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Abstrakt

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

Testovany materidl 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 pudnich
prostfedich — lesnim a polnim, kterd byla vybrdna s ohledem na predpokladané
budouci vyuZiti materidlu jakoZto pachového ohradniku. Dle metodiky byla
biodegradovatelnost mérena jako mineralizace materidlu zachytem oxidu uhlic¢itého.
V ptipadé prvniho experimentu byla namérena mineralizace materidlu v lesni ptidé
10,65 + 2,54 % a 20,48 + 9,18 % v pldé polni; pfi opakovani byla namérena v lesni
pGdé mira rozlozeni materidlu 3,88 + 3,42 % a v pudeé polni 8,96 + 1,79 %. V tomto
opakovani je rozdil rozloZitelnosti mezi plidami statisticky signifikantni.

Po skonceni biodegradacniho testu byly z testovanych pld vyjmuty testované
materidly a podrobeny analyze fosfolipidovych mastnych kyselin (analyza PLFA).
Vystupem této analyzy je prehled skupin mikroorganismu, které se v dobé extrakce
nachazely na materialu a pravdépodobné se tak ucastnily jeho rozkladu. Béhem
prvniho experimentu byly materidly ponechany ptfimo v plidé 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. During the first trial 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 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 materiall (z angl. American Society for
Testing and Materials)

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

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

PLFA — Fosfolipidové mastné kyseliny (z angl. Phospholipid Fatty Acids)

SPE — Extrakce na pevné fazi (z angl. Solid phase extraction)



1. Uvod

O plastech se hovofi od pocatku 20. stol, kdy vroce 1907 Leo Baekeland vytvofil
bakelit a ten se stal prvnim masoveé vyrabénym plastem a odstartoval tak éru plast(, ve
které nyni zijeme (ACS.org, 1993). Plasty jsou v poslednich desetiletich materidlem,
ktery se stal diky svym vlastnostem a témér nekonecné modifikovatelnosti
nenahraditelnym pro kaZdodenni Zivot nds vSech a de facto pro kazdy pramysl.
Nicméné s timto obrovskym ndstupem jejich uZivani se plasty staly i nejpalCivéjsim
problémem odpadového hospodarstvi — diky jejich nerozloZitelnosti a obecné velké
odolnosti na vlivy okolniho prostiedi. Kazdoro¢né se produkce plastli zvySuje a v roce
2018 celosvétova produkce plastl dosahla 360 miliond tun. Evropska poptavka po
plastech se také meziro¢né zvySuje a vroce 2018 dosdhla 51 tun (PlasticsEurope,
2019). S plasty a plastovym odpadem je spojeno mnoho kontroverzi. Nejznaméjsi je
zcela jisté zneciSténi oceanu, ale plasty nekonéi pouze v ocednech a vnasich
podminkach jsou jejich nej¢astéjsim odbytistém skladky (CSU, 2019) a pddni prosttedi
obecné.

Polyuretany jsou relativné popularnim materidlem a v evropské poptavce jsou na 5.
misté s 7,9 % ze vSech poptdvanych plastl (PlasticsEurope, 2019). Jednou z moZnosti
jejich vyuZziti vyroba pénovych pachovych ohradnik(i pro pouZiti v zemédélské krajiné,
které pokud by se zajistila biodegradovatelnost materidlu, by se po skonceni jejich
zivotnosti mohly ponechat v plidnim prostredi prirozenému rozkladu. Jedna se o jedno
z vhodnych vyuziti biodegradovatelnych plasta, které diky svym vlastnostem nemohou
vstupovat do konvencéniho toku nakladani s odpady a recyklace a jsou vhodné pravé
pro specifické aplikace napf. v zemédélstvi (polyethylenové muléovaci félie) nebo
mediciné (kapsule na léky) (Brodhagen et al., 2014, Shen et al., 2020).

V padnim prostredi je sloZeni a stav mikrobidlni komunity klicovym ukazatelem a
introdukce plastl, potencionalnich mikroplastl nebo latek, které mohou vznikat pfi
rozkladu biodegradovatelnych plastli, by mohla toto sloZeni ovlivnit a mit tak negativni
dopad na pldni vlastnosti a funkce (Zhang, et al., 2020). Pro zjiSténi slozeni a
charakterizaci pudniho mikrobidlniho spolecenstva se mlze pouZit metoda PLFA,
kterou lze stanovit zastoupeni jednotlivych skupin mikroorganismu v padé bez nutnosti
jejich kultivace (Frostegard, et al., 2011). Byly pozorovany kmeny pldnich bakterii a
hub, které pouzivaly polyuretan jako svij jediny zdroj uhliku (Barratt et al., 2003, Shah
et al., 2008a) a existuje tedy predpoklad, Ze ptdni mikroorganismy se biodegradace
polyuretanového pachového ohradniku budou Ucastnit.



2. Teoreticka ¢ast

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 valky — napf. jako pridavek do impregnacnich smési, které chranily pred
korozi a bojovymi plyny. Pozdéji béhem 50. let 20. stoleti se zacdaly 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 polyuretan( (Akindoyo et al., 2016).

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

o:c:;q«@—cm—@—wzczo + HO—CH,—CH,—OH

Diisokyanat l Polyol

i I
C—TFQCHZ— N—C—O7CH;—CH,—0
H H

Polyuretan

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

U isokyanatu se v soucasné dobé pfi vyrobé polyuretand vyuzivaji hlavné diisokyanaty
s aromatickym jadrem, které jsou znacné levnéjSi surovinou neZ ostatni formy
isokyanatu, ale s rizikem toho, Ze vysledny materidl mize ¢asem zazloutnout (Rahman
et al., 2019). Pfi vyrobé isokyanatu je pouzivan prudce jedovaty plyn fosgen a samotné
isokyanaty jsou pak taktéZ velmi toxické. Z téchto a dalSich dlvodd je v poslednich
letech snaha o vyrobu environmentdlné Setrnéjsich polyuretand, tzv. NIPU (non
isocyanate polyurethane) — tedy ne-isokyanatovych polyuretand napf. nahrazenim
isokyanatud ve vyrobé polycyklickymi uhli¢itany (Blattmann et al., 2014).

Polyoly lze pak rozdélit na dvé hlavni skupiny, jejichZz pouziti ma vliv mimo jiné i na
biodegradacni vlastnosti polyuretanu — i) polyestery a ii) polyethery. Polyetherové
polyuretany jsou zpravidla hlre biodegradovatelné (Darby a Kaplan, 1968). Dalsi
Castou uvaZovanou promeénnou pfi pouziti polyoll je jejich molekuldrni hmotnost —
lehéi polyoly se pouzivaji pro syntézu tvrdsich, tuzsich polyuretan(, zatimco tézsi
polyoly pro syntézu poddajnéjsich a pruznéjsich materialt (Akinydoyo et al., 2016). |
v pfipadé polyoll existuji snahy o environmentalné Setrnou vyrobu a existuje rada
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studii, kde védci pfipravuji rdzné druhy polyol( z riznych ptirodnich olejli — 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 zamérend pravé na tyto druhy polyold — konkrétné na polyoly
z fepkového oleje. Ve studii vysly rfepkové polyoly, ve srovnani s petrochemicky
pfipravenymi polyoly, znacné lépe co se ty¢e GWP dopadl vyroby jako takové,
nicméné po zapocteni vSech externalit vyroby rfepkovych polyoll — napf. degradace
pldy, ekotoxicita pro pldni a vodni prostfedi, acidifikace a dalSich se fepkové polyoly
tak jednoznacné jako lepsi feseni nejevi (Fridrihsone et al., 2020).

