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ABSTRAKT

Cilem diplomové prdace bylo sledovat prub¢h abiotické thermo-oxidace
a biodegradace polyethylenu s prooxidanty v prostiedi vyzrdlého kompostu
a pudy.

Prvni sadu vzorkua tvofily LDPE a HDPE fé6lie s prooxidantem na bazi
Zeleza a kobaltu, které byly jiz difive podrobeny abiotické oxidaci.
Biodegradace byla sledovdna pomoci stanoveni plynnych produktii procesu
pomoci plynové chromatografie. U téchto vzorkd byl zaznamendn pouze
nizky stupen biodegradace, kdy u LDPE bylo dosazeno cca 1,5 %
mineralizace a cca 3,3 % u HDPE po 189 denni inkubaci v pfipadé¢ pidnich
podminek a asi 3,6 % mineralizace u LDPE a 3,5 % u HDPE po 356 dnech
v pfipad& kompostovacich podminek.

Druhou sadu vzorka tvotfily LDPE a HDPE félie s prooxidantem na bazi
manganu. Vzorky byly podrobeny abiotické termooxidaci, pricemZ se
ukdzalo, ze pouze LDPE fdlie se oxiduje oekdvanym zplsobem. Puadni a
kompostovaci testy biodegradability byly provddény pouze s LDPE félii,
kterd byla termooxidovana pii 70°C po dobu 40 a 80 dni do rizného stupné
zoxidovani. Po 55 denni inkubaci v prostfedi pudy bylo dosazeno 2,7 %
mineralizace u LDPE(40) a 3,1 % u LDPE(80). V pfipadé¢ kompostovacich
podminek bylo za 69 dni dosaZeno 6,3 % mineralizace u LDPE(40) a 7,1 %
u LDPE(80), coZ jsou zajimavé vysledky.

Klicova slova : polyethylen, prooxidanty, biodegradace.

ABSTRACT

The main goal of the diploma thesis was to monitor processes of abiotic
thermo-oxidation and biodegradation of polyethylene with prooxidants in
mature compost and soil environments.

The first set of samples consisted of LDPE and HDPE films with iron
and cobalt based prooxidants previously subjected to abiotic oxidation.
Biodegradation was followed by gas chromatography determination of

gaseous products. The samples showed limited biodegradation only, more



specifically about 1,5 % mineralization for LDPE and about 3,3 % for
HDPE after 189 days in the case of soil environment and about 3,6 %
mineralization for LDPE and about 3,5 % for HDPE after 356 days in
compost environment.

The second set of samples included LDPE and HDPE films with
manganese based prooxidants. The samples were thermo-oxidized first and
it was found that only LDPE film underwent oxidation as previously
expected. Consequently, soil and compost tests were carried out with the
LDPE film, which was during 40 and 80 days thermo-oxidized at 70°C into
various degrese of oxidation. In the soil conditions was values
of mineralization about 2,7 % for LDPE(40) and 3,1 % for LDPE(80) after
55 days in the soil test and about 6,3 % for LDPE(40) and 7,1 % for
LDPE(80) after 69 days in the compost test. Such results could be

considered as interesting.

Keywords : polyethylene, prooxidants, biodegradation.
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UvVOoD

V dnes$ni dobé je cely svét doslova zaplaven odpady z plastd. Tato
skute¢nost se stdva zdvaznym problémem, nebot syntetické plasty zlstdvaji
v piirod¢ nedotCeny desitky a moZnd stovky let. Je to ddno jejich resistenci

vuci degradaci v prostifedi v dobé¢, kdy se plastovy vyrobek stane odpadem.

Produkty z plastd jsou hojné¢ vyuZivany diky jejich vybornym
mechanickym a fyzikdlnim vlastnostem a zejména nizkou cenou na trhu. To
dokazuje fakt, Ze je ro¢né€ na celém svété vyprodukovdno nékolik desitek
miliont tun plastovych vyrobka. Tato skuteCnost vSak s sebou pfindsi

v 7z

velkou zdtéZ v odpadovém hospoddfstvi, nebot pfevdzina cast plastovych
vyrobkl je urcena pouze na jedno pouziti jako obalovy materidl. A tak se
vétSina plastovych vyrobki s krdtkym cyklem ve spotiebitelské sféfe ocitd
na sklddkdch odpada. Jejich kumulace na sklddkdch je neZadouci,
nebot zaujimaji velké objemy v kontrastu s jejich hmotnosti. Dal§im
problémem spojenym s kumulaci plastovych odpadt na sklddkach je jiz
zminénd jejich vysokd odolnost vici degradaci v prostfedi. Pokud by tento
scéndf, to je tedy vysokd produkce plastovych vyrobkl na jedno pouziti
spojend s jejich odolnosti v prostifedi, pokracoval i nadédle byli bychom
svédky ,,pohtbivani* nasi planety pod vrstvou plastového odpadu.

V poslednich letech je snaha o nalezeni kompromisu mezi uZzitnymi
vlastnostmi a degradabilitou plasti. Pro podporu degradability se plasty
nejruznéjSimi zpusoby modifikuji, napf. pifidavkem prooxidantd ¢i
biodegradabilnich plniv. Biodegradace takto upravenych plasti je i pfesto
pomérné¢ zdlouhavd a neni zcela objasnéna, a proto je v této oblasti
zapotifebi jesSté spousta vyzkuml. Tyto dpravy s sebou pifindsi i obavy
vefejnosti, tykajicich se zejména obav z jejich pfedCasné degradace béhem
cyklu ve spotiebitelské sfétfe. Dalsi otdzkou je zda cena téchto plastl
nebude natolik vysokd, aby mohly byt spole¢nosti akceptovdny a tedy i

vyuzivéiny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 DEGRADACE A BIODEGRADACE POLYMERU

1.1 Degradace

Degradace je proces, pfi kterém dochdzi k chemickym a/nebo fyzikalnim
zménam polymeru. Tyto zmény mohou byt vyvolany vlivy chemickymi,

fyzikdlnimi, biologickymi a nebo jejich kombinacemi [1].

1.2 Biodegradace

Biodegradace je specidlni typ degradace, pii niz dochdzi k rozkladu
organickych ldtek puUsobenim mikroorganismi a jejich enzymi. Proces
biodegradace muze probihat za podminek aerobnich nebo anaerobnich [2].
Tyto podminky hraji roli pfi tvorbé konec¢nych produktd mineralizace
organického substratu, kdy pfi aerobni biodegradaci probihajici za
pfitomnosti kysliku je polymer rozkldddn na oxid uhli¢ity, vodu a
minerdlni soli [3], zatimco vyslednym produktem mineralizace organického
substrdtu za podminek anaerobnich, tedy bez pfitomnosti kysliku, jsou
methan, oxid uhli¢ity, voda a minerdlni soli [5].

Princip biodegradace polymeri je zobrazen na obrdazku (Obr. 1.). Pokud
je polymer hydrofobniho charakteru ptedchdzi vlastni biodegradaci
naruSeni polymerni struktury vlivem fyzikdlné-chemickych faktori.
Biodegradace je poté zahdjena extraceluldarnimi enzymy produkovanymi
mikroorganismy do vné&j$tho prostfedi. Uc¢inkem t&chto enzym@ na
polymerni fetézec dojde k jeho rozsStépeni na mensi fragmenty, které jsou
jiz snédze transportovdny do bunc¢k mikroorganismt. V mikrobidlnich

bunikdch jsou pak tyto fragmenty Uplné mineralizovany [3].
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Obr. 1. Princip biodegradace polymeru [3].

Na obrdazku (Obr. 2.) je zndzornén rozdilny mechanismus degradace
hydro-biodegradabilnich a oxo-biodegradabilnich polymert, kdy polymery
s fetézcem obsahujici vazby uhlik-kyslik nebo uhlik-dusik maji vySSi
schopnost podléhat hydrolyze neZ polymery obsahujici vazby uhlik-uhlik
[3]. Mezi hydro-biodegradabilni polymery, které velmi snadno podléhaji
hydrolyze, patii naptiklad celulosa, Skrob  nebo  polyestery.
Oxo-biodegradabilni polymery obsahujici pouze vazby uhlik-uhlik jsou
rozkldddny mechanismem oxida¢nim, ktery je vyvoldn prodegradantnimi
aditivy, vice v kapitole 2.4 a 3.1. Mezi oxo-biodegradabilni polymery

miZeme zatadit naptiklad lignin nebo polyolefiny [4].
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=  Hyvdro-biodegradabilni Oxo-brodegradabilni

O3

H2 O .
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* Polyarmdy

« Polysacharidy

Obr. 2. Priklady rozdilného mechanismu degradace
hydro-biodegradabilnich a oxo-biodegradabilnich
polymeri [7].

1.3 Faktory prostredi ovliviiujici biodegradaci

Biodegradace je proces, ktery je zdvisly na podminkédch prostiedi,
nebot’ nékteré mikroorganismy podilejici se na biodegradaci vyZaduji pro

svou ¢innost specifické podminky.

