stupné biodegradace testovaného materidlu (Briassoulis & Degli-Innocenti, 2017).
Soucasné mohou byt dobrym voditkem pro vyvoj novych materialt, kdy se vyrobci budou snazit
vytvofit material degradujici za psanych podminek. Rizikem ovSem zUstava, Ze v realnych
podminkach se materidl bude degradovat jinym zplsobem nez v laboratornich podminkach a

v tomto ohledu mohou byt normy zavadéjici (Kjeldsen et al., n/a).

Existuje nékolik zplsobl hodnoceni miry biodegradace. Radi se sem ztrdta mechanickych
vlastnosti (pevnost vtahu a tlaku), vizuadlni posouzeni, analyza rozkladnych produktl, ubytek
hmotnosti, nebo jak je zminéno ve vétsiné norem — méreni mineralizace (zaloZzeno na principu
zachytavani uvolnénych plyni béhem procesl biodegradace — respirometrie). Pozorovani zmén
mechanickych vlastnosti vyzaduje velké mnozstvi testovaného materidlu a z vysledkl je Spatné
odvoditelnd mira degradace z dlivodu rozdilnych charakteristik material(i. Ztrata mechanickych
vlastnosti je krucidlni zejména v pocatecni fazi rozkladu. Vizudlni posuzovani je velice subjektivni
zaleZitost, a proto by mély byt pouzivany specialni softwarové programy k tomu uréené a vhodné
analytické nastroje (napf. SEM) (Kjeldsen et al., n/a). Analyza rozkladnych produktl se provadi
nejcastéji pomoci chromatografie (gelova, kapalinova ¢i plynova) v kombinaci s hmotnostnim
spektrometrem nebo pomoci nukledrni magnetické rezonance. Spolu s tim se ¢asto analyzuji i
strukturdlni zmény (pomoci FTIR) (Skleni¢kova et al., 2020). Ubytek hmotnosti se nepovaZuje za
zcela vhodnou metodu posuzovani biodegradace (Liu et al., 2021). Zkresluji se tak vysledky kvali
nachylnosti k mechanické erozi materialu za vzniku mikroplasti (Magnin et al., 2021). Napriklad
Wang a kol. (2008) ve své studii provedl experiment zaloZeny na posuzovani rozdilu hmotnosti
materidlu pred a po zahrabani v plidé. OvSem testovani muselo byt ukoncéeno z dvodu velké
eroze testovaného materidlu. Bylo nemozné z plastového materidlu odstranit plidu a nasledné

vyhodnotit miru degradace.
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Vsechny vySe zminéné metody ovsem neposkytuji informace o rozsahu mineralizace (van der Zee,
2005). Jen malo studii se zabyva primo testovanim mineralizace materialu (Prazanova, 2018).
Méreni mnoiZstvi uvolnénych plyn( neposkytuje informace o osudu latek, které nejsou
pfeménovany na oxid uhli¢ity (pfipadné methan v anaerobnich podminkdch). Navic pokud dojde
nahodné nebo nedopatienim k anaerobii, moZzny vznikly methan neni zapocitan do rozsahu
biodegradace, méri-li se jen CO; (Kjeldsen et al., n/a). Na druhou stranu méfeni mineralizace je

klicové k posouzeni biodegradace, jak jiz bylo zminéno v ptedeslé kapitole 2.1.1.

2.2.1 Prehled pouzivanych standardizovanych metodik

Ndasledujici vyéet uvadi standardizované metodiky pro stanoveni biodegradovatelnosti plastového

materidlu v pldni matrici za aerobnich podminek.

ASTM D5988-18 — Standard test method for determining aerobic biodegradation of plastic
materials in soil.

Princip metody je zaloZen na méreni mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého. Metoda je uréena pro
vsechny typy plastd, ktery neinhibuji spoleCenstva hub a bakterii zastoupené v pouzivané padeé.
Validity testu je dosazeno, pokud se referencni material (pozitivni kontrola) rozloZi 270 % béhem
6 mésicl, coz je doporucend doba trvani pokusu. Zaroven mnozstvi uvolnéného CO; v negativni
kontrole musi byt v rozmezi do 20 % od priméru hodnot v platé fazi nebo na konci testu. Tato

metoda je ekvivalentem k ISO 17556.

ISO 17556 — Plastics — Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic materials
in soil by measuring the oxygen demand in a respirometer or the amount of carbon dioxide
evolved.

Princip metodiky je opét zaloZzen na méreni vyprodukovaného oxidu uhli¢itého nebo na méreni
biochemické spotrebé kysliku (BSK) v uzavieném respirometru. Validita testu je podobna jako u
predchozi normy — mnozstvi uvolnéného CO; nebo BSK z negativni kontroly musi byt v rozmezi do
20 % od praméru hodnot v platd fazi nebo na konci testu. Zaroven musi byt dodrzena minimalni
mira degradace referen¢niho materialu béhem 6 mésicd, ktera je v tomto pfipadé stanovena na
260 %. V pripadé, Ze by biodegradace probihala obstojné ke konci méreni, je mozné pokus

prodlouZit az na 24 mésicll. Metodika je ekvivalentem pro ASTM D5988.

NF U52-001 — Biodegradable materials for use in agriculture and horticulture — Mulching products

— Requirements and test methods.
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Francouzska norma, ktera mimo stanoveni biodegradovatelnosti uréuje i kritéria pro
biodegradovatelné materialy. V jejich ptilohach je postup i pro hodnoceni biodegradace ve vodnim
prostredi a kompostu. Mira degradace je uréovana na zakladé vizudlniho posuzovani. Maximalni
doba testu je 6 mésicu. Validita je splnéna, pokud standardni odchylka paralel je <20 % a rozloZeni
referenéniho materidlu je 270 %. Test je vesmés urcen jen pro materialy s planovanym uzitim
v zemédélstvi a zahradnictvi (hlavné mulcCovaci félie). Neni specifikovana teplota, za které by mélo

méreni probihat, coZ miZe vyustit ve velké rozdily v dosaZené biodegradaci (Kjeldsen et al., n/a).

| pfes to, Ze je tato norma stdle aktualni a Ize ji vyuZivat pro testovani, nedavno byla vyvinuta nova
norma EN 17033 (Plastics — Biodegradable mulch films for use in agriculture and horticulture —
Requirements and test methods) po vzoru ISO 17556, kterd by méla NF U52-001 nahrazovat
(Fernandes et al., 2020).

UNI 11462 — Plastic materials biodegradable in soil — Types, requirements and test methods.
Italska norma urcend k hodnoceni biodegradability a ekotoxicity polymerd a plastl pouzivanych v
zemédélstvi a zahradnictvi. Soucasné (stejné jako NF 052-001) urcuje i bezpecnostni kritéria pro
Zivotni prostredi pro materialy, které lze oznadit jako ,biodegradovatelny” (biodegradovatelnost
alespont 90 % béhem 24 mésici a nesmi obsahovat Zadné tézké kovy, ani vykazovat Zadné
ekotoxikologické efekty). Princip metody je zaloZen na méfeni uvolnéného CO,. Béhem testu je
pozadovano zajisténi neustalého proudéni vzduchu. Kritéria validity jsou — rozklad referencniho
materidlu 260 % po tfech meésicich testu a standardni odchylka mezi paralely musi byt <10 %.
Maximalni doba pokusu jsou tfi mésice. Metoda je alternativou k ISO 17556 (Briassoulis & Degli-

Innocenti, 2017).

OECD Test No. 304A: Inherent Biodegradability in Soil.

V této metodé je vyZzadovan material oznaéeny uhlikem 4C. Principem je zachytavani 1*CO, a podle
mnozZstvi *C se uréuje mira degradace (mineralizace) materidlu. K tomu je potfeba kapalinovy
scintilacni detektor, ktery zaznamenava ionizujici zareni. Test je modelovan na 64 dni. Metoda byla

osvojena jiz v roce 1981.

OECD Test No. 307: Aerobic and Anaerobic Transformation in Soil.

Test je zaloZen na stejném principu jako pfedchozi metoda (OECD 304A), ale je mozZné pouzit i jiné
izotopy (napF. 13C, N, 3H, 32P). Vzhledem k tomu, Ze je metoda z roku 2002, jsou vyZadovény i
novéjsi pristupy v analyze (napt. plynova a kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostnim

spektrometrem). Test by nemél presahnout dobu trvani 120 dng.
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2.3 Testovani ekotoxicity

Ekotoxikologické biotesty slouzZi k posouzeni miry a druhu potencialnich toxickych Gcinkd (smési)
latek na Zijici organismy v Zivotnim prostredi. Vystupy mohou byt rlizné a pouzivaji se k hodnoceni
mozného rizika v Zivotnim prostfedi vyvolané onémi latkami. Smyslem biotestll je urcit, zda
testované latky v environmentalnich koncentracich (koncentrace, ve které se latka nachdazi nebo
vstupuje do Zivotniho prostfedi) nebudou mit negativni vliv na fungovani ekosystému, pripadné
pomoci urcit jejich bezpeénou koncentraci v Zivotnim prostfedi (PNEC). Zakladni rozdéleni dle typu
matrice zahrnuje biotesty terestrické, akvatické a testy sediment(. Akvatické testy se radi mezi
nejrozsifenéjsi z hlediska pouzivani a zdroven se tak mohou testovat i vodné vyluhy z pevnych
matric (Hoffman et al., 2003; Ko¢i & Mocova, 2009). Pri pouZiti pfirodni matrice (pldy) je dilezité

rozlisit pripadnou toxicitu pldy od toxicity sledovaného materidlu (potazmo jeho rozkladnych

produktl) ¢i chemikalii (Fritz, 2005).

Ceska republika pFejima normy vychdzejici z predpist Evropské unie, které jsou pro CR zévazné.
Zaroven jsou v platnosti normy, které plynou z ¢lenstvi v organizacich OECD a ISO. Ale je moZné
pouzivat metodiky i od zahrani¢nich agentur vyspélych statl jako ASTM (USA), EPA (USA), AFNOR
(Francie), DIN (Némecko) atd. (Fritz, 2005; Dvorak, 2009).

Je-li polyuretan rozkladdn mikroorganismy, mohou se z néj uvoliovat toxické degradacni
produkty. Z dlouhodobého hlediska je proto klicové posoudit jeho biodostupnost pro

(mikro)organismy v Zivotnim prostredi (Sklenickova et al., 2020).

