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ABSTRAKT 
  

Cílem disertační práce bylo studium vybraných polymerních materiálů z pohledu jejich 
schopnosti podléhat biodegradaci. Biodegradace byly studovány metodami založenými na 
materiálové charakterizaci polymerů, produkci plynů během procesu biodegradace a byly 
zkoumány možnosti použití molekulárně biologických metod. Sledován byl rozsah 
biodegradability připravených vzorků polyethylenů s různými prooxidanty, které byly 
podrobeny abiotické oxidaci. Biodegradace byly uskutečňovány v prostředí půdy a kompostu. 
Podrobnější výzkum byl věnován zavedení vybraných molekulárně biologických metod 
v laboratoři fakulty, zvláště technice gelové elektroforéze v teplotním gradientu (TGGE).  S 
touto separační technikou byly optimalizovány související postupy jako izolace nukleových 
kyselin, polymerázová řetězová reakce (PCR), vyhodnocování TGGE gelů, klonování a 
sekvenování. Sledována byla také biodegradace polyvinylalkoholu (PVA) za denitrifikačních 
podmínek v prostředí aktivovaného kalu. Rovněž byla zkoumána dynamika a složení 
mikrobiálního společenstva účastnícího se biodegradace kyseliny polymléčné (PLA) 
v závislosti na její formě a distribuci molekulových hmotností. Výzkumy byly prováděny jak 
v prostředí půdy, tak kompostu. V uvedených experimentech byly aplikovány zvolené 
molekulárně biologické metody, abychom identifikovali mikroorganismy zodpovědné za 
rozklad polymeru. 
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ABSTRACT 
 

The thesis studied selected polymeric materials and their biodegradation using 
methods based on material characterization of polymers, gas production during 
biodegradation process and selected molecular biology methods. Biodegradability of prepared 
polyethylene samples with various prooxidants previously subjected to abiotic oxidation were 
studied in the environment of soil and compost. Further research was focused on the 
introduction of selected molecular biology methods in the laboratory of the faculty, especially 
gel electrophoresis in the temperature gradient (TGGE). This separation technique was 
optimized along with related procedures such as nucleic acid isolation, polymerase chain 
reaction (PCR), evaluation of TGGE gels, cloning and preparation of DNA samples for 
sequencing. Biodegradation of polyvinyl alcohol (PVA) under denitrifying conditions in an 
activated sludge was also investigated subsequently with the dynamics and composition of the 
microbial communities involved in the biodegradation of polylactic acid (PLA), depending on 
its form and the molecular weight distribution. These experiments were conducted in the 
compost. In these experiments, the selected molecular methods were applied to identify the 
microorganisms responsible for the degradation of polymers. 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 
1.1. Problematika odpadů obsahujících polymerní materiály  

 
Problém neustále se zvyšujícího množství plastového odpadu se snaží vědci řešit již 

několik let. Důvod, proč stále nedochází k redukci tohoto množství, představuje pokrok 
v moderních technologiích, které činí ze syntetických polymerů především cenově dostupný a 
tedy upřednostňovaný materiál. A tak se skládky odpadů dále plní výrobky na jedno použití, 
které vykazují vysokou odolnost vůči degradaci za nízkou pořizovací cenu. Chceme-li tedy 
plastový odpad, jakožto všudypřítomnou součást našeho životního prostředí, redukovat, 
řešením je hledání alternativ, např. použití biodegradabilních materiálů. Jejich výhodou by 
mohla být nejen jejich rozložitelnost pomocí mikroorganismů, jsou-li vneseny do půdy, ale 
také možnost kompostovat tyto materiály spolu s ostatními složkami biologicky 
rozložitelného podílu komunálního odpadu. Nevýhodou těchto materiálů jsou ovšem jejich 
horší zpracovatelské a mechanické vlastnosti, vyšší hmotnost např. obalů a vyšší cena [1] [2] .  

I když se na trhu již objevují biodegradabilní komerční polymery [3] , stále je podíl 
těchto rozložitelných obalových materiálů, které jsou spotřebiteli nabízeny, nedostačující. 
Nebude-li vyvíjen tlak na firmy, představující hlavní producenty obalových materiálů, aby 
změnili svou výrobní politiku, nebude možné dostát závazkům vůči EU dle směrnice 
Evropského parlamentu a rady (ES) č. 98/2008 o odpadech, která stanovuje opatření na 
ochranu životního prostředí a lidského zdraví předcházením nepříznivým vlivům vzniku 
odpadů a nakládání s nimi. 

Konkrétní aplikace často užívaných konvenčních plastů (Tab. 1), považovaných 
převážně za nebiodegradabilní, a biodegradabilních polymerních materiálů (Tab. 2) [4], jsou 
přehledně shrnuty níže. 
 
Tab. 1 Přehled každodenně využívaných plastových materiálů, převážně nebiodegradabilních (upraveno dle [4]) 

Typ polymeru Užití/aplikace 

Polyethylen (PE) Velmi široká aplikace, jelikož je levný 

Nízkomolekulární polyethylen (LDPE) 
Venkovní nábytek, podlahová dlažba, obalové 
a zemědělské fólie, láhve, trubky, desky 

Vysokomolekulární polyethylen (HDPE) 
Vstřikovací výrobky denní potřeby, 
velkoobjemové nádoby, pytle, mikrotenové 
sáčky 

Polypropylen (PP) 
Brčka na pití, kelímky na jogurty, nárazníky 
automobilů, trubky, fólie, vlákna 

Polystyren (PS) 
Obaly, potravinové misky, kelímky, podnosy, 
plastové nádobí na jedno použití, příbory, boxy 
na CD a kazety 

Akrylonitril butadien styren (ABS) 
Kanalizační potrubí, elektronické přístroje, 
např. počítačové monitory a klávesnice, 
tiskárny. 

Polyvinylchlorid (PVC) 
Kanalizační potrubí, sprchovací závěsy, okenní 
rámy, podlahoviny 

Polymetylmetakrylát (PMMA) 
Kontaktní čočky, části svítidel, kabiny letadel, 
zubní technika, výroba plexiskla 

Polytetrafluoretylen (PTFE) Těsnění, antiadhezní vrstvy (teflon) 
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Tab. 1 Přehled každodenně využívaných plastových materiálů, převážně nebiodegradabilních (pokračování, 
upraveno dle [4]) 

Typ polymeru Užití/aplikace 

Polyetereterketon (PEEK) 
Použití v letecké a vojenské technice, 
implantáty, jeden z nejdražších komerčních 
polymerů 

Polyethylentereftalát (PET) Láhve, vlákna, fólie 

Polykarbonáty (PC) 
CD, ochranné štíty a okna, semafory, čočky, 
fólie 

PC/ABS 
Směs vytváří pevnější polymer – výroba 
vnitřních a vnějších částí automobilů, výroba 
těla mobilních telefonů 

Polyamidy (PA) 
Textilní a jiná vlákna (silony – rybářství), 
štětiny kartáčků na zuby, žíně 

Polyuretany (PUR) 
Výroba molitanu, technická vlákna (vlasce, 
kartáče), izolační pěny, válce v tiskárnách 

Fenoplasty (PF) 
Brzdové materiály, lepidla, bakelit, elektrické 
zástrčky, lisovací hmoty 

Močovinoformaldehydové pryskyřice (UF) 
Lisovací hmoty, ztužovadla textilu a papíru, 
lékařská pojiva, dřevotřískové desky 

Melaminformaldehydové pryskyřice (MF) 
Finální povrchy stolů a nábytku, podložky 
v elektrotechnice, náhrada keramických 
hrníčků, tácků, misek (pro děti) 

 
Tab. 2 Aplikace biodegradabilních polymerních materiálů (upraveno dle [5]) 

Typ polymeru Užití 

Kyselina polyglykolová (PGA) 
Vstřebatelné nitě, kontrolovatelné 
uvolňování léčiv, implantáty 

Kyselina polymléčná (PLA) 
Mulčovací fólie, kompostovatelné pytle, 
systém postupného uvolňování pesticidů a 
hnojiv 

Polykaprolakton (PCL) 
Mulčovací a jiné zemědělské fólie, 
nádoby pro sazenice, pro výrobu systému 
pomalu se uvolňujících léčiv 

Polyhydroxybutyrát (PHB) 
Láhve, sáčky, obalový materiál, pleny na 
jedno použití, nosič pro kontrolované 
uvolňování léčiv 

Polyhydroxyvalerát (PHV) 
Biochemické aplikace, systém pro 
kontrolované uvolňování léčiv a 
insekticidů 

Polyvinylalkohol (PVA)  
Vlákna, zahušťovadlo a stabilizátor 
suspenzí, chirurgické nitě, výroba barev a 
lepidel, apretace papíru a textilu 

Polybutylen adipát tereftalát (PBAT) 
Kompostovatelné pytle, fólie pro 
zemědělské účely, pro průmysl rychlého 
občerstvení 

 
 

1.2. Biodegradace polymerních materiálů 
 
Pod pojmem biodegradace jsou zahrnuty procesy, kterými dochází k odbourávání 

organických látek působením mikroorganismů (nejčastěji pomocí mikroskopických hub a 
bakterií) [4] Biodegradace bývá ovlivněna teplotou, přítomností kyslíku, živin, vlhkostí, pH, 
světlem, ale také procesy jako je abiotická oxidace, fotooxidace či mechanické narušování 
materiálu apod. [6]. Polymerní látky, zvláště ty syntetické, představují pro mikroorganismy 
materiál obecně špatně přístupný a rozložitelný. Problém představuje především velká 
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molekulová hmotnost, dlouhé řetězce, hydrofobnost polymerů a jejich chemická struktura. 
Rychlost biodegradace bývá také ovlivněna síťováním a větvením řetězce polymerní 
molekuly či krystalickým a semikrystalickým uspořádáním polymerů [7].  