Rychlost biodegradace je ovlivnéna zejména piitomnosti Zivin,
vlhkosti, teplotou, intenzitou svétla, pH a koncentraci kysliku v prostiedi
[3]. Dostate¢ny pifisun Zivin je nezbytny pro rist mikroorganismu, pfi
jejich nedostatku v prostfedi muze dojit k poklesu mikrobidlni aktivity.
Dal$im limitujicim faktorem prostiedi je jiZ zminénd vlhkost, nebot ve
velmi suchych podminkdch miiZe dojit k dehydrataci mikroorganismi a tim
tedy 1 ke snizeni mikrobidlni aktivity a rychlosti degradace polymeru [8].
Vliv teploty, intenzity svétla, pH a koncentrace kysliku na rychlost
biodegradace je rozli¢ny v zavislosti na prostiedi, ve kterém biodegradace

probiha.
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2 POLYETHYLEN

2.1 Vlastnosti polyethylenu

Polyethylen je polymerni ldtka nepoldrniho charakteru. Vznika
polymeraci ethylenu, co by vstupujiciho monomeru. Chemismus reakce, pfi

niz dochédzi ke vzniku polyethylenu probihd podle rovnice (1) [12].

nCH,=CH, —— -[CH,-CH,] - (1)

V zavislosti na podminkdach a charakteru polymerace vznikaji rozdilné
produkty liSici se mechanickymi a fyzikdlnimi vlastnostmi, kdy napf.
vysokohustotni polyethylen méa vyS$si mechanickou odolnost, vyssi odolnost
vici rozpoustédlim a vrouci vodé neZ polyethylen nizkohustotni [10]. Pfi
vyrobnim procesu se k polyethylenu také priddvaji tzv. antioxidanty, které

zvysuji jeho odolnost vici degradaci (oxidaci) vlivem prostiedi [11].

Nizkohustotni polyethylen, dédle jen LDPE, vznikd polymeraci
radikdlovou a je pouzivan jako obalovd a zemé&délska félie, trubky, lahve,
atd.. Vysokohustotni polyethylen, ddle jen HDPE, vznikd polymeraci
iontovou a jeho vyrobky naSly uplatnéni jako félie, mikrotenové sacky,
nadoby, trubky, atd. [10]. Podrobné&jsi charakteristiky LDPE a HDPE jsou
uvedeny v tabulce (Tab. I.).

Tab. 1. Charakteristiky LDPE a HDPE [10].

Hustota Krystalinita My T,
Typ PE | Polymerace 3 !
[g.cm™] [%] [g.mol"] [°C]
0,915- 30.000-
LDPE radikdlova 50-70 105-115
0,925 300.000
0,954- 100.000-
HDPE iontova 65-95 125-136
0,970 200.000.

kde :
M, molekulova hmotnost [g.mol'l]

T, teplota tan{ [°C]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

2.2 Spotreba polyethylenu

Vyrobky z polyethylenu jsou spotiebiteli velmi Zddané nejen kvili jeho
vybornym mechanickym a fyzikdlnim vlastnostem, ale také hlavné diky
jeho nizké cené na trhu [6]. V tabulce (Tab. II.). je uvedena celosvétova

spotieba polyethylenu za rok 2000 (t/rok).

Tab. IlI. Celkovd Spotieba PE na svété
za rok 2000 [12].

Typ PE Spotieba [t/rok]
LDPE 17 000 000
HDPE 23 000 000
LLDPE 14 000 000
Celkem PE 54 000 000
Celkem polymeru 154 000 000

2.3 Polyethylen jako odpad

Polyethylenové vyrobky jsou na svétovych trzich velmi rozSifeny, coz
pfedstavuje nemaly problém v odpadovém hospoddafstvi, nebot vétSina
téchto vyrobkl je urcena na jedno pouZziti jako obalovy materidl. Vyvoj
produkce plastovych odpadii je zobrazen na obrdzcich (Obr. 3a, Obr. 4.),
kdy bylo napt. v USA v roce 1988 vyprodukovdno celkem 163 miliont tun
pevného komunalniho odpadu z néhoz 8 % (w/w) tvofil odpad plastovy [3],
v roce 2005 byl zaznamendn jiz 11,9 % (w/w) podil plastového odpadu
z celkové produkce 245 miliénid tun pevného komundlniho odpadu [13]. Je
tedy pozorovan rostouci trend v produkci plastového odpadu, ktery neni

z hlediska stdlosti polymeru v prostiedi Zadouci.
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3 PLASTY
a) 0% 3b) PLABTY
SKLO 7.0 % SKLO 20% 19,9%

e TINE 11,6% KOVY

12,1%

POTTRfO;\;INY IHE
’ 12,4%
ZAHRADNI ODPAD
) 10,3 %
ZAHRADNI ODPAD POTRAVINY
17,5 % ] 313%
PAPIR 40.0 % PAFIR 341 %

Obr. 3. Procentuelni zastoupeni sloZek pevného odpadu vyprodukovaného

v USA v roce 1988, 3a) hmotnostni procenta, 3b) objemovd procenta [3].

JINE 3.4%
DREVO 57 %
SKLO 532%
PAPIR
TEXTIL 73 % 102 %
KOVY 76 %

PLARTY
11,9 %

ZaHRADNI ODPAD
POTRAVINTY 13,1 %
11,7 %

Obr. 4. Procentuelni hmotnostni podil
sloZek pevného odpadu
vyprodukovaného v USA v roce 2005
[13].

Jednou z vyhodnych vlastnosti plastovych vyrobkl pro spotfebitele je
jejich nizka specifickd hmotnost, kterd vSak pfedstavuje dalSi problém
v odpadovém hospoddfstvi. Jak je zndzornéno na obriazku (Obr. 3.)
plastovy odpad zaujimajici pouze 8 % (w/w) podil z celkového
komundlniho odpadu zaujimd az cca 20 % (v/v) [3]. A proto je uklddani
plastového odpadu na sklddky odpadd do budoucna nepftijatelné, nebot

7z

diky jejich Sirokému vyuzivani jsou jimi sklddky doslova zaplaveny.
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Masivni vyuzivani polyethylenu jako obalového materidlu na jedno
pouziti vede k jeho kumulaci na sklddkdch odpadi, kde setrvdva nékolik
desitek az stovek let prakticky nedotcen. Toto znepokojeni s sebou pfindsi
otdzku: Jak nejefektivnéji odstranit polyethylenovy odpad z prostfedi?
Mezi jednu z moznosti jak redukovat PE odpad je mechanickd recyklace
[14], coz s sebou ptindSi dalsi problém tykajici se zneciSténi tohoto odpadu
nejriaznéjSimi kontaminanty a tim tedy i ndsledné zvySeni ekonomickych
ndkladd na recyklaci [12]. Dal$i moZnosti jak s PE odpadem naklddat je
bud’ spalovdani a nebo biodegradace [14]. Biodegradace se zdd byt do
budoucna jako velmi jednoduché a Zadané feSeni problematiky redukce PE

odpadu.

2.4 Degradace a biodegradace polyethylenu

V 30.letech 20.stoleti byl plastovy primysl koncentrovdn na dosazZeni
co nejvyS$si stability polymeru, nebot samotny polyethylen byl velmi
nestdly a podléhal vlivim prostifedi. Tato problematika byla vyfeSena
pfidavkem anti-oxidantd a stabilizdtort pfi vyrobnim procesu polyethylenu

[12].

Jiz koncem 80.let 20.stoleti dosdhlo vyuzivani syntetickych, inertnich a
bio-resistentnich polymert takové miry, Ze se stal prioritnim problémem
v odpadovém hospoddistvi [12]. Proto je snaha o nalezeni kompromisu
mezi vybornymi uzitnymi vlastnostmi polyethylenu a jeho

biodegradabilitou v prostfedi.

Na obrazku (Obr. 5.) je znazornén  rozdil mezi  téZce
biodegradovatelnymi a naopak Siroce vyuZivanymi polyolefiny a lehce
biodegradovatelnymi a naopak méné technologicky vyuZivanymi

polyestery.
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Biodegradabilita
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Technologicka wiftelnost

Obr. 5. Rozdilné vztahy mezi technologicky vyuZitelnymi polyolefiny a

naopak snadno biodegradovatelnymi polyestery a polysacharidy [6].

Polyethylen je povaZzovan za inertni vici degradaci a biodegradaci ze
¢tyi divodd : md vysokou molekulovou hmotnost, je hydrofobni,
neobsahuje funkéni skupiny napadnutelné enzymovym vybavenim
mikroorganismu [15], obsahuje antioxidanty a stabilizdtory, které zabranuji
oxidaci PE vlivem uc¢inkd vné€jSiho prostfedi [16-18]. Vysokd molekulova
hmotnost a hydrofobni charakter molekul polyethylenu znemoZiiuje jejich
pifestup do vodného prostifedi a tim tedy i do mikrobidlni bunky [18].
V nékterych publikacich je wuvedeno, Ze molekuly obecné nemohou
podléhat biodegradaci, pokud je jejich molekulovd hmotnost vyss$i nez 500
g.mol™ [4], a proto by mé&la byt pfed vlastni biodegradaci polymeru
provedena takovd duprava, kterd by vedla k redukci jeho molekulové

hmotnosti.