2.3.1 Prehled testd ekotoxicity pouZitych pro hodnoceni polyuretanu

Nasledujici tabulka (Tab. 1) udava prehled biotestl, které byly pouzity v rliznych studiich pro
testovani ekotoxicity polyuretani. Z dostupné a nastudované literatury se stanoveni biodegradaci

PUR a naslednému testovani ekotoxicity vénuje jen malo studii.
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Tab. 1. Prehled testu ekotoxicity pouZité pro testovani polyuretanu.

testovaci typ polyuretanu usporadani experimentu norma/metoda zdroj
organismus
sladkovodni korys Poly(-ether) vyluhovy test v horké vodé | Thamnotoxkit F'™ | David et al.,
Thamnocephalus uretanové pény (8 hod); akutni toxicita 2010;
platyurus s pridavkem bio- (mortalita, 24 hod) Vojtova et al.,

polyoll v riznych
pomérech (AS, AC,
CMC-Na, HEC,
WPGT)*

2007

sladkovodni korys
Daphnia magna

sladkovodni zelena
rasa Desmodesmus
subspicatus

bakterie
Escherichia coli

pIné alifatické
polyester-ether PUR
pény s pfidavkem
HEC*, skrobu a bez
Skrobu

Vodny vyluh podle EN ISO 6341 Sklenickova et
12457-1 (72 hod); akutni al., 2021a
toxicita (inhibice

pohyblivosti, 48 hodin)

Vodny vyluh podle EN ISO 8692 Sklenickova et

12457-1 (72 hod); akutni
toxicita (inhibice rlstu, 72
hodin)

al., 2021a

Vodny vyluh podle EN
12457-1 (72 hod); akutni
toxicita (pocet kolonii
tvofricich jednotek, 24
hodin)

vyhlaska ¢.
409/2005 Sh.

Sklenickova et
al., 2021a

morska bakterie
Vibrio fischeri

PLA-poly(-ester)
uretan

suspenze z kompostu
béhem a po skonceni
biodegradace PUR; akutni
toxicita Flash test (inhibice
bioluminiscence, 30 sek)

ISO 21338
(BioTox™)

Tuominen et al.,
2002

polyuretan na bazi
polykaprolaktonu a
Skrobu

suspenze z kompostu a
vermikulitu po
biodegradaci PUR; akutni
toxicita Flash test (inhibice
bioluminiscence, 30 sek)

BioTox™

Degli-Innocenti
et al., 2001

vysSi rostliny
Lepidium sativum
(Feficha seta),
Raphanus sativus
(fedkev seta),
Hordeum vulgare
(je¢men sety)

PLA-poly(-ester)
uretan

médium pro rist rostlin

v poméru 1:1 (kompost

s PUR béhem a po skonceni
biodegradace a komeréni
zahradnicky substrat);
kliceni, vizudIni rdst a
gravimetrické méreni (14
dn()

OECD test ¢. 208

Tuominen et al.,
2002

* AS (acetylovany skrob), AC (acetylceluloza), CMC-Na (sodnd sil karboxymethylicelulozy), HEC

(2-hydroxyetylceluldza), WPG (pSenicny protein/gluten)
+ WPG byl pouZit jen ve studii David a kol. (2010)
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2.3.2 Test ekotoxicity s bakterii Vibrio fischeri

Vibrio fischeri je motska luminiscenéni bakterie. Bakterii se dostalo nové védecké pojmenovani
Aliivibrio fischeri (Urbanczyk et al., 2007), nicméné v fadé studii a metodik je stdle pouzivan starsi
nazev (Kapanen, 2012; Abbas et al, 2018; Skleni¢kova et al., 2020). Metoda testovani s vyuZitim
této bakterie nasla uplatnéni v mnoha odvétvi testovani toxicity (lékafské, environmentalni,
priamyslové, zemédélské aplikace a mnoho dalsich) (Abbas et al., 2018). V fadé ekotoxikologickych
testll je hodnocena jako jeden z nejcitlivéjSich organismi pro sledovani akutni toxicity (Jos et al.
2005; Dvorak, 2009; Abbas et al., 2018). | kdyZ se test s Vibrio f. ptirozené fadi mezi akvatické testy,
velmi dobre se uplatniuje i pro vyluhy pevnych materialt a zemin (Abbas et al., 2018). Navic Vibrio
f. patfi mezi destruenty, ktefi jsou v ptirodé zodpovédni za rozklad organickych latek (Koci &
Mocova, 2009), coz je pro nds$ ucel testovani velmi prinosné. Bakteridlni testy jsou schopné
reagovat i na slabé toxické ucinky, nebot se negativni U¢inek nemusi projevovat jen mortalitou,

ale i narusenim metabolismu napf. cytotoxicky (Fritz, 2005; Dvorak, 2009).

Zjistovani ekotoxicity s bakterii Vibrio fischeri funguje na principu méfeni inhibice bioluminiscence.
Nejcastéji se jako vysledek ekotoxicity udavd hodnota EC50, kterd je vyzadovdna normami.
Metoda je zakotvena v nékolika standardizovanych normach, napt. 1ISO 11348 nebo 1SO 21338.
Test byva proveden rychle (béhem nékolika malo hodin) i s pfipravou redicich fad. Samotné
méreni toxicity probiha 15 az 30 minut. V pfipadé Flash testu, ktery byl vyvinut zejména pro kalné
vzorky, méfeni probiha pouhych 30 vtefin (Degli-Innocenti et al., 2001; Tuominen et al., 2002).
Dalsi vyhodou je, Ze se bakterie pfed testem nemusi dlouze kultivovat, pouze se reaktivuji
aktivaénim roztokem. Metoda je celkové jednoduchd na provedeni a bakterie jsou snadno
dostupné v jiz hotovych testovacich setech (pod nazvy Microtox, LUMIStox nebo ToxAlert)
(Hubdlek, 2008). Navic neni potfeba Zzadného specidlniho vybaveni laboratore kromé
luminometru, pfipadné centrifugy. Tim se fadi mezi nejméné cenové naroéné, proveditelné testy

(Dvorak, 2009).

Dvorak (2009) ve své praci vyslovné zminuje vhodnost pouziti Microtox testu ,pro kontrolu
vstupnich surovin pro biotechnologické procesy a sledovani procest probihajicich pfi biodegradaci
toxikantl pritomnych v Zivotnim prostredi“. Pro vSsechny vySe zminéné vyhody jsme pouZili

ekotoxicky test s Vibrio fischeri i v této praci.
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2.3.3 Ekotoxicita polyuretanu

Nékteré studie ukazuji, Ze je mozné navrhnout biodegradabilni PUR pény, které nejsou rizikem pro
Zivotni prostredi. Biodegradabilni PUR je vhodny zejména v pfipadé nechténého uniku do
otevieného prostredi nebo i kdyZ se s ponechanim PUR v pfirodnim ekosystému pocita (Trhlikova
et al,, 2021). Obecné biodegradovatelné polymery nevykazuji vyznamné ekotoxické efekty nebo
jen vyjimecné. | presto se vybizi pfi testovani biodegradability otestovat i jejich ekotoxicitu (Fritz,
2005). Kdyby se pripadna toxicita projevila v padé jiz po zavedeni polymeru do praxe, bylo by
obtizné ¢i pfimo nemoZné odstranit z pudy rezidua plastl nebo toxické latky. Zatimco
biodegradabilita polymerd je studovana hojné a mnoho studii se ji zabyva, ekotoxicitou se zaobiraji

jen velmi vzacné (Kapanen, 2012).

Aromatické isokyandty pouZzivané pfi vyrobé PUR predstavuji potencidlni riziko toxicity. Nicméné
jsou to pravé aromatické isokyanaty, které se k vyrobé polyuretanovych pén pouzivaji ve vétsiné
pripadl (Trhlikovda et al, 2021). Jmenovité 4,4'difenylmethan diisokyanat (MDI) a
2,4’toluen diisokyanat (TDI) nebo jejich rozkladné produkty 4,4'methylendianilin (MDA),
2,4'toluendiamin (TDA) nebo p-toluensulfonyl isokyanat mohou byt nebezpecné pro Zivotni
prostredi i pro zdravi ¢lovéka (toxické, drazdivé a potencidlné karcinogenni) (van Minnen et al.,
2005; Kapanen, 2012; Cregut et al., 2013). Jejich struktury jsou zobrazeny na Obr. 2. MDA je pfimo
spojovan s inhibici enzymové aktivity (Sklenickova et al., 2020). Tyto latky se mohou uvolfiovat
zejména béhem biodegradace (Cregut et al., 2013). MDA bylo vysledovano ve studii Degli-
Innocenti a kol. (2001) jako rozkladny produkt PUR ve vermikulitu; ale v kompostu, kde byl
biodegradovan stejny PUR, jiz analyzovan nebyl. Naopak studie Tuominen a kol. (2002) popisuje
biodegradaci polyuretanu (kompostovani) obsahujici 1,6-hexamethylen diisokyanatu (HMDI),
ktery byl pouzit pfi jeho vyrobé. PUR obsahujici tuto latku vykazoval ekotoxicitu béhem i po
skonceni biodegradace. V této studii byly testovany i samotné chemikalie (pomoci Vibrio fischeri),
které se pouzily pro vyrobu PUR a nejvice toxické se projevily HMDI a 1,4-butan diisokyanat (BDI).
Avsak polyuretan obsahujici BDI nevykazoval Zadnou toxicitu v testech béhem i po skonceni
biodegradace v kompostu. Vyroba piné alifatickych PUR pén (bez pouziti aromatickych latek),
které jsou i lIépe biodegradovatelné, je prozatim soucasnou vyzvou chemikd. Nedavno vyvinuté

PUR pény nejsou dostatecné testovany na ekotoxicitu (Skleni¢kova et al., 2020).