Tabulka ¢. 1 — Nejcastéji pouZivané polyoly a isokyndty pri vyrobé polyuretani
(upraveno dle Akindoyo et al., 2016 a Rahman et al., 2019)

Latka Struktura

Isokyanat

4,4'-Metylenbis(fenyl
isokydnat), MDI 0=C=N N=C=0
Toulen 2,4-diisokyanat, TDI NCO

HaC ;

Isofron diisokyanat, IPDI N Nae

4,4'-Metylenbis(cyklohexyl /O/\O\
isokydnat), HMDI 0=C=N N=C=0

Hexametylen diisokyanat,

HDI
Polyol
Polyether H—t0—R— O RO R—OH
Polyester I
H—o—R— —O—Hi-]TD—R/—DH
Polykarbonat I E
HO—R—0~} O—R—0—C—o0 R$—OH
Polyakrylat -
’C/ hcy_‘_n
0= C—0—R—O0H
OR
Polybutadien diol Hs CHa

Hz H H H H H H in
—L—%—%—l:(r—%—]n—j.:c—é—c —0OH

H H H H H H H
Nejcastéji uzivané isokyandty a polyoly jsou uvedeny v tabulce €. 1. Zdména téchto

vstupnich surovin ma znacny dopad jednak na vlastnosti vysledného materidlu a
jednak na jeho biodegradovatelnost (Howard, 2011).

11



Uzitim rlznych vstupnich surovin Ize ovlivnit ve vysledném polyuretanu obsah tzv.
mékkych a tuhych segmentld. Tuhé segmenty vznikaji na mistech ve strukture
polyuretanu, kde se nachdazi 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 pomérem
téchto segmentll pak vznikaji polyuretanové pény (Rahman et al., 2019).

Diky této vysoké flexibilité pfi vyrobé materialu jsou polyuretany vysoce vyhledavanou
surovinou napti¢ priimyslovymi odvétvimi — napf. jako pénové materidly do sedacek
automobil(l, jako pfidavek do postfikl a impregnaci, jako vlakna pro vyrobu obleceni,
jako balici félie, jako Siroké spektrum izolaénich pén, jako antikorozni natéry a postriky
pro lodé a celé spektrum dalSich uZiti, ze kterého je patrné o jak multifukéni plast se
jedna (Akindoyo, et al., 2016). Zajimavou aplikaci je pouziti v mediciné, kde diky dobré
biokompatibilité s lidskou tkani jsou polyuretany pouzivany napf. jako aditivum do
zubnich vyplni nebo pfi |é¢bé zlomenin (Alves et al., 2014).

2.1.1. Biodegradace polyuretan(

Biodegradace polyuretani je komplexni proces, na jehoZ konci stoji zcela
mineralizovany plastovy material, ktery byl rozloZzen az na jednotlivé anorganické
produkty rozkladu — vodu a oxid uhlicity, pfipadné i methan, pokud doslo k rozkladu
v anaerobnim prostiedi (Gu, 2007). Spolu s procesy biodegradace probihaji i procesy
degradace fyzikalné-chemické, které maiji taktéz dudlezitou roli hlavné béhem prvnich
stadii degradace, kdy napomahaji rozpadu polymeru na mensi jednotky tzv. oligomery
nebo jinak narusuji stavbu polymeru a ¢ini jej tak vice nachylnym k pusobeni
biodegradace. Mezi tyto procesy patfi hlavné fotodegradace UV slozkami sluneéniho
zareni, mechanicka degradace, termdlni degradace a oxidativni degradace (Singh a
Sharma, 2008). Dalsi neméné dileZitou slozkou jsou faktory prostiedi, ve kterém
biodegradace probiha s ohledem na sloZeni a fitness mikrobialniho spolecenstva, které
vyzaduje ke spravnému fungovani konkrétni podminky. Jedna se zejména o parametry
jako je vlhkost prostiedi, teplota, pritomnost 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 pfi
biodegradacnich  pokusech v anaerobnim prostfedi nezaznamenal Zadnou
biodegradacni aktivitu.

Samotna biodegradace je proces enzymaticky katalyzované depolymerizace, pfi které
dochazi k redukci polymerl na jednotlivé mono- nebo dimery, pfip. jiné dostatecné
malé c¢asti, které mohou projit membranou mikroorganism( a byt dale rozlozeny
intracelularnimi enzymy a pouzity jako zdroj uhliku (Shah et al., 2008b). Samotny
material je pak rdzné odolny k biodegradaci na zakladé svych fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Jednou z dllezitych vlastnosti je krystalinita polymeru, kterou v pfipadé
polyuretanu ovliviiuje typ a mnoiZstvi pouzitych polyold a isokyanatd. Isokyanaty,
predevsim ty saromatickym jadrem, tvori ve vysledném polymeru oblasti s vyssi
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krystalinitou, tzv. tuhé segmenty, které maji negativni vliv na biodegradabilitu
materidlu (Mahajan a Gupta, 2015). Existuje pak celd fada fyzikadlné-chemickych
faktor(i, které ovliviuji biodegradabilitu, mezi hlavni patfi; i) molekuldarni hmotnost a
velikost molekul obecné, kdy tézsi a vétSi polymery degraduji hare; ii) chemicka
struktura polymeru, tj. mnoZstvi a typ funkénich skupin a vazeb; iii) aditiva, které se do
polymer( mohou pridavat a jejichz efektem je vétsi odolnost vici biodegradaci (Singh a
Sharma, 2008).

Chemicka struktura, zejména pak sloZeni vazeb vramci polyuretanové jednotky, je
klicova pro biodegradaci polyuretan(l. Polyuretany Ize rozdélit na dvé hlavni skupiny, a
to polyetherové PURy a polyesterové PURy. Obé vazby Ize mit i v rlznych pomérech
zastoupené obé v ramci jednoho materidlu. Typ vytvorenych vazeb zavisi predevsim na
zvoleném vstupnim polyolu (Mahajan a Gupta, 2015). Polyetherové PURy jsou
vSeobecné daleko hlre biodegradovatelné a to zejména proto, Ze etherova vazba neni
tak nachylnd k hydrolytickému Stépeni jako vazba esterovd (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 segmentli. Tento mechanismus popsali
naptiklad Christenson et al. 2004, ktefi provedli in vivo studii na krysach a pfisuzuji
pocatek biodegradace reaktivnim formam kysliku (ROS). Tento mechanismus u
polyesterovych PUR nebyl pfiliS zkouman, protoZze se u nich ve velké mife aplikuje
mechanismus  hydrolytického  Stépeni  (Nakajima-Kambe et al.,, 1999).
Proces hydrolytického Stépeni by se dal shrnout do tfech krok( i) rozstépeni
esterovych a amidovych vazeb v fetézci polymeru, ii) snizeni molekularni hmotnosti a
viskozity a iii) Stépeni jednotlivych polymernich fetézcli (Mahajan a Gupta, 2015).