Tato omezeni spojend s degradaci a biodegradaci polyethylenu mohou
byt eliminovdna pfidavkem prodegradantnich aditiv jako jsou napf.
prooxidanty, v jejichZz pfitomnosti se polyethylen stane oxo-

biodegradabilni [18], vice v kapitole 2.5 a 3.1.

2.5 Modifikace polyethylenu prodegradanty

Pro-degradantni aditiva urychluji degradaci polyethylenu a proto jsou
velmi Zddouci pti eliminaci plastového odpadu z prostfedi biodegradacni

cestou [19]. V soucasnosti existuje nckolik komeréné vyrdbénych
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degradabilnich polyethyleni vznikajicich bud Guillet, Scott-Gilead nebo
Griffin mechanismem [6], jejich pfehled je uveden v tabulce (Tab. III.).

Tab. Ill. Prehled komercnich degradabilnich PE [6].

Komeréni nazev

Modifikace PE modifikovaného PE

Vélenéni karbonylovych skupin kopolymeraci

Kopolymery ethylenu a oxidu uhelnatého E-CO

Kopolymery ethylenu a vinylketonu Ecolyte (J. E. Guillet)

Oxo-biodegradabilni polymery

Plastor
Piechodné kovy (pro-oxidanty) (G. Scott-D. Gilead)
TDPA (firma EPI)

PE-Skrob

Coloroll

Smés se Skrobem (ndsledné s prooxidanty) St. Lawrence Starch

(G. J. L. Griffin)

Modifikace PE Guillet mechanismem je zaloZena na kopolymeraci
ethylenu s monomery obsahujicimi karbonylovou skupinu [20,21].
Vélenénim karbonylové skupiny do polymerniho fetézce se PE stane citlivy

vuci pusobeni UV zareni [22].

Prooxidanty jsou komplexy pfechodnych kovi zvySujici citlivost
polymerniho fetézce vici termo-oxidaci a nebo foto-oxidaci, vice v kap.

3.1 [20].

Polyethylen modifikovany pfidavkem Skrobu je ndchylny vici ucinku
mikroorganismi, kdy je Skrob mikroorganismy vyuZit jako zdroj uhliku,
pficemz dojde ke zvySeni porozity polyethylenu a poméru povrch/objem,
jehoz vysledkem je ztrdta integrity materidlu a moZnost potencidlni
biodegradace polymeru [2]. Degradace a ndslednd biodegradace miZe byt

zintensivnéna pouZzitim prooxidantli spolec¢né se Skrobem [19].
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3 DEGRADACE POLYETHYLENU S PROOXIDANTY

Degradace polyethylenu s prooxidanty probihd ve 2 stupnich :
= Abiotickd oxidace

= Biodegradace

3.1 Abioticka oxidace PE s prooxidanty

Pifitomnosti prooxidantl v polymernim fetézci se sniZuje odolnost
polymeru vici abiotickym vlivim prostifedi, kdy prooxidanty pisobi jako

katalyzatory fotooxidace a/nebo termooxidace polymeru [3].

Na zédklad¢ aktivace prooxidantl svétlem nebo teplem dojde k produkci
volnych radikdlt v polymernim fetézci, které ddle reaguji s kyslikem za
vzniku hydroperoxidi [2,6]. Hydroperoxidy jsou primarnimi produkty
abiotické oxidace polyethylenu, které dale podléhaji termolyze a/nebo
fotolyze dle obrdazku (Obr.6.) [23]. Rozkladem hydroperoxidl dochdzi ke
vzniku biodegradabilnich nizkomolekuldrnich oxidovanych produkti jako

jsou karboxylové kyseliny, alkoholy, aldehydy, ketony atd. [6,24].

A Fhv I A Fhw I
TE T HC—-OOH —— HC—-COwe + «0OH
2 | |
| neho l neho |

HC-Ce —— —-CH=0 ——— Htlj—OH ——> C=0
| |

l l

— 0= —— > estery a laktony
|

OH
Obr. 6. Mechanismus abiotické oxidace polyethylenu [23].

Jako prooxidanty se nej¢astéji pouzivaji komplexy ptfechodnych kovl
Zeleza, manganu, zinku, médi a nebo kobaltu [3]. Fotoinicidtory jsou ty
prooxidanty, které jsou aktivovany absorpci UV zafeni. Mezi n¢ miZeme
zatadit dithiokarbamdty pfechodnych kovl jako je Zelezo ¢i méd.

Dithiokarbamat Zeleza zpusobuje v nizkych koncentracich velmi rychlou
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fotooxidaci polymeru, avSak funguje i jako stabilizdtor polyolefinu vuci
termooxidaci pii jeho vyrobé [19]. Naopak je tomu u dithiokarbamétu
niklu, ktery pusobi jako stabilizator a tudiZz k oxidaci PE v jeho
pfitomnosti nedochdzi. V publikaci [20] byl studovdn vliv prooxidantu
dithiokarbamatu Zeleza a smési dithiokarbamatu niklu a Zeleza na
abiotickou oxidaci LDPE. U LDPE s dithiokarbamatem Zeleza byla
pozorovdna jeho velmi rychld oxidace, zatimco u LDPE se smési
dithiokarbamdtl se projevil stabilizacni dc€inek dithiokarbamadtu niklu, viz
obrazek (Obr. 7.). Teprve az po 800h byl pozorovdn exponencidlni rist
karbonylového indexu v pfitomnosti Ni-komplext. Karbonylovy
index vyjadfuje miru oxidace polymeru a je vyjadien jako podil absorbance
karbonylového piku pfi 1713 cm™' a -CH,- piku pfi 1465 cm™' [17], vice
v kapitole 3.3.

0.5
= 04} (a)
b}
=
=
B 03k
=
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U,]. L 1
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t[d]
Obr. 7. Vliv typu prooxidantu na karbonylovy
index behem termooxidace pri 95°C, (a) LDPE
obsahujici dithiokarbamdt Zeleza, (b) LDPE

obsahujici dithiokarbamdty niklu a Zeleza [20].

Dalsimi prooxidanty mohou byt acetyl-acetondty piechodnych kovi,
které téZ podporuji fotooxidaci polymeru, a karboxyldty pfechodnych kovl

podporujici termooxidaci polymeru [20].

Abiotickou oxidaci polyethylenu s prooxidanty dochdzi ke vzniku

poldarnich skupin v polymernim ftetézci, v jejichZz ptitomnosti ztrici
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polymer hydrofobni charakter [20]. Produkty abiotické oxidace pak tedy
mohou pfestupovat do vodného prostiedi a tim i do bun¢k mikroorganismul
[2,16]. Abiotickou oxidaci dile dochazi k redukci molekulové hmotnosti
[3], ztrdtdm mechanickych vlastnosti [6,25] a k zvétSeni aktivniho povrchu
polymeru [3].

Rychlost abiotické oxidace polyethylenu s prooxidanty je ovlivnéna
faktory prostiedi jako jsou teplota a intenzita svétla [2,20]. Vl1iv teploty na
rychlost abiotické oxidace byl zkoumdn v publikaci [16] a [14]. V prvni
studii byl abiotické oxidaci podroben PE obsahujici prooxidant stearat
manganu a v druhé PE obsahujici prooxidant TDPA (Totally Degradable
Plastic Additives) od firmy EPI (Environmental Products) [26]. Ve studii
[16] byla termooxidace provedena pii tfech rGznych teplotidch, které se
bézné vyskytuji v prostfedi kompostu, a to pfi 50°C, 60°C a 70°C. Bylo
pozorovano, ze pii 70°C doSlo k poklesu molekulové hmotnosti Mw pod
5000 g.mol'1 jiZz za 2 tydny, zatimco pti 50°C byl tento pokles zaznamendén
az po 70 dnech, viz obrdzek (Obr. 8.). V publikaci [14] byl pozorovin
obdobny vliv teploty na rychlost abiotické oxidace, kdy byla termooxidace
provedena pii 55°C a 70°C. Rychlost abiotické oxidace byla vySSi s vySsi
teplotou, viz obrazek (Obr. 9 a, b). Po 25-denni oxidaci pii 70°C byl
pozorovan ndaruast karbonylového indexu CI z 0,22 na 4,57 a pokles

molekulové hmotnosti z 147,7 kg.mol'1 na 4,5 kg.mol'l.

_ 80 ® 50°C
= o W 60°%C
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Obr. 8. Vliv teploty na rychlost abiotické oxidace PE

obsahujiciho prooxidant steardt manganu [16].
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Obr. 9. Vliv teploty na rychlost abiotické oxidace PE s prooxidantem

TDPA, 9a) termooxidace pri 55°C, 9b) termooxidace pri 70°C [14].