Ve studii Sklenickové a kol. (2021a) se plné alifatickda PUR péna ukdzala jako mirné toxicka pfi
testovani s vodnim korySem Daphnia magna (nicméné to mohlo souviset s ucpanim filtrace

rozpusténymi Skroby jez byly pouzity pti vyrobé PUR). Nizkou toxicitu PUR péna vykazovala pfi
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testovani s rasou Desmodesmus subspicatus. Naopak ve studii Sklenickova a kol. (2021b) plné
alifatickd PUR péna nevykazovala Zadny ekotoxikologicky efekt v aktivovaném Cistirenském kalu.
Studie Davida a kol. (2010) neprokdazala Zadné ekotoxikologické efekty PUR pény béhem testu ve
studené vodé za pouZziti toxkitu Thamnotoxkit F™ se sladkovodnim kory$em. Vojtova a kol. (2007)
upozornuje, Ze polyuretanova péna muZe vypoustét ekotoxikologické substance v teplych vodach
(testovano Thamnotoxkit F™). Fritz a kol. (2001) testoval nékolik biodegradabilnich polymerd
véetné PLA-uretanu (po kompostovani) rlznymi testy ekotoxicity (tfi testy s rostlinami, dva
s fasami, s Daphnia sp. a luminiscencni bakterii). Vysledek prezentoval jako primér vsech test,

kdy PLA-uretan nevykazoval Zaddnou toxicitu.

nejpouzivanéjsi latky pro vyrobu PUR
e

Ns
0 0 0
| S Z
Z SN NZ
=N
-
D.f"

2,4’toluen diisokyanat 4,4'difenylmethan diisokyanat

rozkladné produkty pochazejici z biodegradace PUR

/Q/ HEN N HZ
NH,

2,4'toluendiamin 4,4'methylendianilin

Obr. 2. Struktury nejpouZivanéjsich chemikdlii pro vyrobu polyuretanu a jejich rozkladné produkty
(prevzato a upraveno dle Cregut et al., 2013).

7 s wve

2.3.4 Ekotoxické ucinky cinu a dibutylcinu dilauratu

Cin se vyskytuje v anorganickych i organickych sloué¢enindch v oxidacnich cislech +2 a +4. Ve
vodnim prostredi je ¢tyfmocny cin stabilnéjsi (Ridel, 2003). Zatimco anorganické slouceniny a
elementarni cin je povazovan za relativné netoxicky, organocin plsobi v riznych formach toxicity
(neurotoxicita, imunotoxicita, reprotoxicita atd.) pfi akutni i chronické expozici (Dopp &
Rettenmeier, 2013). Znamy je napriklad pripad hormonalini disrupce u vodnich plzi. Marinni

znecisténi tributylcinem (TBT) vedlo k vyvoji imposexu (Matthiessen & Gibbs, 1998). Pozdéji se
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ukazalo, Ze i trifenylcin (TPT) ma ziejmé podobné disruptivni Ucinky jako TBT (Ridel, 2003).
Organocinové slouceniny byly pozdéji uznany jako persistentni polutanty (endokrinni disruptory)
a jejich pouzivani bylo zakdzano Evropskou unii vroce 2003 (Dopp & Rettenmeier, 2013).
Biodostupnost, ktera Uzce souvisi s ekotoxicitou, v pldnim prostfedi zavisi na interakcich mezi
pladou, biotou a prostfedim. Nejvétsi vliv na mobilitu a dostupnost toxickych kov( v plidé ma pH
a redox potencial (Tlustos et al., n/a). Anorganicky cin je obecné malo biodostupny, vétsinou se
uvolfiuje jen malé mnozZstvi iontl z Cistého cinu a jeho slitin. Organické cinové slouceniny jsou
nejlépe dostupné v neutralnim a mirné alkalickém prosttedi. Jejich dostupnost ale velmi ovliviiuje
mnozZstvi rozpusténého organického uhliku (DOC) a rozpusténé organické hmoty (DOM) (Riidel,

2003).

Dibutylcin dilaurat (DBTDL) s chemickym vzorcem Cs;He204Sn je v bezpecénostnich listech
klasifikovan jako Zirava a korozivni latka, drazdiva, nebezpecna pro zdravi i Zivotni prostredi. Je
vedena jako latka zpUsobujici akutni riziko pro vodni prostredi (znacena jako regulovany mofsky
polutant), s rizikem dlouhodobého uc¢inku ve vodnim prostredi (latka perzistentni povahy). Je
doporucené se vyhnout jeho uvolfiovani do Zivotniho prostfedi (Borchers, 2017). DBTDL
pravdépodobné vykazuje nizkou mobilitu a v Zivotnim prostfedi mlize perzistovat diky své nizké
rozpustnosti ve vodé (ThermoFisher Scientific, 2021). Obsah cinu ve slouceniné odpovida

18,2-18,9 % (Borchers, 2019).

DBTDL se pouziva pfi vyrobé PUR jako aditivum kinhibici mikrobialni degradace nebo jako
katalyzator (Cregut et al., 2013; Dopp & Rettenmeier, 2013). Dale nachazi uplatnénii jako pesticid

nebo biocidni latka (ThermoFisher Scientific, 2021).

2.4 Analyza PLFA

Padni mikrobialni spoledenstva a pldni prostfedi je sloZity a komplexni ekosystém, kde jsou
spolecenstva nezbytnd pro spravné fungovani a naplfiiovani funkci pady. Zajistuji kolobéh prvkd,
rozviji sktrukturu pUdy. Zmény v mikrobidlni diverzité a mikrobidlni aktivita jsou dobrym
ukazatelem pro stav a zdravi pldy (Kaur et al., 2005; Bécaert & Deschénes, 2006). Kapanen (2012)
doporucuje méfit zménu diverzity mikroorganismu v pldé spolu s biotesty pro lepsi pochopeni a
vysvétleni vlivli studovanych materiall na Zivotni prostredi. Vzhledem k tomu, Ze je nékdy sloZité
oddélit toxické ucinky média (plda, kompost, sediment apod.) a testovaného materidlu i latky, je

na misté pouzit vSsechny dostupné metody pro vylouceni falesné pozitivnich/negativnich vysledk
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ekotoxicity. Francisco a kol. (2022) hodnoti analyzu PLFA jako vhodnou k ekotoxikologickému
posuzovani. Sklenickova a kol. (2021b) aplikovala zménu mikrobidlni diverzity jako ukazatel

ekotoxikologického pUsobeni.

PLFA analyza je jednou z nejpouzivanéjsich metod pro méreni mikrobialni biomasy a diverzity
v padé a dalSich environmentalnich matric véetné téch kontaminovanych. Metoda je zaloZena na
sledovani tzv. biomarkerd. Biomarkery jsou rizné ukazatele v relativné konstantnim zastoupeni
v biomase, specifické pro urcitou skupinu organism( (Piotrowska-Seget & Mrozik, 2003). V PLFA
analyze jsou jako biomarkery vyuZivany fosfolipidové mastné kyseliny nachdzejici se
v membranach mikroorganismd. Charakteristické druhy fosfolipidovych mastnych kyselin jsou
analyzovany a nasledné se rozlisuji dle urcitych skupin mikroorganism(. Jedna se o kvantitativni i
kvalitativni ndhled na mikrobiotu (Kaur et al., 2005). Diky specifi¢cnosti nékterych PLFA mlzZeme
vysledovat i jednotlivé rody (Pelz et al., 2001; Piotrowska-Seget & Mrozik, 2003). Na druhou stranu
nékteré PLFA jsou identické pro vicero skupin organismu, a to mlze byt zavadéjici (Zelles, 1999).
Napriklad mastné kyseliny se znacenim 15:0, 16:0 a 18:1w7 se nachdazeji v membranach jak
bakterii, tak i hub (Tornberg et al., 2003). S ohledem na tuto skute¢nost by méla byt interpretace
dat provadéna s opatrnosti, jelikoz vyskyt mastnych kyselin nemusi byt pfimocary a mlze byt
zaménitelny v rdmci ekologickych skupin (Frostegard et al., 2011). PLFA analyza zjistuje obsah
Zivouci biomasy v matrici, jelikoz PLFA rychle degraduji po bunécné smrti (Findlay, 1996;
Piotrowska-Seget & Mrozik, 2003). Nicméné i zde by se méla uplatriovat zvysena pozornost pfi
interpretaci dat, jelikoz v testované matrici mohou byt toxikanty, které zabranuji nebo zpomaluji
degradaci PLFA. Analyza PLFA je rychl3, levna, jednoducha a citliva k zaznamendani zmén diverzity
mikrobialnich spolecenstev v plidé (Frostegard et al., 2011). V modifikaci dle Buyer a Sasser (2012)
mUlzZe byt metoda vyuZita i pfi analyzovani velkého mnozstvi vzork(. PLFA analyzu lze vyuzit
k charakterizaci kontaminovaného prostredi, pfipadné ke sledovani pribéhu bioremediaci. Podle
schématu a poméru urcitych PLFA se da odvodit i fyziologicky stav Ci stres pldni bioty (Piotrowska-
Seget & Mrozik, 2003; Kaur et al., 2005). Dalsi velkou vyhodou oproti jinym metodam je zejména
to, Ze odpada nutnost kultivace a PLFA se ziskavaji primo z testované matrice (Zelles, 1999; Kaur
et al., 2005). Tim se odstrani problém s kultivovatelnosti mikroorganismu v laboratofi, ktera se

pohybuje kolem 1 % (Basu et al., 2015; Watzinger, 2015).

Prabéh analyzy je slozen z nékolika krokd. Prvnim krokem je extrakce PLFA z matrice pomoci
organickych rozpoustédel. Casto je vyuzivdna metoda podle Bligh a Dyer (1959), kterd byla

postupem Casu modifikovana rlznymi autory (Zelles et al., 1992; Zelles, 1999; Frostegard et al.,
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2011). Nasleduje separace lipid( za vyuZziti extrakce na pevnou fazi (SPE). PouZiti rliznych kolonek
v ramci SPE se lisi podle uZité metody separace (Kaur et al., 2005). Tretim krokem je methylace
fosfolipidll (navazani methylové skupiny). Poslednim analytickym krokem je analyza (separace a
kvantifikace) methylesterovych mastnych kyselin (FAME) pomoci plynové chromatografie (Zelles,
1999; Francisco et al., 2022), naptiklad se zapojenim hmotnostniho spektrometru (Snajdr et al.,
2011; Watzinger, 2015). MnoZstvi analyzovanych PLFA se rlizni v zavislosti na robustnosti zvolené

metodiky zejména pro extrakci a separaci (Kaur et al., 2005).