Loredo-Trevifio v roce 2012 ve své studii zminuji, Ze velkou ¢ast Stépeni manifestuji
enzymy, konkrétné depolymerdzy. Ty se daji rozdélit na dva hlavni druhy:
extraceluldrni a intraceluldrni — prvni zminény se ucastni rozkladu polymeru vné
mikroorganismu a druhy pak uvnitf mikroorganismu. Po zapojeni enzymu do Stépeni
probéhnou typicky dva kroky — nejprve se enzym navaze na polymer a ve druhém
kroku katalyzuje hydrolytické stépeni. Podminkou pro uUspésné stépeni je pritomnost
néjaké hydrolazy, ta v pripadé biodegradace polyuretanti mize byt ve formé protedzy,
esterdzy nebo uredzy. Ve své studii pak predstavili tfi pfedpokladand mista, kde
probiha stépeni polyuretan( v zavilosti na typu mikroorganismem pouZitého enzymu
(viz obrazek ¢. 2).
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Obrdzek ¢. 2 — Navrhovand mista Stépeni polyuretand v zdvislosti na typu enzymu
(upraveno dle Loredo-Trevirio, 2012)

Studii, které se zabyvaji biodegradaci polyuretan(, je velkd rada. Nicméné, vzajemné
porovnani studii je velmi sloZité, jelikoZ se testované polyuretany c¢asto 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 figuruji houby.
Velkou osobnosti na poli biodegradace polyuretan( je Gary Howard a jeho tym, ktery
se zabyva bakteridlni biodegradaci polyuretant jiz od 90. let. Vroce 2012 izoloval
z pldy gramnegativni bakterii Acinetobacter gerneri, u které zaznamenal rist na Cistém
polyuretanu jako jediném zdroji uhliku. Dale u ni pozoroval enzym, ktery se funkéné
podobal enzymu ,Polyuretanazy” tj. extraceluldrnimu enzymu podobnému esteraze,
kterou jiz dfive identifikoval u bakterii rodu Pseduomonas a diky kterému tyto kmeny
bez problému PURy degraduji. Aktivitu extraceluldrnich esterdz pak oznacuje jako
klicovou pro rast mikroorganismd na polyuretanech (Howard et al.,, 1999 & 2012).
Tym pakistanskych védcl identifikoval a izoloval z pldy jiz nékolik bakteridlnich kmenu,
které se prokazaly jako schopné biodegradovat polyuretany. V roce 2013 identifikovali
v pldé v oblasti dvou riznych skladek odpadd dva odlisné kmeny bakterii - Bacillus
subtilis a Pseudomonas aeruginosa (MZA-85). Podobné jako Howard et al. (1999 a
2012) pozorovali zvySenou aktivitu esterdaz. Béhem pokusu identifikovali i nékolik
produktl rozpadl 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 pritomnosti hub je pravdépodobné znaméjsim pripadem, jelikoz jedna
z prvnich velkych studii na biodegradaci polyuretand vibec se pravé zabyvala jejich
nachylnosti k degradaci houbami. V roce 1968 Darby a Kaplan pfipravili 100 rdznych
polyuretan( a vystavili je pasobeni Sesti riznych kmen( hub. Tato studie popisuje jako
jedna z prvnich dnes jiz zndm4d 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 pidé a do pady
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umistili polyuretanové desticky. Po 5 meésicich provedli analyzu mikrobidlniho
spoleCenstva z desticek. Nejcastéji se na destickdch vyskytovaly kmeny Alternaria,
Geomyces a Nectria sp. a desti¢ky ztratily az 95 % sily v tahu, cozZ je jeden z uvadénych
parametrQ pro probéhnuvsi biodegradaci materialu (Cosgrove et al., 2007). Zafar et al.
zkoumali nachylnost polyuretantd k biodegradaci za raznych teplot v prostredi
kompostu. Desticky 4x4 cm umistili do rlznych ¢asti kompostu na 12 tydn( pfi
teplotach 25°C, 45°C a 50°C. Po 12 tydnech ve vyssich teplotach byly patrné povrchové
praskliny a u vSech teplot doslo u desti¢ek ke znacné ztraté sily v tahu. PFi teploté 25°C
identifikovali jako nejc¢astéjsiho zastupce Geomyces pannorum u vysSich teplot pak
dominovala Scytalidium thermophilum (Zafar et al., 2013). Vybér nékolika studii, které
identifikovaly bakteridlni nebo houbové kmeny pak znazornuje tabulka €. 2. Podstatné
méné studii se zabyva degradaci polyetherovych polyuretan( diky jejich vSeobecné
dobie znamé odolnosti vici biodegradaci. V roce 2010 napf. Matsumiya et al., 2010
identifikovala houbu Alternaria sp., ktera degradovala polyetherovy polyuretan a na
zakladé vzniklych produktl Stépeni se domnivd, Ze k degradaci dochdzi za pomoci
enzymu ureazy.

Tabulka ¢. 2 — Vybrani zdstupci pudnich hub a bakterii se schopnosti degradovat
polyuretany

Bakterie

Organismus

Typ PUR

Studie

Acinetobacter gerneri P7

Polyester PUR

Howard et al., 2012

Acinetobacter calcoacetics

Arthrobacter globiformis

Polyester PUR

El-Sayed et al., 1996

Bacillus subtilis

Polyester PUR

Shah, Z. et al., 2013b

Corybacterium sp.

Polyester PUR

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

P. Aeruginosa strain MZA-85

Polyester PUR

Shah, Z. et al., 2013a

Pseudomonas putida

Polyester PUR

Peng et al., 2014

Rhodococcus equi

Polyester PUR

Akutsu-Shigeno et al.,
2006

Houby

Alternaria sp. strain 18-2

Polyester PUR

Cosgrove et al., 2007

Alternaria solani

Polyester PUR

Ibrahim et al., 2009

Aspergillus sp. S45

Polyester PUR

Osman et al., 2017

Aspergillus flavus

Polyester PUR

Mathur a Prasad, 2012

Aspergillus tubingensis

Polyester PUR

Khan, S. et al., 2017

Exhophiala jeanselmei REN-
11A

Polyester PUR

Owen et al., 1995

Fusarium oxysporum

Polyester PUR

Zafar et al., 2013

Geomyces pannorum

Polyester PUR

Barratt et al., 2003

Nectria sp. strain BC-11

Polyester PUR

Cosgrove et al., 2007

Volutela ciliata

Scytalidium thermophilum

Polyester PUR

Zafar et al., 2013
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2.2. Metody urcovani biodegradability plastl v padé