Vliv koncentrace kysliku na abiotickou oxidaci je zanedbatelny. Ve
studii [16] byl tento vliv studovdn a v rozmezi koncentrace kysliku mezi
5-10 % nebyl pozorovdn Zzadny vyznamny vliv na rychlost abiotické
oxidace. Avsak jako velmi dilezitym parametrem ovliviiujicim rychlost
abiotické oxidace se ukdzalo byt mnoZstvi pouZitého prooxidantu
v polymeru [16,18]. Bylo pozorovdno, Ze PE obsahujici dvakrat vyssi
mnozstvi prooxidantu byl rychleji degradovdn, nebot byl zaznamendn
pokles molekulové hmotnosti Mw na 10 kg.mol' jiZz za 11 dni, zatimco u
PE s nizZSim obsahem prooxidantu doSlo k tomuto poklesu az za 18 dni
[16].

Rychlost a stupen abiotické oxidace polyethylenu je ddle také ovlivnén
strukturou polyethylenu. Naptiklad vétveni u LDPE je slabym mistem
v fetézci, ve kterém muze velmi snadno dochdzet k oxidaci, a tudiZ muze

byt LDPE rychleji oxidovdn neZ HDPE ¢i LLDPE [14].

3.2 Biodegradace PE s prooxidanty

Biodegradace polyethylenu miZe nastat az po jeho zoxidovani, kdy
abiotickou oxidaci dojde k redukci jeho molekulové hmotnosti a ke sniZeni
hydrofobniho charakteru v dasledku vzniku poldrnich skupin [20].
Oxidované produkty abiotické oxidace jsou pak jiZ sndze rozpoznatelné
enzymovym vybavenim mikroorganismi a miZze tedy dojit k jeho dalsi

degradaci. Biodegradaci pak dochdzi k mineralizaci oxidovanych produkti
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na oxid uhlicity, vodu a minerdlni soli za aerobnich podminek [27].

Biodegradace oxidovaného polyethylenu byla zkoumdéna jiZz v nékolika
publikacich, kdy se vétSinou jednalo o simulované biodegradacni testy
v prostifedi kompostu nebo pudy.

V publikaci [16] byl podroben oxidovany PE obsahujici prooxidant
steardt manganu biodegradaci v pudnim prostiedi, které bylo sloZeno
z 90% raSeliny a 10% vyzrdlého kompostu, inkubace byla provedena pfti
konstantni teploté 60°C. Za 180 dni bylo dosaZeno 60% mineralizace PE.

Obdobnych vysledki bylo dosazeno i v publikaci [15], kdy byl testovan
oxidovany LDPE s prooxidantem TDPA. V pidnim prostiedi bylo dosaZeno
50-60 % mineralizace za 18 mésict a v prostfedi vyzralého kompostu bylo

dosaZzeno 27,8 % mineralizace za 426 dnu inkubace [15].
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4 TESTOVANI BIODEGRADABILITY POLYMERU

Testy pro urceni biodegradability polymerl v riznych prostiedi jsou jiz
v dneSni dob¢é normovany. Na tvorb¢ norem se v této oblasti podili fada
instituci [28] :

» American Society for Testing and Materials (ASTM),
* International Standards Organisation (ISO),

= European Standardization Committee (CEN),

= Institute for Standards Research (ISR),

= Organic Reclamation and Composting Association (ORCA).

Testovani rychlosti biodegradace polymert je velmi rozdilné
v zavislosti na ruznych prostfedich. Biodegrada¢ni testy mohou byt
provadény jak v pfirozeném tak v simulovaném prostiedi. Testy probihajici
v simulovaném prostfedi mohou probihat zcela odlisné¢ jako v prostiedi
pfirozeném, nebot v simulovaném prostfedi se nepocitd s pfirodnimi
vykyvy teplot, vlhkosti ¢i intenzitou zafeni. Rozdily v rychlosti
biodegradace polymeru nejsou ovliviiovdny jen prostfedim, ale také
rozdilnou tloustkou a stupném zoxidovani testovanych polymeria. Dulezité
je 1 zhodnoceni produkti biodegradace polymeru, které by nemély

kontaminovat prostfedi a nebo byt toxické pro Zivé organismy [29].

Testovani biodegradability polymert muZe byt realizovdno v prostiedi
kompostu ¢i pudy, anaerobnim prostfedi, sladké, moiské nebo odpadni

vodé [28]

4.1 Testovani biodegradace v pudnim prostredi

Podle ASTM jsou definovdny dvé standardni metody pro testovani
biodegradace polymert v ptudnim prostiedi a to Soil Contact Test a Soil
Burial Test [15, 28, 30] Jednd se o statické testy, pfi kterych je vyuZito
pudy co by vhodného prostiedi pro biodegradaci. Pidni substrat je zdrojem
mezofilnich a psychrofilnich bakterii, které degraduji polymer aZ na oxid

uhlicity. Testy jsou realizovany za pokojové teploty ve tmé [15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Rychle biodegradabilni materidl mtaze byt podle této normy odstranén
za 30 az 60 dni. Pokud tento test poskytuje negativni vysledky pak by mély
byt potvrzeny testem v prostiedi kompostu za termofilnich podminek, viz

kapitola 4.2 [30].

4.2 Testovani biodegradability v prostredi kompostu

Kompostovdni je fizeny aerobni proces biologického rozkladu
biodegradabilniho materidlu na oxid uhli¢ity, vodu, minerdly a humus.
Jednda se o pfirozeny proces vedouci ke stabilizaci  smési

rozlozitelného organického materidlu [30].

ASTM D5338 je norma pro testovani biodegradability polymera
v prostiedi kompostu. Tato metoda je zaloZzena na sledovani biodegradace
polymernich materidld za podminek fizeného kompostovdni. Polymer je
smichdn s vyzrdlym kompostem a inkubovdn v teplotnim cyklu
35-58-50-35°C ve tmé. V prubchu testu je monitorovdna produkce oxidu
uhli¢itého a je zaznamendvidna uUumérné k slepym kontroldm (obsahujici
pouze vyzrdly kompost). Procento biodegradace je pak urceno dle rovnic
uvedenych v kapitole 6.6.2. Za pozitivni vysledky se podle této normy
oznacuji ty, pfi nichZ bylo dosaZeno 60 % mineralizace polymeru za

6 mésicu [28].

Dalsi normou v oblasti testovdni biodegradability v prostiedi
kompostu je ISO 14855, kterd je realizovdna obdobnym zplsobem jako
norma ASTM D5338 avSak s tim rozdilem, Ze inkubace je zde provdadéna

pii konstantni teploté 58°C [28].

Rychlost biodegradace v prostifedi kompostu je ovlivnéna zejména
pfitomnosti Zivin, vlhkosti a koncentraci kysliku [8]. Pfi nedostatku Zivin
dojde k sniZeni rychlosti biodegradace, nebot Ziviny jsou duleZité pro rlst
a mnozeni mikroorganismli pfitomnych v prostfedi kompostu. Dilezitym
faktorem prostfedi je i vlhkost, nebot pfiliS§ mnoho vlhkosti vytvaii
anaerobni podminky a naopak sucho vede k dehydrataci mikroorganismi.
Vzhledem k tomu, Ze je kompostovani aerobni proces je dostatecny ptisun

kysliku nezbytny.
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4.3 Testovani oxo-biodegradabilnich polymeri

ASTM D6954 je novad technickd norma tykajici abiotické oxidace
materidlu a jeho ndsledné biodegradace v biotickém prostiedi. Jako prvni
z norem na biodegradabilitu polymerd zddraziiuje vyznam abiotické
oxidace. Na rozdil od normy ASTM D5338, kde jsou za pozitivni vysledky
uzndvany pouze ty, které dosdhly 60% mineralizace materidlu za 6 mésici,
je norma ASTM D6954 v tomto mirné€j$i. Zde musi téz polymery

dosahnout 60% mineralizace, avSak za dobu neomezenou [31].
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je studium abiotické oxidace a biodegradace
oxidovaného polyethylenu s prooxidanty. Abiotickd oxidace byla sledovana
pomoci FTIR spekter a méfenim mechanické pevnosti oxidovaného PE
s prooxidanty. Biodegradace oxidovaného PE s prooxidanty byla
realizovdna v prostiedi pidy a vyzrdlého kompostu. Mira biodegradace PE
s prooxidanty byla sledovdna analyzou oxidu uhli¢itého pomoci plynové

chromatografie.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie, testované vzorky a substraty

6.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Pti laboratornich pokusech byly pouZity chemikélie c¢istoty p.a. od
firmy Penta, Lachema, Fluka a PARK : difosforec¢nan sodny dekahydrat,
formaldehyd, glutaraldehyd, hexan, roztok chloridu rtutnatého, chlorid
sodny, kyselina chlorovodikovad, methanol, uhli¢itan draselny, minerdlni

olej.
Filtra¢ni papir od firmy Papirna PernStejn s.r.o.
Souprava ¢inidel pro stanoveni ATP od firmy BioThema AB.
Nosny plyn He o Cistoté 4.6 od firmy Linde Technoplyn a.s.
Smésny synteticky plyn od firmy Linde Gas a.s. :

(1) obsahujici CH; (4,04 obj.%), CO, (0,818 o0bj.%) a N,
(95,142 0bj.%)

(2) obsahujici CH; (4,07 obj.%), CO, (0,815 o0bj.%) a N,
(95,115 0bj.%).