Jednim z dalSich pfistupl pro hodnoceni zmény biodiverzity mikrobidlnich spolecenstev je metoda
zaloZena na analyze nukleovych kyselin — ribozomalni RNA ¢&i sekvence DNA (Piotrowska-Seget &
Mrozik, 2003). Postupem casu je touto metodou PLFA analyza nahrazovana. Nicméné analyza
mastnych kyselin ma stale své vyhody, a proto se obé metody v praxi spiSe doplnuji (Frostegard et

al., 2011).
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3 Cile prace a hypotézy

Cilem prace je provést test biologické rozlozZitelnosti nového typu lehéeného polyuretanu (PUR)
uréeného pro vyuziti vzemédélské krajiné. V ramci aplikovaného vyzkumu jsou na pracovisti
Zpracovani polymernich materiald UMCH AV CR pribézné vyvijeny biodegradabilni polymery pro
vyrobu ekologicky pfiznivych pachovych ohradnikd. V pripadé biodegradabilnich PUR je vyuZivan
organocinovy katalyzator, jehoZ pfipadné Gcinky na Zivotni prostfedi nejsou pfilis prozkoumany.
Z tohoto dlvodu bude standardni test biologické rozloZitelnosti doplnén testem ekotoxicity
s bioluminiscenéni bakterii Vibrio fischeri. Test biodegradability bude probihat dvojim zplsobem:
i) pfesné podle normy ASTM D5988-18 a ii) s ¢astecnou modifikaci postupu, kdy na rozdil od smési
polni, lesni a luéni pady (dle normy) bude pouZita standardizovana puda urend pro testy
ekotoxicity. Tato plida bude obohacena vyluhem z plidy pfirodni a dotovand zZivinami dle instrukci
normy. Pokud takto modifikovany test biodegradability spini kritéria validity, bude mozné provést
navazujici test ekotoxicity, ktery mize byt v pfipadé pouZiti ndhodné odebrané pfirodni pldy

zatizen chybou a metodu pak neni mozné standardizovat.
cile prace:

1) Provést experiment na stanoveni miry biodegradace polyuretanu dle ASTM normy D5988-18

v pfirodni a standardizované pldé;

2) provést test ekotoxicity s morskou bioluminiscencni bakterii Vibrio fischeri s vyluhy pGd po
skonceni stanoveni miry biodegradace; z divodu podezieni na mozZnou toxicitu vyvolanou

pouzivanym organocinovym katalyzatorem pfi vyrobé PUR;

3) provést analyzu obsahu fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) v padach po ukonceni testu
biologické rozloZitelnosti pro porovnani mikrobialniho osidleni pouzitych pld a zjisténi pfipadného

vlivu organocinového katalyzatoru na mikrobialni diverzitu v ptdé.
hypotézy:
1) PUR se bude v pfirodni pldé rozkladat efektivnéji diky vyssimu mikrobialnimu osidleni;

2) test se standardizovanou pGdou bude validni dle limitd normy ASTM D5988-18 pro stanoveni

miry biodegradace a bude tak ziskdna vhodna matrice pro navazujici test ekotoxicity;

3) v porovnani s kontrolnimi vzorky (plda bez prfidavku PUR — negativni kontrola a plda
s pridavkem celuldzy — pozitivni kontrola) bude pozorovana inhibice luminiscence bakterie Vibrio
fischeri u pldy zatiZzené rozkladajicim se polyuretanem.
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4 Metodika

4.1

4.1.1 Pouzité chemikalie

Dibutylcin dilaurat
Dihydrogenfosfore¢nan amonny ((NH4)H2POa4)
Ethanol

Fenolftalein

Hydroxid draselny

Chlorid barnaty dihydrat

Chlorid sodny

Kyselina chlorovodikova 35% p.a.
Methyloranz

Reaktivacni roztok pro bakterie LCK 487
Tetraboritan sodny dekahydrat

Vazelina

4.1.2 Poutité pristroje a ostatni vybaveni
Akvaristicky pisek

Alobal

Analytické vahy Entris

Automatickd pipeta 10ml

Pouzité chemikalie a pristrojové vybaveni

Sigma-Aldrich, USA

Lach-ner, CR

Acros organics, Belgie
Penta s.r.o., CR

Penta s.r.o., CR
Sigma-Aldrich, USA
Penta s.r.o., CR
Lach-ner, CR

Hach Lange, Némecko
Penta s.r.o., CR

Carl Roth, Némecko

Zbynék Lhota, CR

Sartorius, Némecko

Eppendorf, Némecko

Automatickd pipeta 200ul Transferpette, Némecko

Automatické pipety 1ml, 5 ml Biohit, Finsko

Biodegradovatelné polyuretanové pény, PUR-A Ustav makromolekularni chemie AV CR

Celuléza Technocel 2500 CFF, Némecko

Centrifugacni zkumavky, 15ml Guangzhou Jet Bio-Filtration, Cina
CHNS/O analyzator FlashSmart Thermo Fisher Scientific, USA
Digitalni byreta Hirschmann Laborgerate, Némecko

Elektricky vaFi¢ Rukov, CSR
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Exsikator SIMAX, CR

Filtraéni papir VWR International, USA
Indikatorové pH papirky Lach-ner, CR

Kovova sita s oky 2 mm

Kultiva¢ni desticky, 96 jamek SPL Life Sciences, Korea

Laboratorni nadobi

Luminiscenc¢ni bakterie LCK 487 Hach Lange, Némecko
Luminometr Glomax explorer Promega, USA
Muflova pec typ LM 112.10 VEB Elektro, Némecko
OrbitdlIni tfepacka MS2 Minishaker IKA, Némecko
Oscilacni mlyn MM400 Retsch, Némecko
Pasteurovy pipety Eppendorf, Némecko
pH metr LAB 850 Schott Instruments, Némecko
Pipetové desticky Diamond D200 200ul Gilson, USA

Pfesné vdahy EWB 620-2M Kern, Némecko
Safe-Lock Tubes, 2 ml Eppendorf, Némecko
Susarna Binder, Némecko
Spicky na pipety Eppendorf, Némecko
Termobox LBT 168 Zanussi, ltdlie
Ttepacka laboratorni LT 3 Kavalier, CR
Uhelonové sito 130T SILK & PROGRESS, CR
Uzaviratelné tésnici sklenice 2| FIDO Bormoli Rocco, Itélie

4.2 Biodegradace polyuretanu

4.2.1 Charakteristika pudnich vlastnosti

Pred zapocetim pokusu bylo nutné stanovit vlastnosti pidy dle pozadavkd normy ASTM D5988-18.
Podle zminéné normy byla namichana prirodni ptda ze 3 rlznych lokaci (lesni, polni a lu¢ni ptda)
z oblasti Sedl¢ansko, zacatkem kvétna roku 2020. Vsechny pady byly bez predchozi aplikace
pesticidl, lokality mezi sebou nebyly vzdaleny vice nez 3 km a plda byla vidy odebirdna z vrchni

vrstvy. Po odebrani byly plidy suseny na vzduchu cca 14 dni v laboratornich podminkach. Dale byly
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presety pres kovové sito s velikosti ok pod 2 mm a vsechny tfi pldy byly smichany dohromady ve
stejném poméru a nasledné homogenizovény. Céast pldy se uchovala do lednice pro potfebu
dalsich analyz. Druhy typ pGdy, ktery byl v pokusu pouzit, ndm poskytl Ustav makromolekuldrni
chemie v Praze. Jednalo se o standardizovanou, hlinitopiscitou padu, kterd je bézné pouZzivana pfi

terestrickych testech ekotoxicity.

Veskera méreni zamérena na charakteristiku obou ptd vidy probihala ve tfech opakovani. Analyzy
byly provadény v padni laboratofi Ustavu pro Zivotni prostfedi Univerzity Karlovy.

Hodnota pH byla méfena nasledovné — do sklenic bylo navdZzeno 10 g pudy a pfidano 50 mL
deionizované vody. Sklenice byla umisténa po dobu 1 hodiny na tfepacku, poté se nechala
suspenze 24 hodin odstat. Suspenze byla filtrovana pomoci filtraéniho papiru a dale byl roztok
méfen pH metrem. Celkové mnozstvi organického uhliku a dusiku bylo zméfeno pomoci CHNS/O
analyzatoru po predchozim drceni pldy v oscilacnim mlyné. Z vysledkl se odecetl i celkovy obsah
dusiku. Susina se stanovila z pfiblizné 10 g pady umisténé po dobu 24 hodin v susarné ptri teploté
105 °C. ZvysuSené pldy se zaroven stanovila ztrata Zihanim. Vysusena plida se umistila do
muflové pece na 5 hodin pfi teploté 550 °C. Maximalni vodni kapacita (WHC) byla zmérena podle
metodiky Harding & Ross (1964). Do nalevek umisténych ve stojanu byla umisténa tkanina a Usti
nalevky bylo utésnéno. Do kazdé nalevky bylo umisténo 25 gram( pudy a dolito 50 mL vody. Po
24 hodindch bylo usti ndlevky uvolnéno a prebytec¢na voda se nechala vykapat po dobu 3 hodin.
Poté byla v pidé z ndlevek stanovena susina. Vyslednd WHC byla vypoctena jako primeérna

hodnota ze 3 paralelnich méreni.

4.2.2 Charakteristika testovaného materialu

PIné alifaticky polyuretan ve formé mékké pény s vysoce pordzni strukturou (oteviené buriky
tvorily 94 % z celku) a svelkymi rozméry pérd (700 um) byl vyroben za ucelem aplikace
v zemédélstvi (napf. jako pachové ohradniky). Material obsahoval 56 % mékkych segmenti
(tvorené polyoly) a 44 % tvrdych segment( (tvorené isokyanaty). Pro vyrobu byly pouZity
chemikalie trimer hexamethylendiisokyanatu a poly(diethylenglykoladipat)diol, voda poslouzila
jako nadouvadlo. Jako katalyzator byl pouzivan dibutylcin dilaurat. Vysledné se podafilo ziskat
polymer s pracovnim nazvem PUR-A se zesitovanou strukturou, kde je hlavni ,pater” tvofena
esterovou a uretanovou vazbou a disubstituovanou mocovinou. Molekula je tvofena prevainé

vodikem (52 %), uhlikem (33 %), kyslikem (12 %) a dusikem (3 %). Struktura je zobrazena na Obr. 3.

Pro potieby pokusu byl PUR namlet na frakci 0,5-0,8 mm (nahled v Pfiloze 1).
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Jako pozitivni kontrola byla vyuzita celuléza s délkou vlaken 2500 pm.

Tvrdy
segment ~

DM - disubstiuovana mocovina
ES - esterova vazba
UR - uretanova vazba

Obr. 3. Struktura pouzitého PUR (prevzato a upraveno dle Trhlikovd et al., 2021).

4.2.3 Stanoveni stupné biodegradace PUR

Biologicky rozklad testovaného PUR byl stanoven jako stupen mineralizace podle ASTM normy
D5988-18. Tato norma popisuje metodu pro stanoveni aerobni biodegradace plastového
materidlu v pidé. Metoda je zaloZzena na principu zachytavani oxidu uhli¢itého produkovaného
mikroorganismy do kadinky sroztokem KOH. Z mnoiZstvi uvolnéného CO, je odvozena mira

degradace testovaného materialu.