Pro testovani biodegradability plastl existuje celd fada normovanych test(, které
vydavaji napf. ISO, ASTM, OECD a dalsi organizace. Z hlediska rozklad( plastd v plidnim
prostredi je vhodné zminit konkrétné tyto standardy:
i) ISO 14855 - Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials under controlled composting conditions. Jedna se o test, ktery se snazi
kvantifikovat biodegradabilitu plastl v areobnim prostfedi kompostu. Rozklad plastu
soudi pomoci zachytavani vyvijeného CO; a stupné rozloZeni materialu po konci testu.
ii) EN 17033 - Biodegradable mulch films for use in agriculture and horticulture. Jedna
se o metodiku, kterd posuzuje biodegradabilitu mulcovacich fdlii z plastovych
materiall, které jsou uréeny po skonceni jejich Zivotnosti k ponechani na poli / v ptdé.
Aby material vyhovél metodé, musi probéhnout >90 % rozklad testovaného materialu
do dvou let.
iii) ASTM D5988-03 - Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation in
Soil of Plastic Materials or Residual Plastic Materials After Composting. Jedna se o
metodu, u které je deklarovdno, Ze je shodna s metodou ISO 17556, nicméné podle
metodiky 1SO nelze materidl proklamovat za biodegradovatelny — slouzi pouze
k posouzeni materidlu nikoliv k proklamaci biodegradability. Ve standardu ASTM lze
v pfipadé 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 plGdu, a nikoliv pouze pro kompost nebo pldu s inokulem z kompostu.
JelikoZz je u materidlu PUR BIO10 predpokladanym wvyuzZitim pachovy ohradnik v
zemédélské krajiné, jevi se metoda ASTM 5988-03 jako vhodna varianta. Tuto metodu
zvolil i Goméz et al., 2014 pro posouzeni biodegradability polyesterové PUR pény ve
trech rlznych prostfedich — pldnim, kompostu a v anaerobnim prostredi. Pro test
v pldé zvolil mix polni pudy, 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.

2.3. Stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin
Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin se v poslednich 30 letech stala jednou
z nejpouzivanéjsSich metod v ekologickych studiich pro kvantifikaci pQdnich
mikroorganismu (Frostegard et al., 2011). Je tomu zejména proto, Ze mikrobiologické
studie Casto zahrnuiji kultivaci mikroorganismd, ale v pripadé pGdnich mikroorganismu
Ize kultivovat kolem 1 % bakterii a pouze 17 % hub a nelze pak mluvit o
reprezentativnim, realném slozeni pldni mikrobiadlni komunity (Watzinger, 2015).
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Metoda analyzy PLFA nepotfebuje ke svému provedeni izolaci ani kultivaci
mikroorganismd z pQdy. Principem metody je extrakce fosfolipidli z membran
mikroorganismu a naslednd saponifikace lipidli, kterd 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).

Fosfolipidové mastné kyseliny, které tvori soucast fosfolipidd, se nachazeji v bunécnych
membranach organismi. Konkrétné se jedna o dva fetézce mastnych kyselin, které
jsou esterovou vazbou navdzany na glycerolovy skelet fosfolipidu (viz obrazek €. 3).

Fosfat

Glycerol

2 2
{ ———<—— Nasycend mastna

/ kyselina

3%
<
§ }— Nenasycena mastna

| kyselina

Obrazek €. 3 — Obecna struktura fosfolipidu (upraveno dle Lumenlearning.com)

Jejich pojmenovani souvisi s pozici a pfitomnosti vazeb a funkénich skupin. Napfiklad
v pfipadé mastné kyseliny spojované se skupinou hub - 18:2w6,9 (Kyselina linolova) —
je pojmenovani odvozeno nasledovné: Cislo 18 znaci pocet atomU uhliku, Cislo 2 je
pocet dvojnych vazeb v molekule a 6 a 9 jsou umisténi dvojnych vazeb od methylového
konce, ktery znaci symbol w. Pfi analyze PLFA se pak lze jesté setkat s pfedponami
,eyY, ,Me”, ,a“ a ,i“, které znadi, jestli se jedna o kyselinu cyklopropylovou (cy) nebo
jestli kyselina obsahuje methylovou skupinu (Me). Pfedpony ,a“ a ,i“ pak znaci
»anteiso-, a ,iso-, vétveni (Reuss & Chamberlain, 2010). Struktura kyseliny linolové je
uvedena na obrdazku ¢. 4.

Obrazek ¢. 4 — Struktura kyseliny cis,cis-oktadeka-9,12-dienové (Kyselina linolova)

Tyto membranové mastné kyseliny se pouzivaji jako markery pro konkrétni skupiny
organismuU zejména proto, Ze jsou obsaZeny pouze v Zivych burikidch a po jejich smrti
rychle degraduji (Hill et al., 2000). Uziti PLFA jako markerd ma nékolik omezeni, napf.
pro urceni bakterii se pouziva nékolik druh(i PLFA, ale pro houby pouze jiz zminénd
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Kyselina linolova, kterd se také vyskytuje v rostlinnych membrdnach a mize tak
dochazet ke zkresleni vysledkd. Je proto vhodné kombinovat metodu se stanovenim
ergosterolu, ktery je specifickym markerem pro skupinu hub (Klamer & Baath, 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
spolecenstva (Leckie, 2005).

V environmentalnich studiich jsou analyzy PLFA uZivany spiSe pro analyzu prostiedi, ve
kterém dand studie probihda nebo pouze ve studiich, které prostiedi jako takové
zkoumaiji (Fichtner et al., 2014, Garcia-Orenes et al., 2015, Lange et al., 2014) a existuje
velmi malo studii, které by metodu PLFA pouZili pro analyzu napf. biofilmu na
materialu. Vinten a kol, 2011 poutZili 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. Biodegradacni studie na polymerech
nejcastéji pouzivaji pro analyzu mikrobialnich spolec¢enstev metody zamérené na DNA
organismld — pyrosekvenovani nebo PCR metody, které dokazou urcit konkrétni
degradujici organismus (Barratt et al., 2003, Cosgrove et al., 2007, Zafar et al., 2013).

2.4, Vlastnosti pad z pohledu biodegradace polyuretant
Je znamo mnoho mikroorganism( z fad bakterii i hub, které jsou schopny v ptidnim
prostfedi biodegradovat polyuretanové materidly (Akutsu-Shigeno et al.,, 2006,
Cosgrove et al.,, 2007, Khan, S. et al.,, 2017). Jak jiz bylo zminéno v predeslych
kapitolach, environmentdlni vlivy hraji vyznamnou roli jednak na schopnost
mikroorganismu Uspésné biodegradovat (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, pGdni vihkost, pGdni zrnitost (Baath a Anderson, 2003,
Brockett, et al., 2012, Hogberg et al., 2007, Lauber et al., 2008). Uvedené faktory maji
razné vlivy na skupiny mikroorganisma.