 
Biodegradace polymerních materiálů probíhá v několika na sebe navazujících krocích: 
 
• biodeteriorace- vlivem MO a/nebo abiotických faktorů dochází k dezintegraci 

materiálu tvorbou trhlin, pórů, atd.  
• depolymerizace- působením MO a jejich katalytických látek (specifických 

extracelulárních enzymů) a popřípadě volných radikálů nebo abiotických faktorů 
(světlo, teplo, chemická činidla) dochází ke štěpení polymerních molekul na 
oligomery, dimery či monomery, které jsou schopné poté projít přes buněčnou stěnu 
nebo cytoplasmatickou membránu mikroorganismu a tím být využity v dalším kroku 
biodegradace 

• asimilace- začlenění transportovaných molekul do metabolismu mikroorganismu 
v cytoplazmě, nastává produkce energie, biomasy a tvorba primárních a 
sekundárních metabolitů 

• mineralizace- konečné produkty, jako CO2, CH4, N2, H2O a další soli jsou 
vylučovány do extracelulárního prostředí [6, 8]. 

1.2.1. Enzymatická biodegradace 

Zvláštním druhem biodegradace je biodegradace uskutečňovaná pomocí mikrobiálních 
enzymů, makromolekul katalyzujících chemické reakce. Mikrobiální enzymy představují 
biologická agents, které poskytují účinný nástroj pro biodegradaci polymerů, aniž by byly 
dále ohroženy jiné složky životního prostředí [7, 9].  

Všechny mikroorganismy produkují a v různé míře uvolňují, do vnějšího prostředí, 
enzymy v širokém spektru aktivit. Kromě podmínky strukturní příbuznosti štěpitelných vazeb 
s vazbami v přírodních substrátech, enzymatická biodegradace polymerů závisí i v tomto 
případě na přístupnosti jednotlivých molekul polymeru pro interakci s enzymem. Je známo, že 
se zvyšujícím se stupněm krystalizace polymeru je limitován pohyb řetězců, čímž se snižuje 
schopnost biodegradačních agens (např. mikrobiálních lipáz) napadat tyto řetězce (Obr. 1) 
[10, 11]. 

 
Obr.  1 Schematické znázornění vlivu krystalizace polymeru na enzymatickou biodegradaci. Mikrobiální 
enzymy jsou schopny rozkládat amorfní podíl polymeru a hloubka biodegradace je ovlivněna přítomností 
krystalického podílu (upraveno dle [10]) 
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Z pohledu biodegradace polymerních materiálů lze enzymy, které se aktivně podílejí na 
tvorbě nízkomolekulárních látek, rozdělit do dvou kategorií: extracelulární a intracelulární 
depolymerázy [12].  

Z nich např. enzym laktáza produkovaná aktinomycetami Rhodococcus ruber by se 
mohla uplatnit při biodegradaci PE, kde by byla nápomocna v oxidaci hlavního C-H řetězce 
[9, 13]. Jako další enzymy, eventuelně nápomocny při biodegradaci PE, jsou uváděny 
proteázy, produkované druhy Brevibacillus sp. a Bacillus sp. [13].  Lipáza produkovaná 
druhem Rhizopus delemer a polyuretanová esteráza produkovaná Comamonas acidovorans je 
zodpovědná za degradaci nízkomolekulární PLA, zatímco vysokomolekulární PLA degraduje 
druh Amylotopsis sp. [9, 12]. Další enzymy zodpovědné za degradaci různých typů polymerů 
jsou uvedeny v Tab. 3. 
 
Tab. 3 Přehled vybraných druhů hub a bakterií účastnících se biodegradace polymerů (upraveno dle [9]) 

Zdroj Enzym Mikroorganismus Substrát Lit. 
glukosidáza Aspergillus flavus PCL  [13] 

kutináza Aspergillus oryzae 
Polybutylen 
jantaran (PBS) 

 [14] 

kataláza, 
proteáza 

Aspergillus niger PCL  [13] 

neznámý Streptomyces PHB, PCL  [13] 
ureáza Trichoderma sp. PUR  [15] 
kutináza Furasium PCL  [16] 
neznámý Amycolaptosis sp.  PLA  [16] 

Houby 

serinová 
hydroláza 

Pestalotiopsis 
microspora 

PUR  [17] 

lipáza Rhizopus delemer PCL  [13] 
neznámý Firmicutes PHB, PCL, PBS  [13] 

lipáza 
Penicillium, Rhizopus 
arrizus 

Polyethylen adipát 
(PEA), PBS, PCL 

 [13] Bakterie 

serinová 
hydroláza 

Pseudomonas stutzeri 
Polyhydroxy-
alkanoáty (PHA) 

 [16] 

 
Zjednodušeně lze mechanismus enzymatické biodegradace popsat ve dvou fázích. 

Mikroorganismy nejprve vyloučí extracelulární enzymy, které se adherují na substrát 
(polymerní materiál) a poté dojde k hydrolytickému štěpení materiálu (Obr. 2) [7, 9]. 

 
Obr.  2 Zjednodušený mechanismus enzymatické biodegradace polymerů (upraveno dle [9]) 
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1.3. Vybrané typy biodegradabilních polymerů 
 

1.3.1. Polyethylen (PE) s prooxidanty 

PE je obecně považován za polymer nepodléhající biodegradaci a to nejen proto, že má 
vysokou molekulovou hmotnost, je hydrofobní a neobsahuje polární funkční skupiny, které 
by mohly být napadnutelné enzymy mikrobiálního společenstva, ale také právě kvůli obsahu 
antioxidantů a stabilizátorů, které zabraňují oxidaci PE vlivem účinků vnějšího prostředí [20].  

V 30. letech 20. století byly intenzivně zkoumány možnosti stabilizace PE, jelikož 
podléhal vlivům prostředí a byl nestálý. Tato problematika byla vyřešena přídavkem 
antioxidantů a stabilizátorů při výrobním procesu. Nicméně, již koncem 80. let 20. století byly 
syntetické polymery tak hojně využívány, že se jimi bylo nutné zabývat, vzhledem k tomu, že 
začaly tvořit podstatnou část komunálního odpadu [21].  

Pokud PE modifikujeme přídavkem prooxidantů, které zvyšují citlivost polymerního 
řetězce vůči termo- a/nebo foto-oxidaci, snižuje se odolnost polymeru vůči abiotickým vlivům 
prostředí a dochází ke vzniku biodegradabilních nízkomolekulárních produktů. Tyto produkty 
jsou již více hydrofilní a mohou přestupovat do vodného prostředí a tím i do buněk 
mikroorganismů [22], kde nastává jejich úplná mineralizace. 

Podstatou prooxidantů jsou ionty přechodových kovů, většinou přidávaných ve formě 
organických komplexů (např. stearáty Fe3+, Mn2+, Co2+). Komplexy Fe3+ či Cu2+ přidávané do 
matrice PE podporují foto-oxidaci materiálu, zatímco komplexy Mn2+ a Co2+ jsou nezbytné 
pro zahájení termo-oxidace [23, 24]. 

Navzdory množství publikovaných prací zabývajících se biodegradací PE, není stále 
jisté, zda mikroorganismy hrají hlavní roli při jeho rozkladu. Prokázán byl ovšem růst MO na 
povrchu polymeru a také degradace nízkomolekulárních produktů abiotické oxidace pomocí 
Arthrobacter paraffineus [25] či Rhodococcus rhodochrous [26].  

Biodegradabilita PE je zkoumána nejčastěji v prostředí půdy či kompostu. V současné 
době je otázka jejich biodegradability a především časového horizontu těchto přeměn stále 
otevřená, nicméně se zdá, že tyto materiály nemohou být v souladu se současnými 
technickými normami definujícími pojem „biodegradabilní polymerní materiál“. 