Do sklenénych, uzaviratelnych lahvi s gumovym tésnénim o objemu 2 litry bylo vidy navaieno
300 g pripravené plady. Do nadob pozitivni kontroly bylo navic pfidano 300 mg celulézy a do nadob
s testovanym vzorkem bylo pfidano 300 mg PUR pény. Negativni kontrola obsahovala pouze pldu.
Cely pokus probihal ve dvou variantach — se standardizovanou a pfirodni pldou (smés 3 rGznych
pad dle podminek pouzité normy). Porovnani prabéhu testu s pldou dle normy a se
standardizovanou pldou mélo vyznam pro navazujici testy ekotoxicity. Pro kazdy typ pldy byla
pfipravena negativni i pozitivni kontrola a varianta s testovanym PUR. Pracovalo se ve tfech

opakovanich. Obé pldy byly oZiveny vyluhem, ktery byl pfipraven ze 150g cerstvé pldy
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s pridavkem kompostu a 1 L destilované vody. Suspenze byla hodinu promichavana a po ustaleni
bylo z vrchu pipetou odebirano stejné mnozstvi vyluhu do kazdé sklenice. Potfebna vlihkost byla
zajisténa pridavkem destilované vody podle poZadavkd normy, stejné tak mnozstvi dusiku pomoci
roztoku dihydrogenfosforecnanu amonného (0,25g do kazdé nadoby). Do vSech lahvi byla
umisténa titracni barika s 50 mL vody pro zachovani vihkosti a kadinka s 20 mL roztoku 0,5M KOH.
Hrdla lahvi byla namazdana vazelinou pro zajisténi plynotésnosti. Sklenice byly hermeticky uzavieny
a uloZeny v termoboxu pfi teploté 21 °C (+ 2 °C) bez pfistupu svétla. Pokus probihal pfiblizné sest
mésicU od 25. kvétna 2020 do 3. prosince 2020. Vzhled pokusu je k nahlédnuti v pfilohach (Pfiloha
2a3).

V prabéhu tohoto obdobi byly kadinky sroztokem KOH pravidelné vyjimany a mnoistvi
zachyceného CO; stanovovano titraci HCI (0,25M) do barevného prechodu fenolftaleinu (rovnice
1). Faktor HCl byl pribézné stanovovdn pomoci titrace roztoku tetraboritanu sodného na indikator
methyloranz (rovnice 2). Nad rdmec metodiky normy byl pfed kaZzdou titraci roztoku KOH do
kadinky pfidano 10 mL roztoku chloridu barnatého (125 g/L), aby se zamezilo tUniku CO, béhem
titrovani (rovnice 3). Vychazelo se z poznatk( bakalarské prace Kateriny ToSovské (2016). Sklenice
po dobu titrace zGstavaly vzdy oteviené, aby doslo k dikladnému prokysli¢eni prostiedi. Kadinky

byly po titraci vidy peclivé vymyty a znovunaplnény roztokem KOH. Poté byly vraceny zpét do

sklenic.

KOH + HCI -> KCl + H,0 (1)
Na;B407:10H,0 + 2HCl = 2NaCl + 4H3BOs (2)
CO, + BaCl; + 2KOH -> BaCOs + 2KCl + H,0 (3)

V prvnich tfech tydnech pokusu dochazelo k titraci v rozmezi dvou az péti dn(, po mésici ptiblizné
kazdych 7 az 10 dni a v zavérecné fazi pokusu kazdych 14 dni. PGdy ve sklenicich byly podle potieby
zvlhéovany a promichavany. Dne 30. zafi 2020 (128. den pokusu) doslo k doplnéni Zivin, dusiku a
fosforu, pomoci roztoku (NH4)H2PO4 dle doporuceni normy (opét v mnozstvi 0,25 g do kazdé

nadoby).
Vypocet faktoru kyseliny HCI (dle rovnice 2):
f: Creal/cteor = (k*m) / (M*V*Cteor)

Cteor ..... kOncentrace HCl = 0,25 mol/L

k .... stechiometricky koeficient, k =2
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m .... navazka Na;B,07-10H,0, m=0,2 g
M .... molarni hmotnost Na;B;07:10H,0, M = 381,38 g/mol

V .... objem spotifebované HCI [L]

Vypocet vyprodukovaného CO; (dle rovnice 3):

mcoz [mg] = k*V*c*f*M

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

V .... spotfeba HCI [mL], V = Vnegativni kontrola - Vpida se vzorkem
c .... koncentrace HCI, ¢ = 0,25 mol/L

f .... faktor kyseliny

M .... molarni hmotnost CO,, M = 44 g/mol
Vypocet ocekdvaného CO>:
Mcozexp = (Mco2*Y) / Mc

Mcoz .... moldrni hmotnost CO2, M = 44 g/mol
Mc .... molarni hmotnost C, M = 12 g/mol

Y .... pfepocet uhliku, Y = w/100* myorek
w .... podil uhliku v molekule, w = % C, wpur = 33, Weeluiéza = 44,47

Muyzorek -... hmotnost navazky vzorku v pudé [mg]

Vypocet biodegradace vzorku [%]:

X [%] = mcoz2 / Mcozexp 100

4.3 Stanoveni ekotoxicity v plidach po biodegradaci PUR

PFivyrobé biodegradovatelnych PUR je vyuZivan organocinovy katalyzator dibutylcin dilaurat. Jeho
pfipadny negativni vliv na Zivotni prostfedi po biodegradaci polyuretanového materidlu v
prirodnim prostredi byl posuzovan na zakladé testl ekotoxicity. Jako vychozi byl zvolen test s
citlivou morskou bakterii Vibrio Fischeri (ISO 11348-2). Pokud by byla zjisténa inhibice tohoto

organismu, pokracovalo by testovani ekotoxicity na vysSich trofickych drovnich. V opacném
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pripadé bylo planovano stanoveni obsahu fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA) jako ukazatele

zmény mikrobialni diverzity.

Zakladni testovani probéhlo svodnymi vyluhy vsech variant pad zdlouhodobého testu
biodegradace — tedy 18 vzorkl. Koncentrace testovaného materiadlu v zeminé je dana normou
ASTM D5988-18, tedy 300 mg PUR v 300 g pldy. Smés polni, lesni a luéni plady, kterd je touto
normou vyzadovana, mulzZe zkreslovat vysledky stanoveni ekotoxicity, protoZe neni nijak
standardizovana. Z tohoto dlivodu probihal paralelni test biodegradace i v plidé standardizované,
uréené pro testy ekotoxicity. S ohledem na pribéiné vysledky pokusu byl jesté nad ramec
naplanovanych cilG prace uskutecnén zkraceny test biodegradace ve standardizované pltdé. Do
pady bylo v tomto pfipadé nadavkovano pétindsobné mnozstvi PUR pény (oproti dlouhodobému
testu) ve frakci 0,5-0,8 mm nebo Cistého organocinového katalyzatoru v mnoZstvi odpovidajici

pouzitého PUR.

4.3.1 Stanoveni ekotoxicity pomoci testu s Vibrio fischeri

Ziskani vodnych wvyluhi se provadélo vsouladu s Metodickym pokynem k hodnoceni
vyluhovatelnosti odpadd (MZP, 2002). Vyluhy byly ziskany z p(id po ukonéeni dlouhodobého, resp.
zkraceného testu biodegradace. Nejdfive byla stanovena susina pldy, aby mohl byt priblizné
presné nadavkovan pomér 1:10 (susina : voda). Ziskana suspenze byla umisténa na tfepacku po
dobu 24 hodin a poté se nechala hodinu sedimentovat. Nadsledné byla suspenze filtrovdna pres

filtracni papir s velikosti ok 5-10 um. Vzorky byly uchovany v lednici pfes noc pfi teploté 5 °C.

Dne 18. prosince 2020 byly vzorky analyzovany v laboratofi environmentalni biotechnologie
Mikrobiologického Ustavu AV CR. Ekotoxicita se zjistovala pomoci moiské bakterie Vibrio fischeri
dle pfislusné normy ISO 11348-2. Nejprve se orientacné zjistila hodnota pH pomoci lakmusovych
papirkl, aby se hodnota pH pohybovala v rozmezi vyhovujicim pro pouZité bakterie. Vzorky byly
pripraveny na orientacni méreni, kdy jednotlivé vzorky nemély opakovani, ale byly pfipraveny ve
tfech fedé&nich (2x, 5x a 10x Fedéné vzorky) a vzorky nefedé&né. Redéné vzorky byly zfedény 2%
roztokem NaCl, nefedény vzorek obsahoval ¢istou stl v poZzadované koncentraci. Pfed mérenim
byly vzorky odstfedény v centrifuze (pti otackach 10 000 RPM/10 min), aby doslo k oddéleni
usazenin, které by mohly rusit odecitani luminiscence. Nasledné bylo do 96-jamkové desticky
napipetovano 100 uL pfipravenych roztok( vzorkd, kontroly obsahovaly pouze Cisty 2% roztok
NaCl. Byla provedena aktivace mrazenych bakterii LCK 487 podle pfislusného protokolu ptridanim

solného roztoku a pripraveny zasobni bakteridlni roztok byl pfipojen k luminometru. S pomoci

31



luminometru Glomax byla mérena inhibice luminiscence v ¢ase nula (¢as davkovani roztoku

s bakteriemi pristrojem), dale pak v intervalu 15 a 30 minut.

Po zhodnoceni vysledk( orientacniho méreni bylo provedeno druhé presné méreni s neredénymi

vyluhy vzorkd. V tomto pfipadé méfeni probihalo ve tfech opakovanich na vzorek.

4.3.2 Zkraceny test biodegradace ve standardizované pudé svyssim obsahem PUR a

organocinovym katalyzatorem

Pro druhé kolo testovani ekotoxicity ve vyssich ddvkdch PUR a s pouzitim Cistého katalyzatoru byla
navrzena zkrdcend verze biodegradaéniho pokusu bez pribéiného méreni respirace. Pro tyto
Gcely byla pouZita jiz jen standardizovand plda. Pfedchozi experiment potvrdil, Ze i ve
standardizované padé dochazi k uréitému stupni biodegradace, ktery by mél byt dostatecny pro
nasledné posouzeni ekotoxicity produktd. Pracovalo se zdmérné s vyssimi ddvkami PUR pény a
tomu odpovidajici mnoZstvi katalyzatoru, aby nasledné mohla byt vyloucena ekotoxicita pfi vyssSim

obsahu degradované PUR pény v pudé.