Zastupci bakterii jsou vice nachylni na zmény v pH a pldni zrnitosti neZ zastupci hub
(Lauber et al., 2008). Baath a Anderson v roce 2003 provedli studii, ve které srovnavali
sloZzeni mikrobialniho spolecenstva v padach pfirdznych hodnotdch pH. Ve své studii
méli k dispozici celkem 53 lesnich plid v rozmezi pH 3 — 7,2. Ve svych vysledcich zjistili
znaénou linedrni zavislost (R? = 0,708) mezi pidnim pH a respiraci bakterii; v pidach
pady a srostoucim pH se linearné zvysovala. Podobné vysledky ukazuje i studie
Hogberg et al. (2007), ve které bylo provedeno srovnani tfi lesnich pad s rozdilnymi
hodnotami pH a autofi pozorovali rostouci trend zastoupeni bakteridlnich PLFA s
rostouci hodnotou pH.
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Brockett et al. v roce 2012 testovali 7 rGznych lesnich pid a zkoumali mimo jiné vliv
plGdni vihkosti na sloZzeni mikrobiadlniho spolec¢enstva. Na zdkladé vysledkd PLFA zjistil
kladnou signifikantni korelaci pudni vihkosti a celkové mikrobialni biomasy. Ve své
studii ddle srovnavali enzymatickou aktivitu vybranych enzymd vcetné nékterych
hydrolaz, které pozitivné korelovaly s pH (Beta-1,4-xylosidaza, Beta-1,4-glukosidaza).

Vliv teploty na pUdni respiraci a rast bakterii a hub zkoumala Pietikdinen et al. (2004)
ve dvou pudach — lesni a polni. Polni padda méla vyrazné vyssi pH (pH = 7,8) nez plda
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 pti 45°C, houby pfi
teplotach nad 30°C prestaly byt aktivni. PGdy mezi sebou nevykazovaly vyznamné
rozdily.

Barratt et al., 2003 proved| studii zamérenou na pudni kapacitu zadrzovani vody (WHC)
a jeji vliv na biodegradaci polyesterového polyuretanu. Svou studii provadél
v zahradnickém substratu s pH vrozmezi 5,5 — 6,0 a biodegradaci vyhodnocoval
ztratou sily v tahu po 44 dnech. Nejvétsi degradaci materidlu pozoroval v rozmezi 20 —
80 % WHC puUdy s maximalni ztratou sily vtahu 60 % pfi 30% WHC pGdy. Dale
vyhodnocoval mnozstvi hub a bakterii na povrchu polyuretanu. V ptipadé bakterii
nepozoroval Zadny vztah mezi pldni WHC a mnozstvim bakterii. Maximalni mnozstvi
hub pozoroval pfi WHC 70 %.

Zafar et al.,, 2013 zkoumali vliv teploty na biodegradaci polyesterovych a
polyetherovych PUR desticek houbami v kompostu a padé pfi rliznych teplotach (25°C,
45°C a 50°C) po dobu 12 tydn(. U polyesterovych PUR desticek po 4 tydnech
pozorovali v obou pfipadech vizudlni degradaci jiz pfi 25°C. U vysSich teplot dokonce
pokryvalo povrch desticek houbové mycelium. PFi testu sily vtahu po 12 tydnech
autofi zaznamenali pokles vyssi nez 75 %. U polyetherovych desticek autofi
nepozorovali Zzadné zmény. Mnoizstvi hub na polyuretanovych destickach se mezi
prvnim a ¢tvrtym tydnem mirné zvysilo a pak zUstalo viceméné stejné.
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3. Cile a hypotézy
Cile

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

2) Stanovit mikrobiadlniho spoleéenstva z biofilmu vytvoreného na povrchu materidlu
béhem biodegradacniho pokusu pomoci analyzy PLFA

3) Zjistit, jestli existuje rozdil v biodegradaci mezi prostredimi lesni a polni pldy.

Hypotézy

1) Vlesni pGdé bude probihat biodegradace PUR lépe, jelikoZ houby jsou ¢asto citovanym
organismem, ktery rozklada PUR a je predpoklad pro vétsi zastoupeni hub v lesni pidé.

2) PFi poutZiti litterbagu v testu dojde k presnéjsim vysledklim analyzy PLFA biofilm0 na
povrchu PUR.
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4. Metodika

4.1. Pouzité chemikalie a laboratorni technika

4.1.1. Chemikalie a materidly
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 octové 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. Laboratorni technika

Analyticka vaha 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 l[azen 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, Italie

Laboratorni termobox

4.2. Biodegradace lehenych polyuretant v padé
Posouzeni biodegradability probéhlo dle standardizované metody ASTM D5988-03 (ISO
17556), ktera je standardizovanym testem pro posouzeni aerobni biodegradace
plastovych materidld v pudnim prostfedi. Metoda je zaloZena na mineralizaci
testovaného materidlu pudsobenim pldniho mikrobidlniho spolecenstva az na oxid
uhli¢ity, ktery je ddale zachytdvan do kadinek s hydroxidem draselnym. Zpétnou
acidobazickou titraci kyselinou chlorovodikovou je pak zjistén nezreagovany hydroxid
draselny. Mineralizace materialu je pak vyjadrena jako kumulativni mnoZstvi
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uvolnéného oxidu uhli¢itého za ¢as, po ktery je materidl vystaven plsobeni pudniho
mikrobialniho spolecenstva. Nad rdmec metodiky je pfed samotnou titraci stabilizovan
zachyceny oxid uhli¢ity chloridem barnatym. Tento krok byl do metody pfidan na
zakladé zkusenosti s touto metodikou, aby se zamezilo potencionalnimu podhodnoceni
vysledk( (ToSovskd, 2016).

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.
Polyuretanova péna byla syntetizovdna z polyester triolu, alifatického isokyanatu a
polyethlylenglykolu 400. Jako plnivo byl pouZit Skrob, ktery byl obsazen z 28 % celkové
hmotnosti. Pro pokus byla pak pouZita rozemletd péna ve frakci 2 — 3,15 mm.
Podrobnéjsi rozkresleni struktur jednotlivych latek je pak uveden v pfilohach (Ptiloha 1
a?2).

4.2.2. Analyza pouzitych ptd

Ve Stredoceském kraji bylo odebrdno 5 lesnich a 5 polnich pld, které byly dale
zpracovdny a analyzovény v laboratofi environmentalni chemie Ustavu pro Zivotni
prostredi Univerzity Karlovy. Pro nasledné analyzy byla plida preseta pies kovové sito 6
mm. Vodni kapacita (WHC) pldy byla stanovena nasledujicim zpUsobem: K25 mL
preseté plady umisténé do ndlevky s filtracnim papirem a zatkou bylo pfidano 50 mi
vody. Takto pfipravené nalevky byly ponechany pres noc a druhy den se zbyla voda
nechala hodinu vykapdvat. Dale bylo stanoveno pUldni pH ndsledujicim zplsobem: K 5
mL pldy bylo ptiddno 25 mL deionizované vody a smés byla 60 minut tfepana a 60
minut ponechdna odstat. Nasledné bylo pH metrem zméfeno pH suspenze. Ztrata
zihdnim byla stanovena po Zihani vysusené plady v muflové peci pfri teploté 550 °C po
dobu 5 h.