Minerdlni médium
Zasobni roztoky pro ptripravu minerdlniho média byly pfipraveny

rozpuSténim nize uvedenych slozek v 1 1 destilované vody.

A. 9,078 g KH,;PO4 dihydrogenfosfore¢nan draselny

B. 23,9028 g Na,HPO4.12H,0 hydrogenfosfore¢nan sodny
dodekahydrat

C. 10¢g MgS04.7H,0 siran hofec¢naty heptahydrat

D. 3¢ Fe(NH4)2(S0O4)2.6H>O siran Zeleznatoamonny hexahydrat

E. lg CaCl,.2H,0 chlorid védpenaty dihydréat

F. 50¢ NaCl chlorid védpenaty
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G. 30¢g NH,ClI chlorid amonny

H. roztok stopovych prvkl

0,043 g MnSO4.5H,0 siran manganaty tetrahydrat
0,057 ¢ H;BO; kyselina borita
0,043 ¢ ZnS04.7H,0 siran zine¢naty heptahydrat

0,037 ¢ (NH4)sMo070,4.4H,0 molybdenan amonny tetrahydrat
0,025 g Co(NOj3),.6H,0 dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat

0,040 g CuS04.5H,0 siran méd’'naty pentahydrat

Roztok minerdlniho média byl pfipraven z vySe uvedenych zasobnich
roztokt. Pro pfipravu 100 ml minerdlniho média byly davkovany
nasledujici objemy zdsobnich roztok : 4 ml A; 16 ml B; 0,2 ml C; po 1 ml
roztoku D, E, F, G a 0,1 ml roztoku stopovych prvkt H. Vznikly roztok byl
doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml a vSe bylo dukladn¢
promichdno. Jako kontrola sprdvnosti pfipravy bylo provedeno méfeni pH,

jehoz hodnota byla 7,3.

Suspendacdni roztok

Suspendaéni roztok se vyuzivd k pfevedeni piudnich bakterii do

roztoku.

Pro pfipravu 100 ml suspendacniho roztoku bylo ddvkovéno :
A. 04¢g NasP,07.10H,0 difosforec¢nan sodny dekahydrat
B. 0,15g TWEEN 80

VysSe uvedené sloZky A a B byly navdZzeny do ldhve, poté bylo pfidano
100 ml minerdlniho média a 2-3 sklenéné kulicky. Nakonec byl vznikly
roztok dikladné promichédn a vysterilizovan v autokldvu po dobu 20 minut

p¥i 120°C.
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Fyziologicky roztok (8,5 g.I'")

Pro piipravu 50 ml fyziologického roztoku o koncentraci 8,5 g.l'1 bylo
do 50 ml odmérné banky diferencné navaZeno 0,43 g NaCl s presnosti
+ 0,01 g a ptiddno cca 25 ml destilované vody. Po rozpusténi NaCl byl

roztok doplnén destilovanou vodou po rysku a dikladné promichén.

Fixacni roztok

Fixac¢ni roztok slouzil k zafixovani bakterii a plisni na povrchu vzorktl
PE fo6lii, které byly odebridny z biodegradac¢niho testu v prostifedi kom-

postu.

Pro pfipravu 50 ml fixaé¢niho roztoku bylo ddvkovéno :

A. 5,5 ml 36 - 38 % roztok HCOH formaldehyd
B. 1 ml 50 % roztok CsHgO, glutaraldehyd

Slozky A a B byly davkovany v takovych objemech, aby vysledny
fixa¢ni roztok obsahoval 4 % formaldehydu a 1 % glutaraldehydu. Roztok
byl tedy pfipraven naddvkovanim sloZzek A a B do 50 ml odmérné banky a
doplnénim fyziologickym roztokem (8,5 g.1'") po rysku. Vznikly roztok byl

nakonec dukladné promichdn.
6.1.2 Charakteristika testovanych vzorki

LDPE'

LDPE transparentni félie o tlouStce 60 pum obsahujici prooxidant na
bazi zZeleza a kobaltu [32]. Vzorek byl jiZ v minulosti podroben abiotické
oxidaci, viz publikace [32], kterd byla provedena po dobu 3 letnich mésicu
(Cerven - srpen) tak, Ze byl vzorek vystaven plisobeni slunecniho zdfeni a

povétrnostnim vlivim v klimatickych podminkdch jizn{ Francie.

HDPE!

HDPE transparentni félie o tlouStce 20 pm obsahujici stejny typ
prooxidantu jako vzorek LDPE' [32]. Vzorek HDPE' byl téZ v minulosti
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vystaven abiotické oxidaci stejnym zpisobem jako vzorek LDPE'.

LDPE?

LDPE transparentni félie od firmy Granitol a.s. o tlousStce 50-55 um,
obsahujici prooxidant na bazi manganu Addiflex HE (5 %) a 15 % plniva
Omydlen 2021 P (mikromlety vapenec).

LDPE?*(40)

Vzorek LDPE? abioticky oxidovany pti 70°C po dobu 40 dni.

LDPE*(80)

Vzorek LDPE? abioticky oxidovany pti 70°C po dobu 80 dni.

HDPE?

HDPE transparentni félie od firmy Granitol a.s. o tloustce 17 um
obsahujici prooxidant na bdzi manganu Addiflex HE (5 %) a 5 % plniva
Omydlen 2021 P (mikromlety vapenec).

LDPE®

LDPE transparentni félie od firmy Granitol a.s. o tlousStce 50-55 um

bez ptidavku prooxidantu a plniva.

HDPE®

HDPE transparentni félie od firmy Granitol a.s. o tlouStce 17 pm bez

pfidavku prooxidantu a plniva.

6.2 Pouzité pristroje a vybaveni

Analyzator uhliku 5000 A, Shimadzu Corp., Japonsko.
Plynovy chromatograf CHROM 5, Laboratorni pfistroje Praha.
Integrator Hewlett&Packard HP 3396A.

Plynotésné injek¢ni stfikacky Hamilton o objemech 250 pm a 1 ml.
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Tedlarav vak o objemu 0,6 1.

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Shimadzu GC-MS

QP2010, Japonsko.

Tensometer 2000, Alpha Technologies.

FTIR spektrometr Mattson 3000, UNICAM, Velka Britdnie.
Centrifuga MR231i, Jouan, Francie.

Luminometer 20-20" , BioThema AB, Svédsko.

Mikrodavkovace (1-5 ml, 100-1000 pl, 20-200 pl), Biohit, Finsko.
Mikroskop CX 41 s fotoapardtem, Olympus.

BéZné laboratorni sklo a vybaveni.

6.3 Praktické provedeni abiotické oxidace

Abiotické oxidaci byly podrobeny vzorky LDPE? HDPE?, LDPE® a
HDPE®, charakteristiky vzorkéi jsou uvedeny v kapitole 6.1.2. Pted
zahdjenim testu byly vzorky nastfithdny na kousky o velikosti 10 x 2 cm a
umistény do hlinikové krabicky s vikem. Oxidace takto pifipravenych
vzorki PE f6lii byla provedena v suSdrné pfi teplotich 60, 70 a 80°C.
V pfedem stanovenych casovych intervalech byly ze suSarny odebirdny
vzdy 4 vzorky PE f6lie vedle sebe a byly uskladnény v chladici mistnosti
pfi 5°C. Vzorky byly poté podrobeny spektroskopii v IC oblasti a

zkouSkdm mechanické pevnosti.
6.4 Metody pro hodnoceni abiotické oxidace

6.4.1 Spektroskopie v IC oblasti

Spektroskopii v IC oblasti byly podrobeny termooxidované vzorky PE
f6lii LDPE?, HDPE?, LDPE’ a HDPE®. IC spektra byla mé&fena pomoci
pfistroje Mattson 3000. U kazdého vzorku bylo spektrum proméfeno
v oblasti od 400-4000 cm™' vidy 2x vedle sebe. Pii vino&tu 1713 cm™' byl

detekovdn karbonylovy pik a pii vino&tu 1465 cm™' -CH,- pik [17], podilem
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jejich absorbanci dle rovnice (2) byl vypocten karbonylovy index, ktery je
mirou oxidace testovanych polymert [17]. Z vypocltenych hodnot byla
sestavena zavislost karbonylového indexu na Case, po ktery byly vzorky

vystaveny termooxidaci pfi 60, 70 a 80°C.

A

Cf = 21713
A6 (2)
kde :
CI karbonylovy index [1]
A,;;; absorbance pfi 1713 cm™ [1]
A, absorbance pfi 1465 cm™ [1]

6.4.2 Mechanicka pevnost

Vzorky LDPE?, HDPE?, LDPE® a HDPE’ byly po termooxidaci ddle
podrobeny tahovym zkouSkdm na pfistroji Tensometer 2000 s nastavenou
rychlosti posunu 100 mm.min'. Z naméifenych hodnot byla vynesena
zavislost parametru prodlouZeni pfi pfetrhnuti na cCase, po ktery byly

vzorky PE f6lii vystaveny termooxidaci pti 60, 70 a 80°C.