Do kadinek se navazilo 300 g standardizované pldy. Vzorky byly inokulovany vyluhem z Cerstvé
pady (150 g pldy na 1 litr vody, 1 hodina michani a po ustéaleni se odebiral vyluh z vrchu) do
pozadované vlhkosti dle ASTM normy D5988-18, aby byly nastoleny podminky srovnatelné se
vzorky pochazejici z predchoziho stanoveni stupné biodegradace. Stejné tak byly doplnény Ziviny
roztokem dihydrogenfosforecnanu amonného (0,25 g soli na kadinku). Obsah cinu v testovaném
PUR byl stanoven komer¢ni laboratofi firmy Dekonta, a.s. Navazka Cistého katalyzatoru do vzorkd
zemin byla spocitana tak, aby obsah cinu odpovidal vyse zminénému davkovani PUR pény. Jako
kontrola slouzily vzorky standardizované zeminy bez pfidavku PUR ¢i katalyzatoru. Pracovalo se
vidy ve tfech opakovanich. Do varianty s PUR pénou bylo navdzeno 1,5 g PUR materialu ve frakci
0,5-0,8 mm, coZz odpovidalo pétindsobku plvodni navazky pfi predchozim testu
biodegradovatelnosti. Do varianty s katalyzatorem bylo napipetovano 9,13 uL dibutylcin dilauratu.
Vse bylo peclivé promichano a kadinky byly ponechany pfikryté alobalem pfi laboratorni teploté
(viz Priloha 4). Biodegradace PUR a expozice vzorkl pldy Cistému katalyzatoru probihala po dobu
37 dni. V prlibéhu pokusu byly kadinky promichavany pfiblizné 2x az 3x do tydne a vZdy se doplnila
vlhkost rozprasovacem. Velké agregaty hliny byly drceny mezi prsty v rukavicich, aby se zmirnila
moznost vzniku anaerobnich podminek. Pro stanoveni ekotoxicity byl dale aplikovan test s Vibrio

fischeri.
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4.3.3 Stanoveni ekotoxicity vzorkli po zkraceném testu biodegradace pomoci bakterie Vibrio

fischeri

Pro druhé kolo testovani ekotoxicity byly pouZity vyluhy ze standardizované pudy zkraceného

pokusu biodegradace s vy$sim obsahem PUR a organocinového katalyzatoru (viz kapitola 4.3.2).

Dne 7. prosince 2021 byla stanovena susina pld ve vsech kadinkach, aby mohl byt ziskan vodny
vyluh pro potfeby biotestu s moiskou bakterii Vibrio fischeri. Test ekotoxicity probéhl na MBU
v Praze dne 9. prosince 2021. Byl dodrZen stejny postup i podminky testovani, které jsou popsany

v kapitole 4.3.1.

4.4 Analyza PLFA

Fosfolipidové mastné kyseliny byly stanoveny ze vSech vzork( pid pochazejici z dlouhodobého
testu biodegradace — tedy 18 vzorkd. Vzorky pid byly odebrany po skonéeni stanoveni
biodegradovatelnosti (prosinec 2020) a uloZzeny v mrazaku (pti teploté -18 °C) do doby analyzy.

Analyza PLFA byla provedena zaméstnanci MBU v Praze v dubnu 2021.

Analyzované mastné kyseliny odpovidaly nasledujicim skupindm mikroorganism@ (Snajdr et al.,

2008; Némecek et al., 2014; Stranska, 2019).

Houby: 18:2w6,9

Aktinobakterie: 10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0
Gramnegativni bakterie: 16:1w7, 18:1w7, 16:1w5, cy17:0, cy19:0
Grampozitivni bakterie: i14:0, i15:0, a15:0, i16:0, i17:0, a17:0

Bakterie celkem:i14:0, i15:0, al5:0, 15:0, i16:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5, 10Me-16:0, i17:0, al17:0,
cyl7:0,17:0, 10Me-17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, cy19:0

Celkova mikrobialni biomasa: i14:0, i15:0, al5:0, 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
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4.5 Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl vyuzit program Microsoft Excel 365 a statisticky nastroj ANOVA

(analyza rozptylu) a post-hoc Tukeyho test.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Biodegradace polyuretanu

Namérené hodnoty parametr( pldy, které jsou vyZzadovany pouZitou normou, jsou zobrazeny
v Tab. 2. Hodnoty jsou uvedeny véetné smérodatnych odchylek (SD). Na Obr. 4 je zndzornén
pribéh biodegradace v ¢ase pro jednotlivé typy pouZzitych ptd ve dvou grafech. Obr. 5 znazornuje
prabéh mineralizace v obou typech pld soucasné pro jejich lepsi vzajemné porovnani. Validita

testu byla dle pouZité normy ASTM D5988-18 splnéna v pfipadé obou typl pld.

Tab. 2. Charakteristika pudnich vlastnosti pfed zahdjenim pokusu biodegradace.

namérend hodnota + SD
méreny parametr pfirodni ptda standardizovana ptida
pH 6,410,1 6,3+0,1
obsah susiny 85,7+£0,4% 99,0£0,2%
WHC 37,1£23% 26,9+0,5%

C:N 13,0+ 0,7 14,7+0,2
obsah celkového uhliku 2,58+£0,2% 0,63£0,1%
obsah celkového dusiku 0,20£0,1% 0,04+£0,0%

ztrata Zihdnim 6,7+0,1% 2,0+£0,1%

Z tabulky (Tab. 2) Ize usoudit, Ze standardizovana puda je chudsi na Ziviny, obsahuje méné uhliku
i dusiku. Obsahuje zadroven i méné organické hmoty, ktera se stanovuje ztratou zihanim (Nowak

et al., 2011). Co? souvisi s niz&i retenéni vodni kapacitou pidy (WHC) (Santrdi¢kova et al., 2015).
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a Biodegradace v pfirodni padé
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Obr. 4. Priibéh biodegradace v prirodni (graf a) a standardizované pldé (graf b). Pribéh
mineralizace je funkci ¢asu. Mineralizace polyuretanu v pfirodni pudé dosdhla 43 + 15,0 % a
celuléza (pozitivni kontrola) byla mineralizovand ze 72 + 17,7 %. Mineralizace polyuretanu ve
standardizované pldé dosdhla 28 + 9,9 % a celuldza (pozitivni kontrola) byla zmineralizovdna ze
71 + 10,8 %. Chybové usecky zndzorfiuji smérodatné odchylky ze 3 paralel jednotlivych mérent.
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Biodegradace v obou typech pldy
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Obr. 5. Prubéh biodegradace v obou typech pud v case. Rozdil degradace PUR v pfirodni a
standardizované pldé neni statisticky vyznamny (ANOVA, p> 0,05).
CEL = celuldza, standard = standardizovand ptda.

Podle Obr. 5 rozklad celuldzy jak v pfirodni, tak i ve standardizované plidé vykazuje podobny
prabéh, ale pribéh degradace PUR se rlzni v jednotlivych typech pldy. Rech a kol. (2020) spojuje
vySSi biodegradabilitu s vyssim obsahem mikrobialni biomasy. Tato skute¢nost by se mohla
aplikovat i na nas pripad a potvrzuje ji analyza PLFA (Obr. 6). V ptirodni pidé bylo zjisténo radové
vétsi mnozstvi PLFA neZ v pGdé standardizované. Obsah mikrobioty obecné souvisi s obsahem a
dostupnosti organické hmoty v pidé (Santrickova et al., 2015). PfestoZe mineralizace polyuretanu
vykazuje rozdil s ohledem na typ pouzité pudy, celuldza nikoli. Briassoulis & Mistriotis (2018) ve
své studii s péti rGznymi typy pUd zminuji, Ze typ pldy ma z hlediska miry rozkladu vliv spiSe na
materialy, které jsou hiife rozkladné nez na materidly, které se rozkladaji lehce a ¢asto se pouZivaji

jako pozitivni kontroly. CozZ by odpovidalo i naSemu méreni.

Prabéh degradace PUR v pfirodni padé vykazuje dva vykyvy (po 40. a 128. dnu), kdeZto degradace
PUR ve standardizované pudé probihala kontinualné stejnou rychlosti po 10. dnu degradace.
Vykyv v pfipadé PUR v prirodni padé po 128. dnu biodegradace je mozné vysvétlit tim, Ze ten den
byl do nadob pridan roztok (NH4)H2PO4jako hnojivo. Pribéh degradace PUR ve standardizované
padé pridani hnojiva nijak neovlivnilo. MzZeme tedy vyloucit limitaci Zivinami. Stejné tak v pfipadé
celulézy v obou typech pldy. Rychly pribéh degradace v prvnich 10 dnech muze byt zplsoben

tim, Ze mikroorganismy nejdfive napadaji lehce rozloZitelné, jednoduché vazby (Nowak et al.,

vrve
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téhoz dne, které ovliviiuje aktivitu pldni mikrobioty (Accinelli et al., 2010). Narlst mineralizace
PUR v pfirodni padé po 40. dnu pokusu vychazi pouze z jedné paralely, kde byla kadinka s KOH
vice nasycena neZ ostatni dvé paralely. Tai a kol. (2019) vysvétluje, Ze v jejich studii nebylo
dosazeno 100% biodegradace v ptipadé pozitivni kontroly (Skrob), protoZze néktera frakce Skrobu
se pfeménila pouze na di- a monosacharidy ¢i jiné nizkomolekuldrni [atky misto CO,. Podle de

Wilde (2013) mUZe cast materidlu, nepreménéného na CO,, zlstat ve formé metabolitd.