1.3.2. Polyvinylalkohol (PVA) 

 
 

Obr.  3 Vzorec PVA 
 
Polyvinylalkohol (Obr. 3) je syntetický polymer rozpustný ve vodě. PVA není získáván 

přímo polymerací monomeru. Polymer vzniká hydrolýzou roztoku polyvinylacetátu 
v kyselém nebo zásaditém prostředí [27]. Díky hydrofilnosti polymerního řetězce je PVA 
široce využíván v průmyslových aplikacích jako adhezivum, v textilním a papírenském 
průmyslu, zlepšuje povrchy filmů a používá se k výrobě barev a lepidel na vodní bázi. Svým 
chováním v mnohém připomíná želatinu, proto se používá např. v potravinářském průmyslu 
pro výrobu ovocného želé, v chemickém průmyslu jako ochranný koloid pro suspenzní 
polymerace a jelikož je to polymer nerozpustný v olejích, tucích, nebo benzínu používá se pro 
přípravu impregnačních hmot [28].  
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Biodegradace PVA se začala zkoumat již před 70. lety. Prvním mikroorganismem, který 
byl v této souvislosti identifikován byla houba Fusarium lini B [29]. Počátkem 70. let 
20. století došlo k zintenzivnění výzkumů, které odhalily konkrétní druhy podílející se na 
rozkladu tohoto syntetického a ve vodě rozpustného polymeru. Mikroorganismy byly 
izolovány jak z půdy, např. Pseudomonas borealis O-3 [30, 31], tak z říční vody (Alcaligenes 
fecalis KK314 [30]). Dalším významným rodem podílejícím se na utilizaci PVA je rod 
Sphingomonas [33].  

Polyvinylalkohol není toxický, jeho zvýšená koncentrace v odpadních vodách je ovšem 
nežádoucí. PVA nejspíš prochází procesem čištění na čistírně odpadních vod, aniž by byl 
zcela odbourán. Jeho zvýšené množství ve vodě vede k produkci pěny, která brání přestupu 
kyslíku do vody a představuje vážnou hrozbu pro vodní organismy [34].  

Výzkum biodegradace PVA pokračuje i v dnešní době, což lze dát do souvislosti 
s rostoucí spotřebou tohoto polymeru zvláště v Asii, západní Evropě a USA [34]. 
Odbourávání PVA z životního prostředí nebrání jeho chemická struktura, jako tomu je u 
většiny polymerů. Nedostačující jsou informace o možné biodegradaci za podmínek 
anaerobních [35]. 

 

1.3.3. Polyestery (PES) a kopolyestery 

Polyestery představují skupinu plastů s širokým využitím. Z pohledu komerčního 
využití jsou především používány aromatické polyestery, jako poly(etylen tereftalát) (PET) 
nebo poly(butylen tereftalát) (PBT), pro jejich vynikající mechanické vlastnosti. Tyto 
polymery jsou ale doposud považovány za nebiodegradabilní [36].  

Změnu představuje kombinace alifatických a aromatických monomerů, kdy vzniká 
kopolyester vyznačující se výbornými mechanickými vlastnosti s dobrou biodegradabilitou 
[37] např. poly(butylen adipát tereftalát) (PBAT) či podobný materiál s komerčním názvem 
Ecoflex [38]. 

Významným zástupcem polyesterů, je kyselina polymléčná (PLA). PLA a její 
kopolymery jsou v posledních desetiletích ostře sledovány a to zejména proto, že je možné ji 
vyrobit z obnovitelných zdrojů (cukrová řepa, pšenice [39]), její mechanické vlastnosti jsou 
podobné polyolefinům a má schopnost se rozložit jak v lidském těle, tak v přírodě [40].  

Biodegradabilním plastem vyráběným z obnovitelných zdrojů je také poly(β-
hydroxybutyrát) (PHB). Jedná se o termoplastický polyester, netoxický a ve vodě nerozpustný 
polymer. Jako biokompatibilní polymer se široce využívá ve zdravotnictví (implantáty, 
chirurgické nitě) a ve farmacii. Svými zpracovatelskými a užitnými vlastnostmi se podobá 
polypropylenu (PP), avšak jeho rychlá termická degradace v blízkosti teploty tání, fyzikální 
stárnutí a vysoká cena brání jeho většímu uplatnění, např. v obalové technice [41]. Lepších 
mechanických vlastností PHB, lze dosáhnout přípravou směsí tohoto polymeru s jiným 
materiálem, např. s polyhydroxyvalerátem (PHV) [42] či ε-kaprolaktonem [41].  

Zástupcem alifatických polyesterů vyráběných z petrochemických prekurzorů je 
polykaprolakton (PCL). I když tento plast není vyráběn z obnovitelných zdrojů, je považován 
za zcela biodegradabilní, především v prostředí aktivovaného kalu, kompostu, půdy a mořské 
vody [43]. Jelikož má PCL nízkou teplotu tání (Tt= 59-64˚C) jeho využití, jako náhrady za 
konvenčně využívané nekompostovatelné plasty je obtížné.  Využívá se spíše v kombinaci 
s jinými polymery, např. se škrobem. Tímto je možné dosáhnout lepších zpracovatelských a 
mechanických vlastností [44]. 
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2. METODY STUDIA BIODEGRADACE POLYMER Ů 
 

Posuzovat biodegradabilitu materiálů lze pomocí metod založených na studiu 
rozličných charakteristik, například na redukci průměrné molekulové hmotnosti [45], změně 
mechanických vlastností a povrchu materiálu [46], produkci CO2 [47], zkoumání 
mikrobiálního ataku [48, 49], apod. Pro zkoumání biodegradace materiálu lze také použít 
metody molekulární biologie, které jsou rychlé, spolehlivé, reprodukovatelné a relativně levné 
[50]. 

Některé postupy založené na výše uvedených metodikách jsou normovány světovými 
standardizačními institucemi, např. ISO (International Organization for Standardization), 
ASTM (American Standard Test Method), CEN (European Standardization Committee) [51]. 
 

 
2.1. Metody založené na materiálové charakterizaci polymerů 
 
Primární vliv na rozklad polymerů v procesu biodegradace má jejich struktura. Určení 

podílu krystalické a amorfní složky polymerního materiálu může sloužit k bližšímu odhadu 
chování materiálu v procesu biodegradace. Biodegradaci nejsnáze podléhá amorfní podíl 
materiálu, jelikož části řetězců v těchto místech mají větší možnost pohybu a také jsou volněji 
uspořádány. Takto je umožněna rychlejší difuze malých molekul, např. vody, do materiálu. 
K určení stupně krystalinity lze využít termoanalytickou metodu, diferenciální skenovací 
kalorimetrii (DSC) či rentgenovou difrakci [52].  

Míru biodegradace je možné pozorovat změnou mechanických vlastností materiálu. 
Určujícím faktorem může být snížení molekulové hmotnosti, což vede např. ke snížení 
pevnosti materiálu v tahu [53].   

Biodegradaci materiálu lze posuzovat také užitím gelové permeační chromatografie 
(GPC). GPC umožňuje určit distribuční křivku molekulové hmotnosti polymeru a z jejich 
změn v průběhu procesu lze hodnotit charakter biodegradace, např. tvorbu 
nízkomolekulárních frakcí [53].  

K získání vizuálních a kvantitativních charakteristik o struktuře povrchu materiálu bývá 
využíván optický a skenovací elektronový mikroskop (SEM). SEM poskytuje detailnější 
informace o této struktuře, např. charakterizuje topografii povrchu (přítomnost trhlin, děr), 
krystalickou strukturu, chemické složení atd. Pomocí SEM je možné sledovat tvorbu biofilmu 
na studovaných polymerech [54]. 

Další chemické změny, které mohou nastat v materiálu během biodegradace, lze 
studovat infračervenou spektroskopií (IČ) [55]. Pomocí IČ lze sledovat vznik nových 
chemických vazeb či skupin. Např. v případě PE lze nárůstem karbonylového indexu, který je 
získán výpočtem z podílu absorbancí karbonylového píku (vlnočet 1713 cm-1) a píku -CH2 - 
(vlnočet 1465 cm-1) určit míru oxidace testovaného polymeru během biodegradačního 
procesu. Z grafické závislosti karbonylového indexu na čase, po který byl vzorek vystaven 
abiotické oxidaci lze pozorovat, jak se např. s dobou termooxidace zvyšuje stupeň zoxidování 
materiálu [23]. 
 

2.2. Metody založené na produkci plynů 
 
Tyto metody mají nezastupitelný význam v posuzování biodegradability polymerů. Lze 

jimi studovat konečnou mineralizaci materiálu na základě vyprodukovaného množství CO2 či 
spotřebovaného O2. Podíl mineralizace odpovídá vyvinutému množství oxidu uhličitého 
z posuzovaného materiálu. Ze zjištěného množství vyprodukovaného CO2 je přepočítána 
mineralizace uhlíku z materiálu, na jeho základě teoretického množství v materiálu, který 
může být určen elementární analýzou nebo výpočtem [56].   
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Vyprodukovaný CO2 může být měřen respirometrickou metodou kumulativní (CMP-
cumulative measurement respirometric) či přímou (DMP- direct measurement respirometric). 
V případě metody CMP je vyvinutý CO2 zachycován do roztoku NaOH či Ba(OH)2 a poté je 
rozpuštěný CO2 titrován známou koncentrací H2SO4. Metoda DMP využívá k určení 
produkce CO2 plynovou chromatografii (GC) či IČ spektroskopii [56, 57]. 
 