Piistroj nebyl dostate¢né citlivy u vzorki, které byly v pokrocilém
stupni zoxidovdni. Tyto vzorky byly pfili§ kifehké a tudiZz neméfitelné,
proto byl v tomto ptipadé¢ vysledek méfeného parametru prodlouZzeni

pfi pretrhnuti povaZzovan za nulovy.

6.4.3 Identifikace produkti abiotické oxidace pomoci GC-MS

Se vzorky LDPE' a HDPE' bylo provedeno stanoveni extrahovatelnych
produkti abiotické oxidace pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim
detektorem. Vzorky PE byly nejprve podrobeny extrakci rozpous§tédlem,
viz postup extrakce, a poté byla provedena analyza extrahovatelnych
slou¢enin pomoci ptistroje Shimadzu GC-MS QP2010. Analyza byla
provedena na koloné Supelco SLB — 5ms, o rozmérech 30 m x 0,25 mm X
0,25 pm, podminky, za kterych bylo stanoveni provedeno jsou uvedeny

v tabulce (Tab. IV.).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Tab. IV. Parametry méreni na Shimadzu GC-MS QP2010.

Parametr Nastaveni parametru
Teplota 250°C
Regulace prutoku Linedrni prutokova rychlost
Injektor | Pratok kolonou 0,93 ml.min"!
Pratokovd rychlost 35 cm.s™
Split pomér 50

50°C/5min; 15°C/min,
Kolona | Teplotni program

250°C/12min
Interface teplota 250°C
Teplota iontového
Detektor 200°C
zdroje
ionizace 70 eV

Chromatogramy byly vyhodnoceny srovndnim hmotnostnich spekter
detekovanych sloucenin s databazi spekter. Identifikace sloucenin timto
zptisobem byla vZdy s néjakym pravdépodobnostnim procentem, a proto
tyto vysledky nebyly brdny za stoprocentni. Vyhodnocovany byly pouze ty

piky, které byly subjektivné zhodnoceny za dostate¢né vyznamné.

Postup extrakce

Pted vlastni extrakci byly vzorky LDPE' a HDPE' »propasirovany* pfes

sito o priméru otvord 2 mm.

Se vzorky LDPE' a HDPE' byly provedeny vzdy dvé extrakce :

= FExtrakce v metanolu.

Tento zpusob extrakce byl volen tak, aby doSlo k pfevedeni
karboxylovych kyselin, které jsou jednim z pfedpoklddanych produktt
abiotické oxidace, na piislusné methylestery. Vzniklé methylestery jsou

pak na rozdil od karboxylovych kyselin pomoci GC-MS analyzovatelné.

Extrakt byl prakticky pfipraven diferencnim navdZenim 50 mg

vzorku s presnosti *0,0001 g na analytickych vahdch do sklenéné
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vialky o objemu 20 ml, do které byly poté naddvkovany 2 ml metanolu a
vSe bylo nakonec okyseleno 1 kapkou 0,01M methanolické kyseliny
chlorovodikové. Vialka byla uzaviena zdtkou opatfenou teflonovym
septem a byla 24 h tfepdna na tfepacce pti 25°C a poté dalSich 24h pfti
55°C. Obsah vialky byl po 48 h tiepani chemicky vysuSen piidavkem
50 mg uhli¢itanu draselného a pfefiltrovdn pfes skelnou vatu do
sklenéné vialky o objemu 1,5 ml. Vzhledem k tomu, zZe uhli¢itan
draselny je v metanolu rozpustny stal se extrakt zdsaditym. Na zdkladé
tohoto zjisténi byl 1 ml zdsaditého extraktu pieveden do vialky o
objemu 4 ml a zfedén pfidavkem 1 ml destilované vody. Déle byl ptfidan
I ml hexanu, ktery byl ddvkovdn za ucCelem pfevedeni methylovanych
produkti abiotické oxidace do hexanové vrstvy, a vSe bylo ponechdno
24 h tfepat na tfepaCce pii 25°C. Po 24 h tfepani byla oddélena
hexanovd vrstva, kterda byla ddle chemicky vysuSena pfidavkem siranu
sodného bezvodého a prefiltrovana pfes skelnou vatu do sklenéné
vialky o objemu 1,5 ml. Vialka byla uzaviena zitkou s teflonovym
septem a podrobena stanoveni extrahovatelnych produkti abiotické

oxidace pomoci GC-MS.

= FExtrakce v minerdlnim médiu a hexanu.

Na analytickych vahédch bylo navdZzeno 50 mg vzorku s pfesnosti
+0,0001 g, ktery byl poté diferencné pifeveden do sklenéné vialky o
objemu 20 ml. Ke vzorku byly naddvkovdny 2 ml minerdlniho média a
vialka uzaviend zatkou s teflonovym septem byla 24h tfepdna na
ttepacce tiepat pii 25°C. Po 24 h tfepdni byl obsah vialky obohacen o
pfidavek 2 ml hexanu a okyselen 1 kapkou koncentrované kyseliny
chlorovodikové za ucelem pievedeni ptipadnych vyextrahovanych
karboxylovych kyselin na své protonované formy, které pak mohou
pfejit do hexanové faze. Uzaviend vialka byla opét 24 h tfepdna pfi
25°C. Poté byla hexanova vrstva oddélena a pifevedena do Cisté vialky o
objemu 20ml, kde byla ddle obohacena o pfidavek 0,2 ml metanolu a 1
kapky 0,01M methanolické kyseliny chlorovodikové pro esterifikaci

pfipadnych karboxylovych kyselin. Vialka byla opét uzaviena zdtkou s
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teflonovym septem a 24 h byla tfepdna na tiepacce pii 55°C. Obsah
vialky byl poté chemicky vysuSen piidavkem 50 mg uhli¢itanu
draselného a ndsledn¢ ptefiltrovdn pfes skelnou vatu do sklenéné vialky
o objemu 1,5 ml. Vialka byla opét uzaviena zdtkou s teflonovym septem
a podrobena stanoveni extrahovatelnych produktid abiotické oxidace

pomoci GC-MS.

6.5 Praktické provedeni aerobni biodegradace

6.5.1 Testovaci lahve

Pro testovdni biodegradace polymert v prostfedi piady a vyzrdlého
kompostu byly pouzity 500 ml lahve o celkovém objemu 620 ml. Lahve
byly opatfeny 3-ventilovym uzavérem, viz obrdzek (Obr. 10.). Jeden otvor
byl vybaven patronou se septem, ktery slouZzil k odbéru vzorku plynné faze
z testovaci lahve pro stanoveni obsahu CO, a O; pomoci plynové
chromatografie. Dals§i dva otvory slouZily k provzduSiiovdni obsahu lahve,

které bylo nezbytné pro dodrzeni optimdlni koncentrace kysliku v lahvi.

(= ‘(Q
'] p—

1- otwor se septem
2 - provedusfiovind wstup
3 - provedusfiovand wystup

Obr. 10. Schéma testovaci lahve.

6.5.2 ProvzduSiiovaci aparatura

Vzhledem k tomu, Ze biodegradacni testy mély byt provadény za
aerobnich podminek, bylo nezbytné provzdusSnovani testovacich lahvi. Pro
provzduSnovani bylo zvoleno sériové zapojeni lahvi pomoci silikonovych
hadic¢ek. Vzduch byl do lahvi vhdnén pomoci cerpadla ptfes 5M-NaOH,

ktery zajistil vychytdni vzduSného oxidu uhli¢itého. Ddle byl vzduch
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zbaveny vzdusného CO; veden pfes promyvacku s destilovanou vodou,
kterd vstupujici vzduch zvlh€ovala a tim tedy nedochdzelo k vysouSeni
testované smési. Takto vycisStény a zvlhé¢eny vzduch byl veden pies jehlu
na dno lahve, viz obrazek (Obr. 10.), a vystupem pokracoval do lahve
dalsi. Efekt provzdusnovani byl zintenzivnén ru¢nim protiepdvanim obsahu
lahvi. Doba provzduSiiovdni byla stanovena na zdklad¢ experimentdlniho

stanoveni obsahu CO; v plynné fazi pomoci plynové chromatografie.

6.5.3 Priprava biodegradacniho testu, doprovodné analyzy a postupy

Pouzité substraty pro biodegradaéni prostredi

Pudni substrat

Pro testovani biodegradace v pudnim prostfedi byla pouZita lesni ptida
ze smiSeného lesa z oblasti Zlinského kraje. Odbér zeminy byl proveden

z hloubky cca 5 cm po odstranéni svrchni vrstvy (listi) z povrchu.

Substrat vyzralého kompostu

Pro testovani biodegradace v prostfedi vyzrdlého kompostu byl pouzit
komercné vyrdbény kompost od firmy AGRO CS. Vyzrdly kompost byl
ziskdn po cca 5 tydenni inkubaci v podminkédch 58°C, 50 % vlhkosti a za

stalého provzdusSnovani.