Gdomez a kol. (2014) poufil pro stanoveni biodegradability stejnou normu (ASTM D5988), ovsem
pti vyssi teploté (27 £ 1 °C). V jejich pFipadé testovali biodegradabilni PUR na ropné a na biologické
bazi. PUR na biologické bazi (surovy glycerol) dosadhl 11,2 + 4,3 % rozkladu, PUR na ropné bazi
1,7 £ 1,4 % a pozitivni kontrola (celuléza) 65,4 + 6,0 % mineralizace po 320 dnech biodegradace,
coz nespliuje podminky validity pro danou normu (rozklad celulézy >70 % béhem 6 mésicu).
V pozdéjsi studii (Gémez & Michel, 2013) bylo v pfipadé pozitivni kontroly (celulézy) dosazeno
74,2 £ 4,5 % mineralizace béhem 660 dnu. Tai a kol. (2019) testovala dva druhy PUR s rlznym
pridavkem Skrobu dle totoZzné normy. PUR s obsahem 48 % Skrobu dosahl mineralizace 72,5 %
béhem 180 dni. PUR s nizsim obsahem skrobu (16 %) dosahl 26,7 % degradace. Pozitivni kontrola

(Skrob s vysokym obsahem amyldzy) dosdhla 86% degradace za stejnou dobu.

| presto, ze vybrana metoda na posouzeni biodegradace byla blizka polnim podminkdm (Tai et al.,
2019), Ize predpokladat, ze v redlném prostiedi se rozklad bude lisit diky rozdilnym vlivim mnoha
¢initel( (Fernandes et al., 2020; Kjeldsen et al., n/a). Rozdil mdze vytvofit napt. odlisny typ pldy,
pristup svétla, vihkost a dalsi abiotické i biotické faktory (Briassoulis & Degli-Innocenti, 2017). Rech
a kol. (2020) uvadi, Zze ¢im vétsi urodnost pldy, tim vétsi mnozstvi pldni mikrofléry, kterd se mize
podilet na biodegradaci. Napriklad pise¢nd plda neposkytovala vhodné prostiedi pro biodegradaci
ve studii Rech a kol. (2020) — biodegradace polyhydroxybutyratu (PHB) ve tfech rozdilnych typech
obdobi a které pouzitd norma nepokryva, by mohly ovlivnit biodegradaci. Vliv UV zareni, které
také neni zahrnuto v normé ASTM D5988, by biodegradaci nejspis podpotilo (Sklenickova et al.,
2020). Potencidl biodegradace v redlnych ekosystémech se tedy bude zifejmé lisit dle geografické
polohy a ro¢niho obdobi (Fernandes et al., 2020). Podle vysledk( studie Nowak a kol. (2011) mira
biodegradace zalezi i na obsahu organické hmoty. Pldy, které disponovaly vyssim obsahem
organické hmoty, poskytovaly vhodnéjsi prostfedi pro rychlejsi degradaci. Tento fakt se shoduje
s vysledky stanoveni biodegradability (Obr.5), kdy ptirodni pida obsahovala vyssi mnoZstvi

organické hmoty (Tab. 2). Szpityk a kol. (2021) vystavil biodegradabilni PUR pldni biodegradaci ve

38



dvou formach (drceny a ve tvaru krychle). Drceny PUR dosahl nizsi miry biodegradace, ¢ehoz by se

dalo zurocit v pfistich vyzkumech biodegradability.

5.2 Test ekotoxicity

5.2.1 Ekotoxicita vyluhl vzorkl dlouhodobé biodegradace

Vyluhy obou typl plGd a vsSech variant z dlouhodobého testu biodegradace se ukazaly jako
netoxické. Béhem orientacniho i béhem presného méreni nebyla zaznamenadna relativni inhibice
vUci kontrole (respektive inhibice luminiscence je v rdmci chyby méreni). Tabulka Cislo 3 shrnuje
vysledky méreni nefedénych vzork( béhem presného méreni. Kontroly (Cisty roztok NaCl) ve svych
paralelach vykazovaly nizkou vzajemnou odlisnost a luminiscenc¢ni faktor se blizil 1 (luminiscence

se v kontrolach nezvysuje ani nesnizuje ve sledovanych ¢asech).

Tab. 3. Inhibice luminiscence morské bakterie Vibrio fischeri pfi testovdni ekotoxicity nefedénych
vyluht zemin po biodegradacnim testu. Luminiscenéni faktor v ¢ase 15 minut se rovnal 0,93 + 0,04
a v ¢ase 30 minut byl roven 0,90 *+ 0,04. Chyba méreni v ¢ase 15 minut byla 4,63 % a v case 30
minut 4,45 %. Zdporné hodnoty znamenaji ndrist bioluminiscence. Testované vzorky byly ve 3
paraleldch.

PR = pfirodni ptida; STAND = standardizovand ptda; PUR = pida obsahujici PUR; celuléza = pida
obsahujici celuldzu; negativni kontrola = Cistd plda; SD = smérodatnd odchylka

inhibice luminiscence v ¢asovych intervalech [%] + SD
testovany vzorek 15 minut 30 minut
PR PUR -9,42 £3,7 -7,28 +3,7
PR celuléza -11,05+5,1 -7,63 16,4
PR negativni kontrola -12,82+3,5 -10,11+3,1
STAND PUR 3,00£0,8 1,30 2,3
STAND celuldza -6,29£6,0 -5,84 + 4,7
STAND negativni kontrola 6,76 £2,5 -6,94 +3,2

Ve vSech vzorcich azZ na jednu vyjimku (STAND PUR) Ize pozorovat stimulaci luminiscence. Inhibice
v pfipadé standardizované pldy s pfidavkem PUR se sice pohybuje v kladnych hodnotach, ale
v mezich chyby méfeni, tudiz nelze potvrdit zvySeni ekotoxicity. Nicméné kladné hodnoty mohou
souviset s nizSim obsahem organické hmoty ve standardizované pldé (Tab. 2), tedy s vyssi

biodostupnosti a vyssim potencidlem ekotoxicity (Riidel, 2003).
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5.2.2 Ekotoxicita vyluhl vzorkl zkraceného testu biodegradace

Vsechny vodné vyluhy ziskané ze zkraceného testu biodegradace ve standardizované pudé
s vy$sim obsahem PUR (resp. katalyzatoru) nevykazovaly inhibici luminiscence v ¢ase 15 minut ani

30 minut. Vysledky méfeni nefedénych vzorkl jsou shrnuty v Tab. 4.

Tab. 4. Inhibice luminiscence pfi testovdni ekotoxicity zrychlené biodegradace ve standardizované
pldé s morskou bakterii Vibrio fischeri. Luminiscencni faktor v ¢ase 15 minut byl roven 0,94 + 0,03
a v ¢ase 30 minut 0,98 + 0,04. Chyba méreni v ¢ase 15 minut odpovidala 3,67 % a v ¢ase 30 minut
byla 3,99 %. Zdaporné hodnoty znamenaji ndrtist bioluminiscence. KaZdy vzorek mél 4 paralely.
PUR = plada obsahujici PUR; katalyzdtor = pida obsahujici Cisty organocinovy katalyzdtor;
negativni kontrola = Cistd standardizovand puda; slepy vzorek = Cistd destilovand voda; SD =
smérodatnd odchylka

inhibice luminiscence v ¢asovych intervalech [%] £ SD
testovany vzorek 15 minut 30 minut
PUR -7,55+1,8 -5,85+1,0
katalyzator -16,83+1,2 -14,12 £+ 0,8
negativni kontrola -12,48+0,4 -10,98 £+ 0,2
slepy vzorek -2,45+1,2 -0,70+£1,7

Z vyse uvedenych vysledkd (Tab. 3) Ize tedy konstatovat, Ze biodegradace PUR nevyvolava
ekotoxické ucinky na vybranou bakterii Vibrio fischeri ani pfi vyssi koncentraci PUR v padeé (Tab. 4).
Pro Uplné vylouceni ekotoxikologického pulsobeni by vSak bylo zapotiebi provést dalsi biotesty
s organismy na rtznych trofickych urovnich a poskladat tak vhodnou baterii testli (Vojtova et al.,
2007; Kapanen, 2012). Napfriklad terestricky test s vy$simi rostlinami (OECD test ¢. 208), pldnimi
¢lenovci ¢i Zizaly a roupicemi (ASTM E1676) a akvaticky test se zelenou rasou. Kromé akutnich
biotestld by bylo vhodné zaradit i chronicky test (napt. OECD test ¢. 222 — reprodukéni test s
iizalami). Nebo néasledovat ¢Eeskou normu CSN ISO 15799 (Kvalita pédy — Navod pro
ekotoxikologickou charakterizaci pad a pldnich materidld), kterd uvadi priklady a doporuceni

ohledné biotestl a jejich provedeni.

Pro lepsi pochopeni potencialni ekotoxicity polyuretanu by bylo vhodnéjsi odebirat vzorky pad
priabéiné béhem degradace pro zjisténi pribéhu/vyvoje toxicity v éase. Bylo by tak moziné
analyzovat i samotné degradacni produkty (Kapanen, 2012) jako tomu bylo napf. ve studiich Degli-
Innocenti a kol. (2001) a Tuominen a kol. (2002). Tuominen a kol. (2002) popisuje toxicitu béhem

kompostovani rGznych druhl polyuretanl v rGznych ¢asovych intervalech. Uvadi, Ze nejvétsi
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toxicita byla v pribéhu kompostovani, ale v pribéhu ¢asu se snizila. Jako toxicky se ukazal jen
jeden PUR s pridavkem 1,6-hexamethylen diisokyanatu (HMDI). Nejvyssi inhibice luminiscence
Vibrio f. byla zaznamenana po 33 dnech kompostovani pfi pouziti Flash testu. Ddle byly vzorky
posuzovany pomoci testll s vy$Simi rostlinami (fedkev, jeCmen a feficha), kdy se k pldnimu
substratu pridal kompost s obsahem testovaného PUR. Nicméné Tuominen a kol. (2002)
vysvétluje, Ze toxicita HMDI neni evidentni a pUsobi nejspis nepfimo toxicky. V nasem pfipadé
ovsem prubézné odebirani vzorkll nebylo mozné z dlivodu naruseni méreni miry biodegradace,
respektive respirace. V pokracovacich vyzkumech by proto bylo vhodné mit paralelni pokus

k biodegradacnimu pokusu a z néj odebirat vzorky priibézné pro potreby testovani ekotoxicity.

V bezpecénostnich listech pro dibutylcin dilaurat byla stanovena hodnota EC50 po 30 minutach
méreni pomoci Microtox testu (Vibrio fischeri), EC50 = 0,576 mg/L (ThermoFisher Scientific, 2021).
V nasem pripadé jsme v prepoctu vramci zkrdceného pokusu biodegradace pracovali
s koncentraci 3,19 mg/L DBTDL ve vodném vyluhu. Avsak k takové koncentraci by doslo pouze
teoreticky v idedlnim pripadé, kdy by plda byla dokonale homogenizovana po pridavku DBTDL,
nasledné by odbér pldy byl proveden rovhomérné a testovana substance by presla 100% do
vodného vyluhu po skonceni pokusu biodegradace. Tyto podminky v nasem pfipadé nebyly nijak
zaruceny a tim padem spocitanad hodnota koncentrace je pouze maximalni teoretickd. Porovnanim
ziskanych vysledk( se stanovenou hodnotou EC50 Ize usoudit, Ze vyluhy zfejmé neobsahovaly tak
vysoké koncentrace DBTDL, nebot vzorky nevykazovaly inhibici luminiscence (Tab. 4). Zaroven je
nutno brat v dvahu, Ze zkraceny test biodegradace je podstatné kratsi (37 dni) nez pUlrocni
standardizovany test, tudiz vysledky nejsou Uplné porovnatelné. Dle vysledki je pravdépodobné,
Ze rozklad PUR nezpUsobuje ekotoxicky efekt, protoze se inhibice neprojevila ani v pfipadé vzork(
obsahujici Cisty katalyzator. Zaroven je ale moiné, Ze se pripadné toxické Ucinky projevi az po
delsim case. Proto by bylo v budoucim vyzkumu vhodné biodegradaci s vy$sim mnozstvi PUR (resp.

katalyzatoru) ve standardizované p(idé zopakovat se stejnou dobou trvani pokusu (pul roku).