2.3. Možnosti použití molekulárně biologických metod 
 
Metody molekulární biologie nachází využití zejména k identifikaci a monitorování 

mikroorganismů při biodegradaci v přirozených prostředích, například půdě. K identifikaci se 
nejčastěji používá amplifikace genu 16S rDNA, protože tento gen je přítomen ve všech 
bakteriích a existují velmi bohaté databáze jeho sekvencí. 

PCR amplifikace genu 16S rDNA umožňuje pochopit složení společenstev, především 
mikroorganismů přítomných v prostředí, které nejsou kultivovatelné a není je tedy možno 
studovat metodami klasické mikrobiologie [58].   

Mezi nejvíce používané kultivačně nezávislé metody patří DGGE (gelová elektroforéza 
v gradientu denaturačních činidel) či TGGE (gelová elektroforéza v teplotním gradientu). 
Výhodou TGGE je, že metoda pracuje na jednodušším principu a je vhodná pro separaci 
dlouhých řetězců DNA a RNA [58, 59].  Před použitím metody DGGE či TGGE je nutná 
izolace DNA a PCR amplifikace fragmentu vhodného genu. Jednou z předností těchto technik 
je možnost izolace DNA fragmentů z jednotlivých bandů a jejich následná identifikace 
(Obr. 4).  

 
Obr.  4  Schéma na sebe navazujících kroků experimentu od izolace DNA z environmentálního vzorku, po 
konečnou identifikaci fragmentu DNA z TGGE gelu 

 
Jako další molekulárně biologickou metodu, která se používá pro výzkum biodegradací, 

je možné zmínit RFLP (restriction fragment length polymorphism). Technikou lze obdobně, 
jako u TGGE či DGGE, získat fingerprint komplexního mikrobiálního společenstva [60]. 

2.3.1. Izolace DNA 

Prvním krokem většiny molekulárně biologických metod je izolace genetického 
materiálu. Izolace DNA z environmentálních vzorků spočívá v extrakci nukleových kyselin z 
buněk mikroorganismů, odstranění kontaminujících složek a eliminace sloučenin, které 
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inhibují či snižují citlivost následujících analýz (polymerázová řetězová reakce, hybridizační 
techniky, apod.) [61]. 

Jelikož je k dispozici nepřeberné množství izolačních protokolů, které mohou významně 
ovlivnit složení mikrobiální komunity, volba vhodné techniky je klíčovou záležitostí [62].  
Výběr závisí na povaze zkoumaného vzorku [63, 64, 65] a na účelu, ke kterému budeme dále 
s DNA pracovat. Např. užití ultrazvuku [66] či techniky kombinující mletí, zmrazování a tání 
[62] vzorku pro rozrušení buněk MO se jeví být úspěšné v případě, kdy pracujeme s půdou 
s vyšším obsahem jílu/bláta a chceme-li získat DNA o vysoké molekulové hmotnosti (cca 20 
kb) [61, 62, 63, 67]. Zvolíme-li k fyzikálnímu rozrušení buněk kuličky (nejčastěji skleněné), 
získáme obecně vyšší výtěžek nukleové kyseliny, která je tvořena převážně krátkými 
fragmenty DNA [68]. Nicméně, tento způsob lyze je účinnější pro G+ bakterie, jelikož dokáže 
rozrušit jejich komplikovanější buněčnou stěnu, tvořenou silnou vrstvou peptidoglykanu.  

Pro extrakci DNA je možno využít různé techniky, např. lze zmínit fenol-
chloroformovou extrakci a použití chromatografických kolonek. Pomocí fenol-chloroformové 
metody se extrahují nukleové kyseliny rozpuštěné ve vodném prostředí a odstraňují se ostatní 
složky lyzátu, např. proteiny, lipidy, nízkomolekulární látky [61]. Extrakce DNA pomocí 
kombinace chromatografických kolonek a centrifugace bývá využíváno v komerčně 
dostupných kitech. 

Vzrůstající počet publikací zabývající se izolačními protokoly a extrakčními 
technikami, ukazuje na důležitost těchto kroků v molekulární biologii a to především z toho 
důvodu, že volbou extrakčního protokolu je možné ovlivnit výslednou fylogenetickou 
diverzitu získané DNA [62, 69, 70].  Tudíž, čím více „drastický“ izolační protokol použijeme, 
tím je větší pravděpodobnost získání DNA, např. z G+ bakterií, ze zkoumaného vzorku. 

2.3.2. TGGE 

TGGE představuje techniku používanou v molekulární biologii. Lze pomocí ní rychle a 
spolehlivě charakterizovat složení mikrobiálního společenstva a studovat jeho změny v 
prostoru a čase [71].  

Metoda je založena na separaci DNA fragmentů o stejné, či podobné velikosti, které se 
liší pořadím nukleotidů. Směs DNA fragmentů se dělí elektroforeticky v akrylamidovém gelu, 
který obsahuje denaturační činidla: močovinu a formamid. V závislosti na obsahu 
denaturačních činidel v gelu, teplotě a obsahu G-C a A-T párů v amplikonech, dochází 
k jejich postupné denaturaci a jejich zastavení v gelu. Z  původní dvouřetězcové molekuly se 
stává částečně jednořetězcová struktura.  

Aby byly zlepšeny detekční schopnosti TGGE, obsahuje jeden z primerů, tzv. forward, 
GC-svorku, tvořenou GC nukleotidy [72, 73]. Ta je připojena k 5´-konci primeru a má délku 
asi 40 párů bází (bp) [70]. Při postupu DNA fragmentů akrylamidovým gelem nenastane 
v oblasti GC-svorky úplné rozvolnění dvouřetězcové struktury DNA (dsDNA) na 
jednořetězcovou (ssDNA). Dojde pouze ke skokovému snížení mobility tohoto DNA 
fragmentu v gelu. Pomocí GC svorky se signály jednotlivých bandů stávají ostřejšími [74]. 

Na TGGE systému lze vzorky separovat buď paralelně či kolmo vůči teplotnímu 
gradientu. Zatímco kolmá TGGE je hlavně užívána k optimalizaci podmínek separace, 
paralelní TGGE (Obrázek 4) poskytuje rychlou analýzu různých vzorků [75]. 

Výsledkem separace je tzv. fingerprint, který je složen z jednotlivých bandů, které 
reprezentují dané mikrobiální společenstvo [70, 71], (Obr. 5). 
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Obr.  5 Výsledný paralelní TGGE gel z procesu biodegradace polymerního materiálu. Dráhy 1-6 představují 
vzorky odebrané v daných dnech biodegradace. Jednotlivé bandy zobrazují signály dominantních druhů 
mikroorganismů během procesu. V horní části gelu je patrné zesilování intenzity bandu, což poukazuje na 
množení určitého MO, který využívá polymer pro svůj růst 
  

Fragmenty DNA nanášené na TGGE gely jsou obvykle produkty PCR. V závislosti na 
původu amplifikovaného DNA fragmentu vzorku a očekávané velikosti amplikonů jsou 
voleny příslušné primery. Je možné použít primery univerzální či specifické. S pomocí 
univerzálních primerů [72] můžeme například amplifikovat 16S rDNA gen všech eubakterií 
ve vzorku. Specifické primery použijeme k získání informací o zvolených taxonomických 
skupinách mikroorganismů. Tzn. ve vzorcích z biodegradace PLA budeme očekávat 
důležitost aktivity aktinomycet, jako dominantních degradérů. Pro amplifikaci cílených 
fragmentů DNA tedy použijeme specifické primery pro aktinomycety [76], abychom na 
TGGE gelu získali signály odpovídající této skupině mikroorganismů.  

Vyšší specifičnosti a zvýšení množství připravených PCR produktů nanášených na 
TGGE gely, je možno dosáhnout modifikací techniky polymerázové řetězové reakce, tzv. 
nested PCR (Obr. 6). Amplifikace genu 16S rDNA probíhá v tomto případě dvoufázově. 
V první fázi, s 20-30 amplifikačními cykly, je pomocí jedné dvojice primerů namnožena delší 
sekvence nukleové kyseliny. Takto získané amplikony jsou přeneseny do nové amplifikační 
zkumavky obsahující druhou dvojici primerů, specifických k vnitřnímu úseku amplikonů. Ve 
druhé fázi, opět s 20-30 amplifikačními cykly, získáme amplikony s kratší vnitřní sekvencí. 
Touto modifikací PCR lze dodatečně zředit inhibitory polymerázy. Nevýhodou nested PCR 
může být vyšší riziko kontaminace [77]. 
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Obr.  6 Princip nested PCR 

 
Jedním z dalších faktorů, který ovlivňuje výsledný TGGE gel je systém použitých 

pufrů. Zvolit lze např. TAE (tris- acetát – EDTA) či TBA (tris- borát- EDTA) pufr.  
Vizualizaci DNA fragmentů v TGGE gelu lze provádět různými barvícími technikami. 