Stanoveni suSiny pudy/vyzralého kompostu

Pted zahdjenim testu bylo provedeno stanoveni suSiny pudy a vyzrdlého
kompostu. Do pfedem zvdZenych petriho misek bylo navazeno 10 g pidy
nebo vyzrdlého kompostu s presnosti +0,0001 g. Stanoveni bylo provedeno
3x vedle sebe vysuSenim 10 g substrdtu do konstantni hmotnosti pfi 105°C.
Po zchladnuti v exsikdtoru na pokojovou teplotu byly misky zvdZeny na
analytickych vahdch s pfesnosti *£0,0001 g. SuSina padniho a

kompostového substrdtu byla vyjddfena v procentech.
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Inertni material k redéni substratu

K fedéni substrdati byl pouzit perlit s obchodnim ndzvem Agroperlit
od firmy AGRO CS. Jednd se o chemicky inertni materidl, ktery zajiStuje
kyprost a pérovitost substrdtu, zadrZzuje vodu a v ni rozpusSténé Ziviny.
Pred vlastnim pouZzitim byl perlit 3x promyt v destilované vodé a poté

vysuSen pfi 150°C.

Pidni i kompostovy substrdt byl nafedén perlitem v poméru 1:4,

tj. 2,5 g suSiny pady na 10 g perlitu.

Stanoveni celkového uhliku (TC) na analyzatoru uhliku

Stanoveni byly podrobeny vzorky LDPE', HDPE', LDPE? a referenéni
latky (1), (2) (celulosa, minerdlni olej). Vysledky jsou uvedeny v tabulce
(Tab. V.).

Principem stanoveni celkového wuhliku (TC) je oxidace uhliku
obsazeného ve vzorku ve spalovaci trubici s platinovym katalyzdtorem pfi
670°C v proudu kysliku. Vznikly CO, je undSen do NDIR detektoru
(Non-Disperse Infrared Detector). Signdl je vyhodnocen jako plocha piku,

kterd je pfimo iumérnd koncentraci TC ve vzorku [33].

Tab. V. Obsah uhliku ve vzorcich.

Vzorek TC [%]
LDPE! 70,67
HDPE' 61,10
LDPE? 67,77
Referenéni latka (1) 35.61
(celulosa)
Refer‘encl/n l/atkg 2) 92.17
(minerdlni olej)

6.5.4 Aerobni biodegradace v pudnim prostiedi

Aerobni biodegradaci v pidnim prostiedi byly podrobeny vzorky
LDPE', HDPE', LDPE?(40) a LDPE?*(80). Celkem byly provedeny 2
biodegradaéni testy. V testu &. 1 byly zkouSeny vzorky LDPE' a HDPE' a
v testu ¢. 2 vzorky LDPE?(40) a LDPE?*(80). Vzorky PE félii byly

testovany vzdy 3 x vedle sebe, slepé pokusy 4 x vedle sebe a referencni
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latka (1), (2) pouze 1 x.

Pro testy v pidnim prostfedi byl pouZit ptadni substrdt natfedény
perlitem, viz kapitola 6.5.3. Vzorky PE f6lii byly pfed zahdjenim pokusu
,propasirovany* pfes sito o priméru otvori 2 mm. Testy se vzorky byly
provedeny naddvkovanim 1,5 g vzorku PE, ktery byl diferen¢né navdzen
s pfesnosti £0,0001 g, k fedénému pidnimu substrdtu do testovaci lahve.
Koncentrace vzorku v lahvi poté ¢inila 0,6 g PE / g suSiny. Slepé pokusy

byly realizovdny pouze s fedénym puidnim substriatem.

Jako referen¢ni latka byl pouzit filtracni papir (referen¢ni latka (1)) a
minerdlni olej (referen¢ni ldatka (2)), které byly do testovaci Il4dhve
davkovany v mnozstvi 0,30 g (0,12 g/g) s ptesnosti +0,01 g. V pidnim
testu €. 1 byla pouZzita jako pozitivni kontrola referenc¢ni latka (1) 1 (2),

zatimco v pidnim testu ¢. 2 byla testovdna pouze referen¢ni latka (1).

Takto pripravené smési natfedéné pudy a vzorku nebo referenéni latky
byly nakonec zvlhéeny 10 ml minerdlniho média. Inkubace byla provedena

pfi 25°C ve tmé.

6.5.5 Aerobni biodegradace v prostiedi vyzralého kompostu

Aerobni biodegradaci v prostiedi vyzrdlého kompostu byly podrobeny
vzorky LDPE', HDPE', LDPE*(40) a LDPE?*(80). Celkem byly provedeny
2 biodegradacni testy, kdy v kompostovacim testu ¢. 1 byly zkouSeny
vzorky LDPE' a HDPE' a v testu &. 2 vzorky LDPE*(40) a LDPE*(80). PE
vzorky byly vzdy testovdny 3 x vedle sebe, slepé pokusy 4 x vedle sebe,
referen¢ni latka (1) byla v testu €. 1 testovdna 2 x vedle sebe a v testu ¢. 2

pouze 1x.

Pro testy v prostiedi kompostu byl pouZzit vyzrdly kompost natedény
perlitem, viz kapitola 6.5.3. Vzorky byly pfed zahdjenim testu
,propasirovany“ stejnym zpisobem jako v kapitole 6.5.4. a byly vidy
testovany v koncentraci 0,6 g PE / g suSiny. V kompostovacim testu ¢. 1
byla referen¢ni latka (1) ddvkovdna v koncentraci 0,6 g / g suSiny a v testu

¢. 2 byla testovdna v koncentraci 0,12 g / g suSiny. Slepé pokusy byly

realizovdny pouze s fedénym vyzrdlym kompostem.
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Obsahy vsSech lahvi byly nakonec zvlhéeny 10 ml minerdlniho média

o sloZeni viz kapitola 6.1.1. Inkubace byla provedena pti 58 = 2°C ve tm¢.

6.5.6 Abioticka kontrola

Abiotickd kontrola slouzila pro vylouceni soucinnosti abiotickych
pochodd na degradaci vzork®, tj. na produkci CO, ze vzorki LDPE' a
HDPE'. Celkem byly nasazeny 4 abiotické kontroly, kdy byl 2x vedle sebe
testovan vzorek LDPE' a 2x vedle sebe vzorek HDPE'. U tohoto testu byly
do lahvi diferencné navdzeny pouze vzorky polyethylenu, kdy ddvkované
mnozstvi vzorkid opét Cinilo 1,5 g. Ke vzorkim byly pfiddny vzidy 2 ml
minerdlniho média, které jsme obohatili 40ul HgCl, o koncentraci 10 g.17".
Pridavkem HgCl, jsme =zajistili abiotické prostiedi v testovaci lahvi.

Inkubace byla provedena pfi 58 + 2°C ve tmé.

6.5.7 Monitoring v pribéhu biodegradacnich testu

V pribéhu biodegradacnich testdt byla sledovdna produkce CO, a
spotfeba O, pomoci plynové chromatografie. Produkce CO;, slouZzila jako
kriterium pro urcCeni stupné biodegradace daného vzorku, zatimco analyza
spotifeby O; slouZila jako doprovodné stanoveni pro sledovdni zachovdéni
aerobnich podminek béhem prubéhu testu a pro urceni ¢asového intervalu

provzduSnovani obsahu lahve.

V pribéhu biodegradac¢nich testll byla vizudlné sledovdna vlhkost smési
v testovaci ldahvi. Pfi vyrazném nedostatku vlhkosti byla smés zvlhCena

pifidavkem destilované vody.
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6.6 Hodnoceni aerobni biodegradace pomoci plynové

chromatografie

6.6.1 Analyza pomoci plynové chromatografie, sestaveni kalibraé¢ni

zavislosti

Pro stanoveni obsahu CO; a O, v plynné fazi byl pouzit plynovy
chromatograf Chrom 5. Analyza byla provedena pomoci dvou sklenénych
ndpliovych kolon o délce 3,6 m s vnitinim primérem 3 mm. Oxid uhlicity
byl analyzovdn na koloné¢ naplnéné Porapakem R a obsah O, na koloné
obsahujici Molekulové sito 13X. Stanoveni bylo realizovdno za podminek
uvedenych v tabulce (Tab. VI.). K detekci slozek byl vyuzit
tepelné-vodivostni detektor (katharometr) a vyhodnoceni bylo provedeno

pomoci integratoru HP 3396A.

Tab. VI. Parametry méreni na Chrom 5.

Parametry Analyza CO, Analyza O,
Termostat 50 30
Teploty [°C] | Sample 100 20
Detektor 100 100
Katharometr Zhayem’ vlakna [mA] 120 100
Citlivost 6 5
, Pritok [ml.min'] 30
Nosny plyn Typ He

Kalibrace pro stanoveni obsahu CO,

Obsah CO; v plynné fazi lahve byl uren pomoci kalibrac¢ni kiivky.
Kalibrace byla provedena analyzou 0,2; 0,5; 0,7 a 1 ml smésného
syntetického plynu Linde Technoplyn, viz kapitola 6.1.1, na plynovém
chromatografu. Kalibra¢ni kfivka ¢. 1 pro synteticky plyn (1), viz obrdzek
(Obr. 11.), byla sestavena vynesenim zavislosti plochy piku na objemu CO,
obsazeném v ddvkovaném objemu smésného plynu. Pfi dalSich méfenich
byl vzdy ovétfovdn 1 kalibra¢ni bod.