4.2.3. Stanoveni biodegradace
Biodegradacni pokus probihal za poufZiti jednotlivych pad, 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 slepé kontroly.

Do uzaviratelnych 0,5L sklenic Fido bylo odméfeno 150 mL prosaté plidy a navazeno
pfiblizné presné 100 mg testovaného materidlu. Negativni kontroly obsahovaly pouze
Cistou padu a slouzily k posouzeni bazalni respirace pldy. Doslo k upraveni padni
vlhkosti a mnoiZstvi dusiku pomoci roztoku dihydrogenfosfore€nanu amonného o
koncentraci 4,72 g/L dle pokynU pouZité metodiky. Nasledné byl material s pldou
dostatecné promichan a na povrch pldy byly umistény dvé 25 mL kadinky — jedna s 10
mL destilovanou vodou pro zachovani vnitini 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 hydroxidu draselného. Doba zachytavani CO;
se béhem pokusu ménila s ohledem na aktivitu pidnich organismG zhruba v tydennich
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intervalech. Pfed kaZdou titraci probéhlo stanoveni faktoru kyseliny titraci roztoku
dekahydratu tetraboritanu sodného s indikatorem methyloranz dle rovnice:

2 HCl + NazB407:10 H,O = 2 NaCl + 4 H3BOs3
Stanoveni faktoru kyseliny probéhlo dle nasledujiciho vztahu:
f HCI = Cskuteens / Cteoretickd = (k * m) / (M * Vo« Cteoretické)

k ... stechiometricky koeficient (k = 2)
m ... navazka Na;Bs07-10 H,0 (0,2 g)
M ... molarni hmotnost Na;B407:10 H,0 (381,38 g/mol)

V ... spotfeba HCI (L)
c ... koncentrace HCI (0,25 mol/L)

Nasledné doslo k otevieni 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 uhli¢itého dle
rovnice:

2 OH™ (aq) + CO; (g) + Ba?* (aq) <> BaCOs (s) + H.0

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

CO; + 2 KOH + BaCl; - BaCOs + 2 KCI + H20

Vyprodukovany CO, byl pak pro stanovovany ¢asovy Usek spocitan dle nasledujiciho
vztahu:

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

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

V ... objem spotfebované 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 fosfolipidovych mastnych kyselin

Analyza PLFA je metoda, ktera zkoumad pritomnost methylesterl mastnych kyselin ve
vzorku. Ktémto methylesterim se v nékolika krocich dopracuje skrze extrakci
fosfolipidl v membranach mikroorganismd a na jejich zakladé pak dale urci zakladni
funkéni skupiny jednotlivych mikroorganismd. Principem metody je zbunécénych
membran a stén mikroorganismu 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.
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Metodou byly analyzovany mikrobidlni spoleCenstva zachycend v biofilmu na
testovaném polyuretanovém polymeru.

4.3.1. Extrakce lipidQ
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
KH2PQOs4), 1,25 mL methanolu a 0,625 mL chloroformu. Poté byl vzorek vortexovan po
dobu jedné minuty a nasledné extrahovdn ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 1
hodiny. Po skonceni extrakce byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut na 3500 rpm.
Vznikly supernatant byl pomoci Pausterovy pipety odebran do nové vypdlené
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 predchozim. Tento postup extrakce byl za stejnych podminek opakovan jesté jednou.

Ke vzniklému supernatantu bylo pfiddno 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
pfenesena do nové vypalené vialky, kterd byla uzaviena vickem se septem. K horni
vodné fazi bylo pfidano 1,9 mL chloroformu, smés byla vortexovana po dobu 1 minuty
a nasledné centrifugovana po dobu 5 minut na 3500 rpm. Chloroformova faze byla
odebrdna a spojena s predchozi.

4.3.2. Frakcionace lipid(

Vzorek byl do sucha odparen pod proudem dusiku, bylo k nému pfidano 300 uL
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. Mirna alkalickd methanolyza (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 pfidano 1,6 mL hexanu, 0,4 mL chloroformu, 0,3
mL 1 M kyseliny octové (kterd je uchovavdna v lednici) a 2 mL Cerstvé destilované
vody. Tato smés byla vortexovdna pod dobu 1 minuty. Nasledné 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 pfidano 1,6 mL
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hexanu a 0,4 mL chloroformu. Smés byla opét vortexovdna (1 minuta) a centrifugovdna
(2500 rpm, 10 minut). Vzniklad horni faze byla opét odebrana a spojena s predchozi.
Extrakce probéhla jesté jednou za stejnych podminek. Vzorek byl odpafen do sucha
proudem dusiku a ndsledné do vialky bylo pfiddno 950 uL hexanu a vzorek byl
vortexovan po dobu 30 sekund. Nasledné byl vzorek prenesen do krimpovaci vialky a
bylo k nému pfidano 50 uL vnitiniho standardu (C13:0 methyl tridekanoat v hexanu o
konc. 200 ppm).

V zakrimpované vialce byl vzorek predan Laboratofi Environmentalni biotechnologie
AV CR, kterd provedla stanoveni na plynovém chromatografu s hmotnostni
spektrometrii.

4.3.4. Vyhodnoceni mastnych kyselin
Skupiny mikroorganism( ptitomné 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
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5. Vysledky

5.1. Statistické zpracovani dat
Pro zpracovani dat byl pouzit program MS Excel 365 s analytickou nadstavbou VBA.

5.1.1. Biodegradacni experiment
Pro biodegradac¢ni experiment byl zvolen spojnicovy graf, na kterém byla kumulativné
zaznamendvana dosazend mineralizace za uplynuly ¢as. Jednotliva méreni jsou vidy
primérem z péti rlznych pad daného typu, tj. lesni nebo polni plda a tato variabilita
je na grafu znazornéna smérodatnou odchylkou.

Pro otestovani nulové hypotézy, kterd predpokldadd, Zze po skonceni biodegradace
existuje vyznamny rozdil mezi lesni a polni padou byl proveden dvouvybérovy F-test
pro rozptyl a nasledné dvouvybérovy t-test s rovnosti pfip. nerovnosti rozptylu.

5.1.2. Analyza mastnych kyselin

Pti vyhodnoceni vysledkd PLFA byla pouzZita data celkového zastoupeni viech skupin,
na kterych byla provedena jednofaktorovd analyza variance (ANOVA). Pro srovnani
skupin v ramci lesni nebo polni pQdy byl pouZit Tukeylv post-hoc test. Pro porovnani
specifickych skupin organismi mezi polni a lesni plidou byl pouZit 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
statistické mu vyhodnoceni.