Je možné použít interkalační barviva jako např. ethidiumbromid, SYBR Green, GelRed nebo 
barvit gely pomocí stříbra. Jednotlivé techniky se od sebe liší citlivostí. Za velmi citlivou 
metodu je považována detekce fragmentů DNA pomocí stříbra, které obarví i ty nejméně 
výrazné fragmenty DNA. Nevýhodou tohoto barvení je jeho časová náročnost, finanční 
stránka a skutečnost, že takto obarvené gely lze obtížně použít pro další práci s DNA [78]. 
Alternativou, umožňující sledovat méně dominantní fragmenty DNA, může být barvivo 
GelRed. Barvivo nezpůsobuje obarvení pozadí a lze jej bezpečně likvidovat [78]. 

Silnou stránkou techniky TGGE je možnost izolace DNA z jednotlivých bandů. Místo 
v gelu obsahující zajímavý band může být vyříznuto a DNA z tohoto kousku gelu izolována a 
po přečištění a sekvenaci, identifikována. Tento postup má však svá úskalí, v podobě možné 
přítomnosti většího množství sekvencí obsažených v jednom bandu, časové náročnosti a 
degradace DNA vlivem UV záření [72, 75]. 

 Metoda je dále využívání i v jiných výzkumných oblastech jako je mikrobiální 
ekologie, molekulární biologie, lékařství (sledování mutací) [72], apod. 

2.3.3. Fylogenetická analýza 

Studium vzájemných vztahů mezi různými taxonomickými jednotkami lze uskutečnit 
pomocí fylogenetické analýzy. Příbuzenské vztahy lze posuzovat např. na základě genetické 
příbuznosti [79]. 

 Grafickým znázorněním fylogenetické analýzy je fylogenetický strom (Obr. 7).  
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Obr.  7 Fylogenetický strom sekvencí získaných z TGGE analýzy 

 
V některých fylogenetických stromech mohou místo taxonomických jednotek 

vystupovat přímo jednotlivé biologické druhy nebo i jednotlivé geny [79].  
V našem případě je ve fylogenetickém stromu vizualizována příbuznost mezi 

sekvencemi bází genu kódujícího 16S rDNA nalezenými ve vzorku. 

2.3.4. Tvorba a sekvenace DNA knihoven 

Vložíme-li specifický fragment DNA do klonovacího vektoru (plazmidu, kosmidu, 
bakteriofágu, apod.) a tuto rekombinantní molekulu DNA pomnožíme v hostitelské buňce 
(nejčastěji bakterii) získáme identické kopie neboli klony. Soubor těchto rekombinantních 
plasmidů nesoucí vložené fragmenty DNA představuje tzv. DNA knihovnu [80].  

Tvorbou takovýchto DNA knihoven lze alternativně zkoumat společenstvo 
mikroorganismů při biodegradacích. Směs DNA fragmentů se rozdělí do klonů, ty se pomnoží 
a pak se sekvenují. Nejčastěji se tímto způsobem zkoumají právě sekvence genu 16S rDNA. 

2.3.5. Real- time PCR (RT-PCR) 

Stanovení množství určité sekvence DNA ve vzorku, se provádí pomocí tzv. real-time 
PCR (též označována jako kvantitativní PCR; qPCR). Množství ampilifovaného produktu je 
sledováno pomocí fluorescenčních sond či barviv na základě změny intenzity fluorescenčního 
záření, která je přímo úměrná množství produktu. Prakticky se tento druh PCR provádí na 
cyclerech, kdy se v každém cyklu PCR detekuje fluorescence. Kvantifikace se provádí 
pomocí amplifikačních křivek, které vznikají vynesením fluorescence oproti pořadí cyklu 
[81]. 

Tato metoda znamenala převrat v molekulární diagnostice, právě kvůli možnosti 
kvantifikovat množství určité sekvence DNA ve vzorku [81]. 
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3. CÍLE PRÁCE 
 
Cílem předkládané disertační práce bylo studium biodegradovatelných polymerních 

materiálů, především jejich biodegradace v prostředí půdy, kompostu případně ve vodném 
prostředí. Zavést a aplikovat vybrané molekulárně biologické metody pro studium 
mikrobiologie biodegradace polymerů. Našimi cíly bylo: 

1. Sledovat biodegradaci připravených abioticky oxidovaných vzorků polyethylenů 
s prooxidanty. 

2. Zavést vybrané molekulárně biologické metody v laboratoři fakulty a demonstrovat 
jejich použitelnost pro studium biodegradace polymerních látek. Klíčové zde bylo 
zavedení metody gelové elektroforesy v teplotním gradientu. 

3. Sledovat biodegradaci PVA za denitrifikačních podmínek, případně aplikovat zvolené 
molekulárně biologické metody pro studium této problematiky. 

4. Sledovat mikrobiologii biodegradace PLA v závislosti na jeho formě a distribuci 
molekulových hmotností pomocí zvolených molekulárně biologických metod. 
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4. ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 
 
Studium biodegradace materiálů bylo provedeno pomocí inkubačních testů s plynově 

chromatografickou koncovkou. Sledován byl úbytek polymeru v čase. 
Současně byly aplikovány molekulárně biologické metody pro získání informací o 

mikrobiologii degradace zkoumaných polymerů. Pomocí metody izolace nukleových kyselin 
byla získána DNA vzorků a vhodnou PCR metodou byl amplifikován gen 16S rDNA. 
Technikou TGGE došlo k získání signálů dominantních mikroorganismů účastnících se 
procesu biodegradace. Paralelně bylo možné výsledky TGGE potvrdit vytvořením knihovny 
klonů zvoleného genu a sekvenováním zvoleného počtu těchto klonů. 

 
4.1. Stanovení míry biodegradace 

 

4.1.1. Úprava vzorku pro biodegradační testy 

Abiotická oxidace, která byla provedena v případě studia biodegradace PE, simulovala 
stárnutí materiálu, za podmínek vystavení vlivům prostředí (světla, tepla), po určitou dobu. 
Docílena byla redukce molekulové hmotnosti polymeru a tvorba nízkomolekulárních látek, 
které pak mohly být asimilovány mikroorganismy [54]. 

4.1.2. Biodegradační testy 

Vzorek polymeru byl smíchán s perlitem, který zajistil provzdušňování půdy či 
kompostu, minerálním médiem, které sloužilo pro dosažení dostatečné vlhkosti prostředí a 
jako zdroj esenciálních prvků pro mikroorganismy a inokulem.  

Biodegradační testy probíhaly v biometrických lahvích (Obr. 8). Po dobu několika 
měsíců byly z lahví odebírány vzorky plynné fáze, která byla analyzována metodou plynové 
chromatografie. Zjišťováno bylo množství vyvinutého CO2 a spotřebovaného O2. Množství 
vyprodukovaného CO2 v lahvi nám posloužilo pro stanovení stupně biodegradace 
zkoumaného polymeru. 

 

 
 

Obr.  8 Biometrická láhev pro sledování míry biodegradace polymerů, která je opatřena uzávěrem se septem pro 
odběr vzorku plynné fáze a dvěma dalšími otvory pro provzdušňování 
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4.2. Stanovení míry biodegradace PVA ve vodném prostředí 
 
Biodegradační testy s polyvinylalkoholem byly prováděny ve vodném prostředí za 

denitrifikačních podmínek. Biometrické láhve obsahovaly minerální médium, zkoumaný 
polymer, KNO3 jako terminální akceptor pro denitrifikaci a aktivovaný kal, jako zdroj MO. 
Koncentrace PVA byla v průběhu biodegradace zjišťována jodometricky. 

 
4.3. Molekulárn ě biologické metody 
 
Prvním krokem, pro práci s jednotlivými vzorky, byla extrakce DNA pomocí vhodné 

metody. Následně byly vzorky amplifikovány metodou PCR, kontrola úspěšnosti postupu 
byla provedena pomocí agarózové elektroforézy. Získané PCR fragmenty byly separovány 
s užitím gelové elektroforézy v teplotním gradientu. Po skončení TGGE byly z výsledného 
gelu vyříznuty bandy, DNA v těchto signálech byla sekvenována a identifikována v databázi 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pomocí aplikace BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

4.3.1. Izolace nukleových kyselin 

Klíčovou roli zde hrálo rozrušení membrán mikroorganismů a následná separace a 
purifikace nukleových kyselin. Byl zvolen kit, který zahrnuje v izolačním protokolu třepání se 
skleněnými kuličkami (tzv. bead beating), jelikož bylo předpokládáno, že významnou úlohu 
v biodegradačním procesu hrají G+ bakterie, u nichž je známo, že mají odolnou buněčnou 
stěnu. Užitím jiného druhu izolačního protokolu došlo ke zkreslení výsledku. 