Podle mého nejlepsiho svédomi a nastudované dostupné literatury existuje jen velmi malo studii
spojujici testy biodegradability a nasledné ekotoxikologické testy polyuretanu. Jednim z dlivod
muZe byt i skutecnost, Ze biodegradace PUR je zkoumdna vramci mnoha studii s rGznymi
mikroorganismy (bakterie, houby) (Howard, 2011; Ibrahim et al.,, 2011; Cregut et al.,, 2013;
Alvarez-Barragén et al., 2016; Benes et al., 2020; Liu et al., 2021; Skleni¢kova et al., 2021a). Pokud
se vtéchto pokusech biodegradability neobjevuje inhibice ¢&i uUbytek biomasy testovaciho

organismu, pak neni vazny dlivod obavat se, Ze je polymer toxicky. Ddle predpokladam, Ze vyrobci
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a védci vyviji materidly cilené netoxicky, maji-li se v kone¢ném dlsledku podrobit biologickému

rozkladu.

Ve studii da Silva a kol. (2010) testovaly PUR vyvinuty pro biomedicinské ucely na toxicitu pomoci
sitnicovych bunék. PUR byl vyroben taktéZ s pouZitim DBTDL jako katalyzatoru. Vysledky

dokazovaly, Ze materidl neni cytotoxicky.

Za zminku stoji, Ze organické materidly v pidé mohou byt i pfinosné. Mezi pozitivni efekt mizeme
zaradit zlepSovani struktury pady (s tim souvisi lepsi zadrZzovani vody) a tim nepfimo zlepsSovat i
jeji chemické vlastnosti (uvolfiovani a udrZeni Zivin) nebo pozitivné ovlivnit pfitomnost zadané
padni mikrobioty (Fritz, 2005; Sklenickova et al., 2021b). Proto by dalsi vyzkumy mohly cilit na
posuzovani pozitivnich prinost polyuretanu (zvlasté po predchozim vylouceni ekotoxicity a pro

materidly vyvinuté pro aplikaci v zemédélstvi, kdy se pocita s jejich naslednym zapojenim do pady).

5.3 Analyza PLFA

Vysledky PLFA analyzy jsou shrnuty v nasledujicich grafech na Obr. 6. Grafy zobrazuji hlavni
skupiny mikroorganism{ mérené v rdmci PLFA analyzy a pomér bakteridlni a celkové mikrobidlni

biomasy.
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Obr. 6. Grafy (a-e) zobrazuji koncentraci mérenych PLFA v pldé rozdélené podle hlavnich skupin
mikroorganismd. Posledni graf (f) zobrazuje pomér bakteridlni biomasy ku celkové biomase
mikroorganism dle specifickych PLFA. Pismena oznacuji statisticky signifikantni rozdily (ANOVA,
Tukey post-hoc test, p< 0,05). Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (3 paralely).

PR = pfirodni plda, ST = standardizovand pida, SL = slepy vzorek (negativni kontrola),
CEL = celuldza.

Obsah houbové biomasy (graf a) byl statisticky vyznamné vyssi v pozitivnich kontrolach (celuldza).
V nddobdch byla plisei spatfena okem jiz v prvnich tfech dnech degradace (viz Pfiloha 3). Zatimco
ve studii Briassoulis & Mistriotis (2018) nebyla plisert v ramci biodegradace celulézy vizudlné
spatfena ani v jedné z péti rdznych typd plid. Nutno zminit, Ze mastna kyselina 18:2w6,9 definujici
houbovou biomasu se nenachazi vyluéné jen v houbové biomase (Frostegard et al.,, 2011) a

zaroven neni jedind. Vedle PLFA 18:2w6,9 se v houbové biomase objevuje jesté mastna kyselina
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16:0 a 18:1w9 (Klamer & Baath, 2004). Pro detailnéjsi zkoumani se vradé studii uplatnuje
stanoveni houbové biomasy pomoci analyzy ergosterolu (Snajdr et al., 2008; Watzinger, 2015;
Nurika et al., 2018), ktery je az na drobné vyjimky obsazen vylu¢né jen v houbovych membranach
(Wallander et al., 2013). Nicméné Klamer & Baath (2004) uvadi, Ze PLFA 18:2w6,9 je stejné dobry
ukazatel houbové biomasy jako ergosterol. Zaroven stoji za povSimnuti, Ze i pfes fadu studii, které
uvadi, Ze polyuretan je Iépe degradovan houbami (Cregut et al., 2013; Benes et al., 2020; Liu et al.,
2021; Sklenickova et al., 2021a; Trhlikova et al., 2021), obsah houbové biomasy je Fadové nizsi nez
bakterialni. Gunawan a kol. (2020) uvadi, Ze houby jsou schopné prezit na povrchu PUR, ale nejsou

schopné Zit v konzorciu ostatnich mikroorganismU. Bakterie povazuje za mozné konkurenty hub.

Z grafQl (g-e) je ziejmé, Ze obsah mikrobidlni biomasy ve standardizované puUdé je statisticky
vyznamné nizsi nez v pldé prirodni. Tato skutecnost podporuje fakt, Ze koncentrace mikrobialni
biomasy Uzce souvisi s mirou biodegradace (Rech et al., 2020). Zaroven je patrné, ze nadoby
s obsahem PUR nevykazuji nizsi mnozstvi mikrofléry v pldé oproti slepym vzorkdim obsahujici
pouze pudu. CoZ v souladu s provedenym biotestem podporuje hypotézu, 7e biodegradace PUR

nevykazuje toxické ucinky na pldni mikrobiotu.

Z grafu f Ize vycist, Ze i presto, Ze poméry (bakterie : celkova mikrobialni biomasa) jsou v pfirodni
a ve standardizované p(idé statisticky rozdilné, nelisi se nijak extrémné. Z toho Ize vyvodit, Ze
rozklad PUR ziejmé probiha obdobné v obou pudach, ale ve standardizované plidé v mensi mire

pravé kvlli mensimu mnozstvi mikrobioty (grafy a-e).

Nemdme k dispozici vstupni data ze zacatku biodegradacniho pokusu, proto vysledky nelze
srovndvat v ¢ase. Nicméné to nebylo ani cilem prace. PLFA analyzu povazujeme za doplrikovy
prostredek, ktery ndm pomohl vysvétlit prabéh biodegradace a poskytuje urcité srovnani
negativni kontroly a pldy s testovanym vzorkem (celuléza/PUR) z pohledu potencialni toxicity

polyuretanu.
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6 Zaveér

Biodegradabilni plasty a proces biorecyklace, kdy se do odstranéni materidlu zapojuji vhodné
mikroorganismy nebo enzymy, jsou jednou z mozZnosti jak eliminovat narustajici plastovy odpad
véetné polyuretanového. Biodegradabilni plasty nachdzi uplatnéni v zemédélstvi, kdy se pocitd
s ponechanim materidlu v pldni matrici. Je proto dlleZité ovérfit nezdvadnost pro prirodni

ekosystém pred zavedenim materidalu do praxe. Stanoveni biodegradability a ekotoxicity nové

vyvinutych biodegradabilnich polymer( soucasné je vice nez vhodné.

Pro testovani biodegradability polyuretanu v pidé pri aerobnich podminkach byla pouZita norma
ASTM D5988-18. Byly vyuzity dva pldni substraty — pfirodni plida (smés lesni, lu¢ni a polni pldy;
ktera odpovidd pozadavkiim zminéné normy) a standardizovana p(da, kterou lze pouzit i pro testy
ekotoxicity. PUR v pfirodni pGdé dosahl vyssi miry mineralizace (43 £15,0%) nez v pudé
standardizované (28 +9,9 %). Niz$i mira biodegradace PUR ve standardizované pldé ziejmé
souvisi s nizSim obsahem organické hmoty a nizs$im obsahem puddni mikrobioty. Vysledky PLFA
analyzy prokazaly radové nizsi koncentraci ptidni mikrobioty ve standardizované plidé oproti plidé

pfirodni.

Vyluhy z obou typl pld po biodegradacnim pokusu nevykazovaly inhibici testovaciho organismu
vramci ekotoxikologického testu s morskou bakterii Vibrio fischeri (1SO 11348-2). Inhibice
bioluminiscence nebyla zaznamenana ani v pfipadé vyluhl vzorkl pochazejici ze zkraceného testu
biodegradace ve standardizované pldé svyssim obsahem PUR a odpovidajicimu mnoZstvi

organocinového katalyzatoru (dibutylcin dilaurat).

Testovani biodegradability a ekotoxicity soucasné se osvédcilo pfi pouZiti standardizované pUdy.
Pada splnila kritéria validity (rozklad pozitivni kontroly >70 %) dle pouZité normy (ASTM
D5988-18). Nebyly pozorovany tak velké odchylky naptic¢ paralelami a plida vykazovala stabilnéjsi

prabéh béhem celého méreni.
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8 Prilohy

Seznam pfiloh:

Pfiloha 1. Vzhled PUR pény namleté na frakci 0,5-0,8 mm.

Pfiloha 2. Vzhled pokusu dlouhodobé biodegradace v termoboxu.

Priloha 3. Vyskytnuvsi se plisen po prvnich dnech dlouhodobé biodegradace v nadobach s pozitivni

kontrolou (celuldza).

Pfiloha 4. Vzhled zkraceného testu biodegradace se standardizovanou pudou.

Priloha 1. Vzhled PUR pény namleté na frakci 0,5-0,8 mm.
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Priloha 3. Vyskytnuvsi se plisen po prvnich dnech dlouhodobé biodegradace v nadobéch s pozitivni

kontrolou (celuldza) v prirodni (fotografie A) a ve standardizované pldé (fotografie B).
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Priloha 4. Vzhled zkraceného testu biodegradace se standardizovanou pldou.
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