5.2. Biodegradace lehéenych polyuretanti v ptdé

Puadni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Na obrazku €. 5 je uvedena kfivka
biodegradace v zavislosti na Case a na obrazku ¢. 6 je pak uvedeno srovnani
biodegradace mezi jednotlivymi plidami po skonceni biodegradacniho pokusu. Po
skonceni pokusu byla naméfena mineralizace materialu v lesni padé 10,65 + 2,54 % a
20,48 + 9,18 % v puadé polni. Vysledky z druhého pokusu jsou uvedeny obdobné na
obrazcich ¢. 7 a €. 8. Po skonceni druhého pokusu byla naméfrena v lesni plidé mira
rozloZeni materialu 3,88 + 3,42 % a v pudeé polni 8,96 + 1,79 %. Na obrazcich ¢. 9 a ¢. 10
je pak srovnana biodegradace materidlu ve stejny okamzik po skonceni druhého,
kratSiho, pokusu.
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Tabulka €. 3 — PGdni charakteristiky testovanych puad

Lesni
ptda pH WHC Ztrata zihanim %
Zvole 6,35+ 0,50 42+0 2,35
Bratfinov 5,5+0,02 44,5+2,12 5,25
Nesvacily 6,08+0,12 37,5+0,70 2,14
Sloup 5,36+0,09 37+4,24 3,65
Drahlovice 5,48+0,18 41,5+ 3,53 5,46
Polni
puda pH WHC Ztrata 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 34,5+0,70 1,23
35
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Obrézek €. 5 — 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 ¢. 6 — Celkovd mineralizace materidlu PUR BIO 10 po skonceni prvniho
biodegradacniho pokusu vlesni a polni pldé. Chybovymi uUseckami je znazornéna
smérodatna odchylka stanoveni (5 pld daného druhu). Rozdil mezi soubory dat byl
testovan dvouvybérovym t-testem a nebyl statisticky signifikantni (p >0,05).
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Obrazek €. 7 - Pribéh mineralizace lehcené polyuretanové pény BIO 10 v polni a lesni
pidé béhem druhého pokusu. Chybovymi uUseckami je znazornéna smérodatna
odchylka stanoveni (5 pad daného druhu).
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Obrazek ¢. 8 — Celkova mineralizace materidlu PUR BIO 10 po skonceni druhého
biodegradacniho pokusu vlesni a polni pldé. Chybovymi uUseckami je znazornéna
smérodatnad odchylka stanoveni (5 pld daného druhu). Rozdil mezi soubory dat byl
testovan dvouvybérovym t-testem a byl statisticky signifikantni (p >0,05).
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Obrazek ¢. 9 — Celkova mineralizace materidlu PUR BIO 10 v lesni pidé po uplynuti 31
dni. Srovnani mezi dvéma uskutecnénymi treatmenty — s a bez litterbagu. Chybovymi
useckami je znazornéna smérodatna odchylka stanoveni (5 pld daného druhu). Rozdil

mezi soubory dat byl testovan dvouvybérovym t-testem a nebyl statisticky signifikantni
(p >0,05).
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Obrézek ¢. 10 — Celkova mineralizace materialu PUR BIO 10 v polni ptidé po uplynuti 31
dni. Srovnani mezi dvéma uskute¢nénymi treatmenty — s a bez litterbagu. Chybovymi
useckami je znazornéna smérodatna odchylka stanoveni (5 pld daného druhu). Rozdil
mezi soubory dat byl testovan dvouvybérovym t-testem a nebyl statisticky signifikantni
(p >0,05).

5.3. Stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin

V prvnim pokusu byla polyuretanovd péna ptimichana pfimo do pldy. Zastoupeni
fosfolipidovych mastnych kyselin, které byly extrahovany a jejich rozdéleni do
funkénich skupin organismU je zndzornéno na obrazku ¢. 11. Vramci vyhodnoceni
vysledkli ANOVA bylo zjisténo, Ze ve vzorcich zlesni pldy se nachazi statisticky
vyznamné vice hub nez ostatnich skupin, nicméné pfi dalSim testovani bylo zjisténo, ze
mezi vzorky z polni a lesni pudy v obsahu hub neni signifikantni rozdil. Naopak u polni
pldy bylo pfi srovnani zjisténo, Ze obsahuje signifikantné vice bakterii nez pida lesni.
Dale byl spocitan pomér hub a bakterii (obrazek ¢. 12) a uréena celkova mikrobialni
biomasa, ktera se ve vzorcich z lesni a polni pldy signifikantné nelisila (obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 11 — Celkova mikrobialni biomasa ve vzorcich ze vzork( polyuretanu z lesni
a polni ptidy béhem prvniho pokusu, kdy byl polyuretan pfimichan pfimo do pudy.
Chybovymi usecCkami je zndzornéna smérodatnd odchylka stanoveni (5 vzork(
polyuretanu z dané p(idy).
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Obrazek ¢. 12 — Pomér hub a bakterii v polni ze vzork( polyuretanu z lesni a polni ptdy
béhem prvniho pokusu, kdy byl polyuretan pfimichan do ptdy. Chybovymi Gseckami je
znazornéna smeérodatna odchylka stanoveni (5 vzork( polyuretanu z dané pady).
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Obrdazek ¢. 13 — Celkové koncentrace PLFA ze vzork( polyuretanu, rozdélené dle
funkénich skupin mikroorganism béhem prvniho pokusu, kdy byl polyuretan
pfimichdn do puady. Chybovymi Useckami je znazornéna smérodatna odchylka
stanoveni (2 paralely).

V druhém pokusu nebyla polyuretanovd péna umisténa pfimo v pUdé, ale byla
uzavfena v litterbagu. Zastoupeni PLFA, které byly extrahovany a jejich rozdéleni do
funkénich skupin organismU je zndzornéno na obrazku ¢. 14. Vramci vyhodnoceni
vysledkli ANOVA bylo zjisténo, Ze ve vzorcich zlesni pldy neni mezi houbami a
bakteriemi vyznamny rozdil. U vzork( z polni plady bylo zjisténo vyznamné vice bakterii
oproti houbam. Déle bylo zjisténo, Ze ve vzorcich z lesni pidy je vyznamné vice hub nez
z pGdy polni. Dale byl spocitdan pomér hub a bakterii (obrazek ¢. 15) a urcena celkova
mikrobidlni biomasa, kterd se ve vzorcich z polni a lesni plGdy signifikantné lisila
(obrazek €. 16).
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Obrazek €. 14 — Celkova mikrobialni biomasa ve vzorcich ze vzork( polyuretanu z lesni
a polni pady béhem druhého pokusu, kdy byl polyuretan v plidé uzavien do litterbagu.
Dvouvybérovym t-testem bylo zjiSténo, Ze soubory se statisticky signifikantné
mezi sebou |isi (p < 0,05). Chybovymi Useckami je znazornéna smeérodatna odchylka
stanoveni (5 vzorkd polyuretanu z dané pudy).
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Obrazek ¢. 15 — Pomér hub a bakterii v polni ze vzork( polyuretanu z lesni a polni ptdy
béhem druhého pokusu, kdy byl polyuretan v pldé uzavien v litterbagu. Chybovymi
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useckami je zndzornéna smérodatnd odchylka stanoveni (5 vzork( polyuretanu z dané
pady).
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Obrazek ¢. 16 — Celkové koncentrace PLFA ze vzork( polyuretanu, rozdélené dle
funkénich skupin mikroorganismi béhem druhého pokusu, kdy byl polyuretan v ptdé
uzavien v litterbagu. Chybovymi usec¢kami je zndzornéna smérodatna odchylka
stanoveni (2 paralely).
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6. Diskuze