4.3.2. PCR 

Získaná DNA byla amplifikována pomocí techniky PCR. Pro vzorky z různých 
prostředí byla metoda vždy modifikována, tj. byl zvolen vhodný druh PCR metody, vybrány 
vhodné primery s ohledem na očekávaný výsledek, upravena nasedací, tzv. annealingová, 
teplota primerů, počet cyklů, apod.  

Kontrola úspěšnosti postupu byla uskutečňována pomocí agarózové elektroforézy. 
Dokumentace výsledků byla provedena pomocí dokumentačního systému. 

4.3.3. TGGE 

PCR fragmenty DNA byly separovány pomocí TGGE Maxi Systému (Obr. 9). Dle 
povahy separovaných fragmentů byl vytvořen akrylamidový gel o příslušných koncentracích 
denaturačních činidel. Byl zvolen vhodný rozsah denaturačních teplot. Fragmenty 
odpovídající přítomným bakteriím byly separovány nejčastěji v rozsahu 35-55˚C [74], kdežto 
fragmenty přítomných aktinomycet potřebovaly vyšší teplotní rozpětí 40-60˚C [76], jelikož 
obsahují větší podíl GC párů. Dále byla na přístroji nastavena délka separace a elektrické 
napětí. 

Po skončení elektroforézy byl gel neprodleně nabarven vhodnou metodou, např. 
interkalačními barvivy. K vizualizaci jednotlivých signálů DNA byl použit stejný 
dokumentační systém, jako při práci s agarózovým gelem. 
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Obr.  9 TGGE Maxi Systém pro separaci PCR amplikonů 

4.3.4. Excise a purifikace bandů 

Signál na TGGE gelu byl identifikován tak, že konkrétní band byl vyříznut a DNA, 
obsažena v bandu, byla eluována do roztoku. Způsob eluce DNA byl postupně optimalizován 
pro jednotlivé vzorky. Eluovaná DNA byla reamplifikována se stejnými primery (s 
vynecháním GC svorky) a následně byla přečištěna a sekvenována. 

4.3.5. Klonování a tvorba DNA knihovny 

Složení mikrobiálního společenstva podílejícího se na zkoumaném procesu lze sledovat 
také přístupem s vytvořením DNA knihovny.  

Metodou PCR byl fragment 16S rRNA genu amplifikován pomocí vhodných primerů ze 
všech přítomných bakterií. Fragment DNA byl přečištěn pomocí elektroforézy v agarózovém 
gelu. Restrikční štěpení vektoru (plasmidu, kosmidu, bakteriofágu) a insertu proběhlo jak se 
získáním lepivých tak tupých konců, dle výběru restrikčních endonukleáz. Připravené 
fragmenty DNA (tedy izolované vektory a geny) byly spojeny ligací, do funkčních 
rekombinantních replikonů. Následným procesem transformace byla rekombinantní molekula 
DNA vložena do živé buňky (bakterie E. coli). Zde došlo k několikanásobné replikaci 
vloženého genu. Následovala selekce transformantů na Petriho miskách s antibiotikem, ke 
kterému poskytoval gen na klonovacím vektoru resistenci. Pomocí optimalizovaného postupu 
byla vyizolována plasmidová DNA z vybraných klonů. Pro potvrzení přítomnosti jak vektoru, 
tak plasmidu ve vzorku (klonu), byla provedena restrikční analýza. Na závěr proběhlo 
sekvenování zvoleného počtu náhodně zvolených klonů, čímž byla umožněna identifikace 
většinových mikroorganismů ve zkoumaném společenstvu. 

4.3.6. Real-time PCR (RT-PCR) 

Touto metodou bylo stanoveno množství určité sekvence DNA ve vzorku pomocí 
fluorescenčních sond (interkalačních barviv). Reakce byly složeny ze stejných reagencií jako 
u klasické metody PCR s tím rozdílem, že byla přidána fluorescenční značka, kterou byla 
zajištěna možnost kvantifikace vzorku. Analýza byla prováděna na přírodovědecké fakultě 
Univerzity Karlovy v Praze. 
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5. PUBLIKOVANÉ PRÁCE 
 
Tato kapitola se zabývá stručným popisem čtyř publikovaných prací v odborných 

časopisech, které vznikly během doktorského studia. Práce jsou rozděleny do dvou 
tématických celků, vzhledem ke kombinaci použitých metod a materiálů.  

První celek, který se skládá ze dvou publikací, je věnován studiu biodegradability 
polyethylenových fólií obsahující prooxidanty. Biodegradabilita PE byla sledována 
v prostředí půdy a kompostu pomocí konvenčních metod. 

V druhém tématickém celku, obsahujícím rovněž dvě publikace, byl průběh 
biodegradace sledován s kombinací konvenčních a vybraných molekulárně biologických 
metod. Konkrétně byla sledována schopnost biodegradace PVA za denitrifikačních podmínek 
v prostředí aktivovaného kalu a mikrobiologie biodegradace PLA v závislosti na její formě a 
distribuci molekulových hmotností.  

Každá podkapitola je věnována konkrétní publikaci. 
 
5.1. Srovnání biodegradability různých PE fólií obsahující prooxidanty (Příloha 

P1) 
 
Studiu biodegradability byl podroben vysokohustotní (HDPE), nízkohustotní (LDPE) a 

lineární (LLDPE) polyethylen ve formě tenkých fólií s různým složením a množstvím 
prooxidantů. Podstatu prooxidantů tvořil organický komplex přechodových kovů v kombinaci 
Mn2+ a Fe3+, Mn2+, Fe3+ a Co2+ v různých koncentracích.  

V první části studia rozsahu biodegradace PE fólií s prooxidanty byla provedena 
abiotická úprava jednotlivých vzorků. Polymery byly podrobeny tzv. urychlenému stárnutí ve 
speciální tomu určené komoře. Dávka záření a stupeň oxidace materiálu odpovídal vystavení 
venkovnímu prostředí po dobu asi 3 let za podmínek odpovídajícím středoevropskému 
klimatu v letním období.  Působením světla a tepla, tj. fotooxidací a termooxidací, docházelo 
ke stárnutí polymeru, což mělo za následek křehnutí materiálu vlivem redukce molekulové 
hmotnosti polymeru a tvorbu nízkomolekulárních produktů. Stupeň oxidace materiálu byl 
sledován pomocí FTIR, NMR a gelové permeační chromatografie.  

 Druhá část experimentů byla věnována sledování vlastní biodegradaci  PE fólií. 
Abioticky předupravené PE fólie byly současně podrobeny, jak inkubaci v prostředí 
minerálního média za účasti čistého kmene bakterie Rhodocccus rhodochrous, tak byla 
sledována jejich schopnost biodegradace v prostředí půdy a kompostu.  

Metabolická aktivita bakteriální kultury v minerálním médiu byla zjišťována pomocí 
stanovení množství adenosintrifosfátu (ATP). Bylo zjištěno, že povaha prooxidantů je 
hlavním faktorem ovlivňující biodegradaci PE fólií. Určující je zejména vzájemné množství 
kovů v organickém komplexu. Konkrétně bylo zjištěno, že vyšší koncentrace Co2+ iontů v 
matrici PE fólií vedla k inhibici metabolismu R. rhodochrous, tedy nízkým hodnotám ATP a 
k nízké životaschopnosti buněk na konci experimentu. 

 K získání informací o průběhu biodegradace PE fólií v komplexním prostředí byly 
provedeny pokusy v půdě a kompostu. U vybraných polymerů byla biodegradabilita 
stanovena měřením produkce CO2. Paralelně byly testovány referenční látky, které, jak se 
dalo očekávat, byly ze 100% biodegradabilní, v případě celulózy v horizontu 140 dnů a u 
hexadekanu 250 dnů v prostředí kompostu. Látkou nejsnáze podléhající biodegradaci byl 
LLDPE, který byl mikrobiálním konsorciem metabolizován z 24% za dobu 317 dnů. HDPE 
představoval matrici velmi špatně podléhající biodegradaci. Obdobných zjištění bylo 
dosaženo v biodegradačních pokusech provedených se stejnými polymery v prostředí půdy.  

Výsledky získané z obou způsobů inkubace PE fólií byly nejen souhlasné navzájem, ale 
také se shodovaly se závěry dosaženými pomocí techniky SEM. Byla potvrzena shoda mezi 
schopností polymeru podléhat biodegradaci a tvorbou biofilmu na povrchu polymeru. 
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Studie byla uskutečněna ve spolupráci s kolegy na univerzitě v Clermont-Ferrand, 
předkladatelka disertační práce měla na starosti biodegradační pokusy v komplexních 
prostředích tj. půdě a kompostu, podílela se rovněž na přípravě a redakci publikace. 
 