Testovany materidl PUR BIO 10 je polyuretanova péna na polyester-polyetherové bazi
s plnivem Skrobem. Tento materiadl byl vybran na zdkladé biodegradacniho pokusu,
ktery provedla s materidly PUR BIO 8 — 10 vpolni padé Prazanova (2018).
Pfedpokladanym vyuzitim materidlu je pachovy ohradnik vzemédélské krajiné.
Vzhledem ktomuto vyuZiti byl biodegradacni test podle normy ASTM D5988-03
opakovan na dvou typech plidy — lesni a polni. Rada studii (Cosgrove et al., 2007;
Ibrahim et al., 2009; Mathur a Prasad, 2012 Osman et al., 2017) identifikovala zastupce
hub, ktefi polyesterovy polyuretan rozkladaji a vznika tak predpoklad, Ze lesni pldy
budou lepsi prostiedi pro biodegradaci. Na zdkladé biodegradacnich testd v ramci moji
diplomové prace se tento predpoklad neprokazal.

Testované lesni pudy se pohybovaly v rozmezi pH 5,36 — 6,35, coz je dle vysledkl
Hogberg et al. (2007) jiz oblast, ve které jsou houby na Ustupu. Alvarez-Barragan et al.,
2016 ve své studii pozorovali, ze k probéhnuti biodegradace testovaného plastu je
nutny i dalsi jednodussi zdroj uhliku. DalSim divodem tedy muze byt vyssi podil
organického uhliku v lesnich ptddach oproti piddm polnim (Niemi & Vepsaldinen, 2005;
Pietikdinen et al., 2004), ktery mikroorganismy uprednostiuji pred biodegradaci
polyuretanové pény a vzhledem ke krat$i verzi pokusu se potencidl lesni pldy
degradovat polyuretan nestihl projevit. Rozdil v obsahu organickych latek v mnou
testovanych pldach se projevil vyssimi také hodnotami ztrat zihanim, které ukazuji na
vétsi zastoupeni organické hmoty v padé.

Nicméné dalsi abiotické faktory jako teplota, Ziviny nebo WHC, které maji vliv na
fitness mikrobialniho spolecenstva (Lauber et al., 2008) a tedy pfipadnou biodegradaci
byly v rozmezi, které by nemélo pribéh biodegradace inhibovat. Teplota v termoboxu
béhem pokusu byla 21 + 2°C. Zafar et al. (2013) pozoroval Uspésnou biodegradaci
polyuretanu v pudé pfi 25 °C. Plda byla nasycena na 70 % WHC, kterd ve studii Barratt
et al. (2003) jevila jako idealni. Nasledné byla vlhkost udrzovana kadinkou s vodou,
kterd byla pfitomna v mikrokosmu po celou dobu biodegradace. Ziviny zejména
v podobé dusiku a fosforu, byly do pady dodany roztokem dihydrogenfosforec¢nanu
amonného dle uzité metodiky tak, aby nedochazelo k jejich nedostatku béhem pokusu.
Moznym omezenim béhem pokusu mohl byt nedostatek kysliku, zejména u lesnich
pad, které vzhledem k objemu vypliovaly velkou cast sklenice a mohlo tak dojit
k vyCerpani kysliku mezi jednotlivymi titracemi. Tim mohlo dojit k inhibici biodegradace
polyuretanové pény, pro kterou je pritomnost kysliku klicovad (Urgun-Demirtas et al.,
2007).

Zadnou studii, kterd by pouZila metodu PLFA k analyze mikrobidlniho spole¢enstva na
polyuretanech se mi nepodaftilo dohledat. A neni mozné provést porovnani vysledku.
Z mych vysledkd se zda, Ze dochazelo k znehodnoceni vysledkd analyzy PLFA pldou,
ktera ulpéla na testovaném materialu a byla také spolu s biofilmem extrahovana. Proto
byl pfi druhém opakovani testu poufzit litterbag. Vysledky PLFA se pomérné zménily a
Ize usuzovat, Ze odrazeji realistictéjsi skladbu mikrobialniho spolecenstva biofilmu.
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Vramci pokusu bylo pouZito pfiblizné tfetinové mnoiZstvi pldy a testovaného
materidlu oproti doporu¢enému provedeni dle uZité metodiky. Bylo tak ucinéno
z neumérného narustu potieby mista a chemikalii. Tento fakt mohl mit vliv zejména na
analyzu PLFA, kde pro moznou extrakci bylo mozné pouZzit pouze 0,1 g polyuretanu.
BéZzna hodnota navazky testovaného materialu se pohybuje od 0,5 g (Quideau et al.,
2016.). Do budoucna se tento postup nejevi jako vhodny pro ziskani co nejpresnéjsich
dat.
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7. Zaveér

Byly uskutecnény dva testy biodegradability materialu PUR BIO 10 v laboratornich
mikrokosmech dle metodiky ASTM D5988-03 pro dvé pudni prostiedi — lesni a polni.
V prvnim testu byl materidl umistén pfimo do pldy a po 4 mésicich byl mineralizovan z
10,65 + 2,54 % v lesni ptdé a z 20,48 + 9,18 % v plidé polni. Test byl ukoncéen a byla
provedena analyza PLFA zbiofilm0O polyuretanové pény za ucelem zjisténi
participujicich skupin mikroorganismu na biodegradaci polyuretanu. Vysledky z analyzy
PLFA, ale neukdzali signifikantni rozdil mezi slozenim mikrobidlniho spolecenstva na
biofilmu PUR z pldy lesni a z pldy polni.

Test byl proto opakovan a testovany material byl umistén do litterbagu. V druhém
testu biodegradability doslo k mineralizaci materidlu z 3,88 £ 3,42 % v lesni pudé a 8,96
+ 1,79 % v pldé polni. Po ukonceni testu probéhla analyza PLFA, ze které bylo zjisténo,
ze vzorky lesni pGdy obsahuji signifikantné vice mastnych kyselin znacici celkovou
mikrobialni biomasu (t-test, p < 0,05) a stejné tak lesni plida obsahovala signifikantné
vice mastnych kyselin znacici houbovou biomasu (t-test, p < 0,05).

Lesni plda se na zadkladé mych vysledkll nejevi jako vhodnéjsi prostrfedi pro
biodegradaci testované polyuretanové pény. Polni puda se zdd byt vhodnéjsim
prostfedim, coz je s ohledem zamyslené uziti materidlu jako pachového ohradniku
v zemédélské krajiné vyhovujici scénar.
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9. Prilohy

Seznam pfiloh:
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Priloha 3: Mapa mist ze kterych byly odebrany pldy

Priloha 3: Vizualni srovnani pouzité lesni a polni pldy

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

Priloha €. 3: Mapa mist, ze kterych byly odebrany pady
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Ptiloha 4: Vizualni 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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Priloha 6: Litterbag s polyuretanem pred a po pouZiti v pokusu
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