5.2. Aerobní biodegradace polyethylenových fólií obsahující prooxidanty a 
uhličitan vápenatý jako plnivo (Příloha P2) 

 
Hlavním cílem této studie bylo zkoumání vlivu plniva tj. mletého uhličitanu vápenatého 

v PE na průběh biodegradačních procesů.  
Biodegradaci byly podrobeny vzorky LDPE ve formě tenkých fólií s prooxidanty 

(Mn2+) a jeden vzorek obsahoval jemně namletý uhličitan vápenatý.  
Fólie byly nejprve předupraveny abiotickou oxidací, konkrétně termooxidací. Stupeň 

oxidace materiálu katalyzovaný prooxidanty byl měřen pomocí FTIR. Nižšího karbonylového 
indexu, tj. nižšího stupně oxidace, bylo dosaženo v případě LDPE s plnivem, což bylo zřejmě 
způsobeno některým ze stabilizačních účinků plniva CaCO3.  

Jako doplňující experiment, potvrzující oxidaci materiálu, bylo provedeno měření 
prodloužení při přetržení. U obou vzorků bylo zjištěno zhoršení mechanických vlastností, tj. 
ztráta pevnosti.  

K určení distribuční křivky molekulové hmotnosti polymerů byla užita gelová 
permeační chromatografie. 

Vlastní biodegradace termálně oxidovaných PE fólií byla sledována v prostředí půdy a 
vyzrálého kompostu. Zkoumány byly především rozdíly v průběhu a rozsahu biodegradace 
mezi polymery s a bez obsahu plniva.  

Přítomnost CaCO3 při biodegradaci v půdním prostředí mělo zanedbatelný vliv na 
biodegradabilitu LDPE fólií, což potvrzují také snímky získané ze skenovací elektronové 
mikroskopie, kdy na povrchu materiálu docházelo k tvorbě biofilmu.  

Naopak, biodegradace v prostředí vyzrálého kompostu poukazovala na významně 
rychlejší mineralizaci LDPE bez plniva. Tento průběh mineralizace byl pravděpodobně 
ovlivněn vyšší teplotou při inkubaci, čímž mohla být způsobena snazší dostupnost 
biodegradabilních frakcí materiálu a projevil se vyšší stupeň oxidace materiálu bez plniva.  

Účast a přítomnost mikrobiálního konsorcia na mineralizaci materiálu byla potvrzena 
technikou SEM. Tvorba husté sítě bakteriálních vláken byla charakteristická pro termofilní 
aktinobakterie. 

Tato studie byla provedena ve spolupráci s kolegy z Centra polymerních systémů 
fakulty technologické Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně. Autorka disertační práce měla na 
starosti biodegradační pokusy v komplexních prostředích tj. půdě a vyzrálém kompostu, 
podílela se rovněž na přípravě a redakci publikace. 

 
5.3. Biodegradace PVA za denitrifikačních podmínek (Příloha P3) 

 
Schopnost biodegradace PVA za denitrifikačních podmínek byla sledována v prostředí 

aktivovaného kalu, který byl získán z centrální ČOV Zlín-Malenovice. Pro srovnání průběhu 
biodegradace byly experimenty provedeny také za podmínek aerobních. K získání informací o 
konkrétním degradéru tohoto polymeru bylo využito kombinace konvenčních a molekulárně 
biologických metod. 

Počáteční experimenty inkubace polymeru s minerálním médiem a čerstvým 
aktivovaným kalem obohaceným o dusičnany (denitrifikační kal) nebyly úspěšné. Za těchto 
podmínek nebyla mikrobiální kultura téměř schopna PVA využívat jako zdroj uhlíku. Situace 
se změnila s obohacením čerstvého denitrifikačního kalu inokulem mikroorganismů z 
předešlého a ukončeného experimentu biodegradace PVA. Takto byl postupně získán tzv. 
adaptovaný kal s obohacenou mikrobiální komunitou. S užitím adaptovaného kalu byl 
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eliminován výskyt lagové fáze v počátku biodegradace PVA a mikrobiální konsorcium bylo 
schopno polymer hned využívat. Srovnáním křivek demonstrujících průběh biodegradace 
PVA za aerobních a anaerobních podmínek bylo konstatováno, že bakteriální komunita 
utilizující polymer není na koncentraci kyslíku životně vázána, tj. tyto mikroorganismy lze 
zařadit do skupiny fakultativně anaerobních  MO.  

Izolace případných degradérů PVA nejprve proběhla konvenčním způsobem. Vzorky s 
obohacenou mikrobiální komunitou byly přeneseny na selektivní agar, nicméně se nepodařilo 
degradéra vyizolovat. 

Užití molekulárně biologických metod bylo klíčovým bodem k izolaci a následné 
identifikaci druhu podílejícím se na mineralizaci PVA za denitrifikačních podmínek. 
Technikou TGGE, založenou na amplifikaci 16S rRNA genu V3 hypervariabilního regionu, 
byla zkoumána, v jednotlivých časových intervalech, dynamika biodegradace PVA. Analýzou 
TGGE profilů gelů byl vyselektován potenciální a dominantní degradér polyvinylalkoholu. 
K potvrzení převahy degradéra při biodegradaci, byla vytvořena DNA knihovna klonů genu 
16S rDNA přítomných v konsorciu. Z 60-ti náhodně vyselektovaných klonů převládaly dva 
typy patřící do třídy  Gammaproteobakterií. Jednalo se o druh Steroidobacter sp. ZUMI 37 a 
Dokdanella sp. LM.  

Fylogenetická analýza získaných sekvencí z TGGE gelů potvrdila příbuzenské vztahy 
mezi Steroidobacterem sp. ZUMI 37, aerobním PVA degradérem izolovaným z půdy, a 
sekvencí získanou z obohaceného konsorcia v naší laboratoři. Předpokládaný degradér 
polyvinylalkoholu za denitrifikačních podmínek byl označen Steroidobacter sp. DP.  

Kvantifikace zastoupení sekvence Steroidobacter sp. DP ve vzorcích v průběhu 
degradace byla provedena pomocí techniky qPCR. Experimenty potvrdily skutečnost, že 
množství části sekvence odpovídající bakteriálnímu rodu Steroidobacter sp. DP rostla se 
spotřebou polyvinylalkoholu. 

Závěrem lze konstatovat, že PVA představuje polymer podléhající biodegradaci za 
denitrifikačních podmínek. 

Studie byla vytvořena za účasti spolupracovníků na fakultě technologické Univerzity 
Tomáše Bati ve Zlíně a s pomocí kolegů z přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy 
v Praze. Autorka disertační práce spolupracovala na uskutečnění biodegradačních pokusů a 
samostatně prováděla molekulárně biologické metodiky (tj. TGGE, klonování, související 
práce) vedoucí k identifikaci degradéra. 

 
5.4. Vliv molekulové hmotnosti a formy PLA na její biodegradaci (Příloha P4) 

 
V této studii byla sledována mikrobiologie biodegradace PLA v závislosti na její formě 

a distribuci molekulových hmotností pomocí zvolených molekulárně biologických metod. 
Biodegradačním testům v kompostu byly podrobeny čtyři různé vzorky PLA s 

molekulovou hmotností v rozsahu 34 000-160 000 g/mol-1 ve formě jemného prášku, fólie a 
povlaku na inertním materiálu. Z křivek popisujících průběh biodegradace je patrné počáteční 
zpomalení odbourávání polymeru v případě vysokomolekulárních PLA (109 000 g.mol-1, 
160 000 g.mol-1). Naopak lagová fáze zcela chyběla u nízkomolekulární PLA (34 000 g.mol-1) 
a středněmolekulární PLA (61 000 g.mol-1). 

Stejně jako molekulová hmotnost, tak forma PLA ovlivňovala biodegradační pokusy. 
Zajímavým zjištěním byla skutečnost, že vyšší specifický povrch prášku nehrál významnou 
roli v případě nejvyšší molekulové hmotnosti a biodegradace byla téměř totožná 
s mineralizací PLA fólií. Jinak tomu bylo u vzorků PLA připravených jako tenký povlak na 
perlitu. Zde byl zaznamenán nejrychlejší průběh biodegradace u všech vzorků a u 
vysokomolekulárních PLA byla významně zkrácena doba počátečního zpomalení 
biodegradace.  
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Pro určení složení mikrobiálního společenstva účastnícího se biodegradace kyseliny 
polymléčné byla aplikována technika TGGE. Získané profily TGGE gelů odkryly jak signály 
bakteriálního konsorcia účastnícího se biodegradace PLA, tak signály pouze specifické 
komunity obsahující aktinomycety. Zástupci této významné skupiny grampozitivních bakterií 
jsou často spojováni s mineralizací polymerů v kompostu a jejich účast byla potvrzena také 
v případě biodegradace PLA. Gelová elektroforéza v teplotním gradientu neodhalila 
významné rozdíly v mikrobiálním společenství v závislosti na různé molekulové hmotnosti. 
Naopak bylo zjištěno, že všechny zkoumané vzorky (s ohledem na různou molekulovou 
hmotnost a formu) byly degradovány stejným mikroorganismem.  

Pomocí mikrobiální kultivace byly získány kolonie čistého kmene rostoucího na 
minerálním médiu se suspenzí PLA jako jediným zdrojem uhlíku a energie. Sekvenací 
16S rRNA genu mikroorganismu a srovnáním získané sekvence s veřejnou databází Genbank 
byl vyizolovaný čistý kmen s 98% pravděpodobností shodný s bakterií Thermopolyspora 
flexuosa. Pomocí TGGE a sekvenční analýzy byla prokázána shoda mezi identifikovaným 
druhem mikroorganismu z minerálního média a signálem mikroorganismu (band na TGGE 
profilu) zodpovědným za biodegradaci PLA. Druh identifikován pomocí TGGE analýzy byl 
označen jako Thermopolyspora flexuosa FTPLA a je považován za klíčový organismus 
podílející se na biodegradaci PLA. 

Studie byla uskutečněna ve spolupráci s kolegy na Univerzitě Tomáše Bati ve Zlíně, 
předkladatelka disertační práce se podílela na biodegradačních experimentech, studiu 
zúčastněných mikroorganismů pomocí zvolených molekulárně biologických metod a rovněž 
se podílela na přípravě a redakci publikace. 
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6.  ZÁVĚR 
 
Disertační práce se zabývala zkoumáním biodegradability vybraných polymerních 

materiálů s využitím kombinace konvenčních a molekulárně biologických metod. 
Biodegradační experimenty byly uskutečňovány v různých prostředích, tj. půdě, kompostu, a 
v prostředí vodném. Schopnost podléhat biodegradaci byla zkoumána konkrétně u PE, PVA a 
PLA.  

Během doktorského studia vznikly čtyři odborné publikace (jedna z nich zatím není 
přijata), které mohou být rozděleny do dvou celků, vzhledem ke kombinaci použitých metod a 
materiálů. 

V první části, obsahující dvě publikace, byla zkoumána biodegradabilita 
polyethylenových fólií obsahující prooxidanty pomocí konvenčních metod. V druhé částí, 
obsahující rovněž dvě publikace, byl průběh biodegradace sledován s kombinací konvenčních 
a vybraných molekulárně biologických metod.  

Konkrétně byly v experimentech popsaných v první publikaci studiu podrobeny různé 
PE fólie (HDPE, LDPE, LLDPE) obsahující rovnovážné množství antioxidantů a prooxidantů 
(Mn2+, Fe3+, Co2+). Jednotlivé vzorky byly abioticky předupraveny fotooxidací a 
termooxidací, což vedlo ke stárnutí polymeru, křehnutí materiálu a tvorbě nízkomolekulárních 
produktů. Schopnost biodegradace zkoumaných polymerů byla sledována jednak v prostředí 
minerálního média za účasti čistého kmene bakterie Rhodococcus rhodochrous, ale také v 
prostředí půdy a kompostu. Stanovením množství ATP bylo zjištěno, že povaha prooxidantů 
je hlavním faktorem ovlivňující biodegradaci PE fólií. Bakterie dokázaly asimilovat téměř 
všechny zkoumané PE fólie, vyjma těch s vysokým obsahem CO2+. Pomocí techniky SEM 
byla potvrzena shoda mezi tvorbou biofilmu na povrchu polymeru a schopností polymeru 
podléhat biodegradaci. 

Druhá studie měla za hlavní cíl prozkoumat vliv plniva, tj. mletého uhličitanu 
vápenatého v PE matrici, na průběh biodegradačních procesů v půdě a kompostu s využitím 
konvenčních metod. Srovnávány byly mezi sebou vzorky LDPE obsahující prooxidanty 
(Mn2+), jeden z nich navíc obsahoval CaCO3 jako plnivo. Stupeň oxidace abioticky 
termooxidovaných vzorků byl měřen pomocí FTIR. V případě LDPE s plnivem, bylo 
dosaženo nižšího karbonylového indexu, tj. nižšího stupně oxidace. Přítomnost plniva při 
biodegradaci v půdě měla zanedbatelný vliv na biodegradabilitu LDPE fólií. Naopak, 
významně rychlejší mineralizace LDPE fólií byla zaznamenána u vzorků bez plniva 
v prostředí vyzrálého kompostu. Zde se projevil vyšší stupeň oxidace materiálu. Oba typy 
vzorků byly prozkoumány skenovací elektronovou mikroskopií, která potvrdila přítomnost 
bakterií na jejich povrchu. Jednalo se o termofilní aktinobakterie. 

Účelem třetí studie, zabývající se schopností biodegradace PVA za denitrifikačních 
podmínek v prostředí aktivovaného kalu, byla identifikace konkrétního degradéra PVA 
především pomocí vybraných molekulárně biologických metod. Konvenční způsoby izolace 
případných degradérů na selektivním agaru se nezdařily. Užití molekulárně biologických 
metod bylo klíčovým bodem k  identifikaci druhu podílejícím se na utilizaci PVA za 
denitrifikačních podmínek. Analýzou TGGE profilů gelů byl vyselektován potenciální a 
dominantní degradér PVA a jeho potvrzení převahy při biodegradaci bylo provedeno pomocí 
DNA knihovny klonů genu 16S rDNA přítomných v konsorciu. Fylogenetická analýza 
získaných sekvencí z TGGE gelů potvrdila příbuzenské vztahy mezi aerobním PVA 
degradérem Steroidobacterem sp. ZUMI 37 a sekvencí získanou z konsorcia v naší laboratoři. 
Degradér PVA byl námi označen jako Steroidobacter sp. DP. Technikou qPCR bylo 
kvantifikováno zastoupení sekvence Steroidobacter sp. DP ve vzorcích v průběhu 
biodegradace a byla potvrzena skutečnost, že množství části sekvence odpovídající 
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bakteriálnímu rodu Steroidobacter sp. DP rostla se spotřebou PVA. Polyvinylalkohol 
představuje syntetický polymer podléhající biodegradaci za denitrifikačních podmínek. 

Závěrečná studie, v této disertační práci, se zabývala vlivem molekulové hmotnosti a 
formy kyseliny polymléčné na její biodegradaci. Mikrobiologie biodegradace PLA byla 
sledována převážně pomocí molekulárně biologických metod. Biodegradační testy probíhaly 
v prostředí kompostu a byly jim podrobeny čtyři různé vzorky PLA s různou molekulovou 
hmotností (34 000-160 000 g.mol-1) ve formě jemného prášku, fólie a povlaku na inertním 
materiálu. Stejně jako molekulová hmotnost, tak forma PLA ovlivňovala biodegradační 
pokusy. Bez lagové fáze byly mineralizovány vzorky nízkomolekulární a středněmolekulární 
PLA. Nejrychlejší průběh biodegradace byl zaznamenán u vzorků PLA připravených jako 
tenký povlak na perlitu. Technika TGGE byla aplikována pro určení složení mikrobiálního 
společenstva účastnícího se biodegradace PLA. Bylo zjištěno, že všechny zkoumané vzorky, 
jak s různou molekulovou hmotností, tak formou, byly degradovány stejným 
mikroorganismem. Pomocí TGGE a sekvenční analýzy byla prokázána shoda mezi 
identifikovaným druhem mikroorganismu z minerálního média a signálem mikroorganismu 
zodpovědným za biodegradaci PLA. Klíčový organismus podílející se na utilizaci PLA byl 
námi označen jako Thermopolyspora flexuosa FTPLA. 

Během doktorského studia byly použity metody převzaté z literatury, zdokonaleny 
stávající metody, ale také zavedeny nové, které se ukázaly jako prospěšné. Konkrétně se 
podařilo modifikovat a zdokonalit metodu měření CO2 v případě biodegradačních 
experimentů. Vyřešeny byly problémy s netěsností biometrických lahví, kdy byl aplikován 
nový typ zátky, který zvýšil těsnost láhve. Komplikace při odběru vzorků pro plynovou 
chromatografii byly odstraněny použitím vhodnějšího typu plynotěsné stříkačky a jehly.  

Nově zavedenou molekulárně biologickou metodou v naší laboratoři byla gelová 
elektroforéza v teplotním gradientu. Nejprve jsme museli překonat počáteční technické 
překážky u souvisejících prací, zvláště při přípravě PCR směsí bylo nutno předejít 
kontaminaci, kterou způsobovaly všudypřítomné bakterie. Modifikována byla samotná 
technika PCR, stejně tak jako složení a příprava TGGE gelů. Odstraněny byly problémy s 
tvorbou krystalků solí v matrici polyakrylamidového gelu a přilnavost gelů k polybond fólii. 
Byla vyřešena otázka s dostatečným průchodem elektrického proudu, nanášením vzorků na 
gel, barvením gelů, bobtnáním a scvrkáváním gelu, DNA extrakcí, reamplifikací a přípravou 
sekvenačních směsí. Pro doplnění výsledků získaných z na sebe navazujících molekulárně 
biologických metod byly modifikovány techniky pro vytvoření knihovny klonů vybraných 
genů z bakteriální komunity podílející se na biodegradačních procesech PVA. 
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