Béhem testu byla provedena vyména syntetického plynu (1), tudiZ byla
provedena i novad kalibrace stejnym zplUsobem jako kalibrace ptfedchozi.
Rovnice kalibra¢ni pfimky €. 2 a hodnota spolehlivosti pro synteticky

plyn (2) pak byla y = 205548x - 9898,9, R = 0,9997.
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Vzhledem k tomu, Ze méfeni biodegradacnich testli bylo realizovédno
dlouhodobé, doslo i k vyméné nosného plynu. Na zdklad¢ této skutecnosti
bylo provedeno opétovné proméfeni kalibrani zdvislosti pro smésny
synteticky plyn (2), kdy pak rovnice kalibracni ptimky ¢&. 3 byla
y = 187453x + 4260,8 a hodnota spolehlivosti R* = 0,9999.

M¢tfeni produkce CO, v prubéhu testd bylo realizovdno v

experimentdlné stanovenych ¢asovych intervalech.

1 600 000
= 188900x - 3836,4
= X - B il
2 1200000 - y )
= R* =0,9998
=
= 800 000 1
=
>
[~
S
& 400000 1
=
0
0 2 4 6 8 10
V CO, [pl]

Obr. 11. Kalibracéni krivka ¢. 1 pro stanoveni CO; -

synteticky smesny plyn (1).

Kalibrace pro stanoveni obsahu O,

Kalibrac¢ni kfivka pro stanoveni O, byla sestavena z obsahu kysliku ve
vzduchu. Kalibrace byla provedena analyzou 50; 100; 150; 200 a 250 pl
vzduchu na plynovém chromatografu. Kalibraéni ptimka, viz obrdzek
(Obr. 12.), byla sestavena vynesenim zdvislosti plochy piku na objemu O,
obsazeném v ddvkovaném objemu vzduchu. Pfi dalSich méfenich byl vzdy
ovéfovan 1 kalibra¢ni bod, na ktery byla vzdy piepocitdvana aktudlni
koncentrace O, v testovaci lahvi. Na zdkladé meéfeni koncentrace O
v testovanych lahvich v pribéhu testi byly stanoveny cCasové intervaly

provzduSnovani obsahu lahve.
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6 000 000

y =97699x - 16749

4 000 000 R2 =0,9999

2 000 000

Integracni jednotky [1]

0 10 20 30 40 50 60
V CO, [pl]

Obr. 12. Kalibracni krivka pro stanoveni obsahu O;.

6.6.2 Zpracovani namérenych hodnot

A. Teoretickd maximalni produkce CO; ze zkouSeného materialu [34].

. TOC

M gpst. W
ThCO, =——— (3)

kde :

ThCO, teoretickd maximélni produkce CO; ze zkouSeného

materidlu [mmol]
Nsubst. navizka zkouSeného materidlu pro test [mg]
TOC celkovy organicky uhlik obsaZzeny ve zkouSeném

materidlu [%]
M. atomarni hmotnost uhliku [g.mol'l]

B. Denni produkce CO; [34].

V, ¥V, #107°

n =
(D02 =y %22 414 4
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kde :

N4 co, mnozstvi vyprodukovaného CO; [mmol]
V) plynny objem lahve [ml]
Vi objem CO; vypocteny z kalibracni kiivky [pl]
Vb ddvkovany objem plynné faze do plynového

chromatografu [ml]

C. Kumulativni produkce CO, [34].

Kumulativni produkce = denni produkce, pokud neni systém pro-

vzdusSnovan.

Pokud je provzdusSnovano, pak je kumulativni produkce CO; :

N () o, (2) =N co, 1D +0 ) co, (2) (5)
kde :
Ny co, (2) kumulativni produkce CO, z aktudlniho méfeni [mmol]
Ny co, (1 kumulativni produkce CO;, (denni produkce)
systému z pfedchoziho méfeni [mmol]
N4 co, 2) denni produkce CO, z méfeni aktudlniho [mmol]

D. Substratova produkce CO; [34].

Je kumulativni produkce CO, ze systému se vzorky sniZzend o pro-

dukci CO; ze slepych pokust, tj. o produkci CO; z ¢istého kompostu.

E. Procentuelni odstranéni zkouSeného materialu z hlediska

produkce CO; [34].

_ nsubst. *

D =
“%2 " ThCo,
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kde :
DC02 procento odstranéni substrdtu [%]
Ngubst. substrdtova produkce CO; [mmol]

ThCO, teoretickd maximdlni produkce CO,

ze zkouSeného materidlu [mmol]

F. Vztah pro vypocet procentuelniho obsahu O, v lahvi [34].
Vl

V—*vk #107°
%0, = —2 100 (7)
1

kde
% O, aktudlni procento O, obsazeného v ldhvi [%]
Vi plynny objem lahve [ml]
Vi objem O, vypocteny z kalibra¢ni kfivky [pl]
Vb ddvkovany objem plynné fdze do plynového

chromatografu [ml]

6.7 Mikroskopie vzorku podrobenych biodegradaci v prostredi

kompostu

Mikroskopické pozorovani bylo provedeno se vzorky LDPE', HDPE',
LDPE*(40) a LDPE?*(80), které byly podrobeny biodegradacni testim
v prostfedi vyzrdlého kompostu. Po ukonceni biodegrada¢niho testu ¢. 1
v prostfedi kompostu bylo z testovacich lahvi odebrdno nékolik
submilimetrovych kousk@ vzorkd LDPE' a HDPE'. Vzorky LDPE*(40) a
LDPE?*(80) byly odebrdny v pribéhu biodegradaéniho kompostovaciho
testu ¢. 2 v dobé, kdy byly testovaci lahve se vzorky provzduSnovany.
Vzorky byly vloZeny do ependorfek, k nimZz byl poté nadiavkovdn 1 ml
fixa¢niho roztoku (sloZzeni viz kap. 6.1.1), poté byly vzorky inkubovény

pifes noc pii 4°C. Pred mikroskopickym pozorovanim byly zafixované
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vzorky od roztoku oddéleny, pfevedeny do Cistych ependorfek a vybarveny
karbolfuchsinem. Po 1 minuté vybarvovani byl karbolfuchsin nékolikrat
vymyt pifidavkem pitné vody. Takto ptfipravené vzorky byly mikroskopicky
pozorovany svételnym mikroskopem pomoci imerzniho objektivu pfi
celkovém zvétseni 1000x. Mikroskopie vzorki byla dokumentovdna pomoci

fotoapardtu umisténém na tubusu mikroskopu.
6.8 Intenzita metabolismu bunék

6.8.1 Princip méreni ATP

ATP vznikajici v bunkdch je ukazatelem intenzity jejich energetického
metabolismu. Princip stanoveni ATP je zobrazen na obrdzku (Obr. 13.).
ATP reaguje s D-luciferinem za pfitomnosti kysliku a enzymu luciferasy za
vzniku adenosinmonofosfatu, difosfdtu, oxyluciferinu, oxidu uhli¢itého a

zatfeni. Vzniklé zafeni je pfimo umérné koncentraci ATP a je méfeno

je
pomoci luminometru [35].

ATP + D-luciferin + O+
luciferasa

AMP + PF1 + oxvluciferin + COz + ZARENI

Obr. 13. Princip stanoveni ATP [35].

6.8.2 Praktické provedeni

= Pifiprava kompostového inokula

Navdzka 5 g vyzrdlého kompostu s ptfesnosti + 0,1 g byla pfevedena
do 50 ml sterilniho suspendac¢niho roztoku o slozeni viz kap. 6.1.1. Se
suspenda¢nim roztokem obsahujici navdZku kompostu byl proveden vytiep
po dobu 1h na tfepaCce. Poté byl roztok ponechdn cca 5 min
odsedimentovat a nasledn¢ byl do ependorfky steriln¢ odebrdn 1 ml tohoto

roztoku. Pomoci centrifugy bylo provedeno odstfedéni bunc¢k za podminek
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5°C, 15000g, podobu 10 min. Po odstfedéni byl supernatant slit a
k odsttedénym buntkdm byl asepticky ptiddn 1 ml sterilniho minerdlniho
média. Po dikladném promichdni byla ziskdna suspenze buné¢k z vyzrédlého

kompostu.

VysSe uvedenym postupem jsme ziskali cCistou suspenzi buncék bez
pfitomnosti rozpuSténych ldtek pochdzejicich z kompostu. Pokud bychom

tyto latky neeliminovali mohlo by dojit k ovlivnéni vysledku métfeni ATP.

Ziskanou suspenzi bunék bylo zaoCkovdno bud minerdlni médium a
nebo pifimo vyluh ze vzorkd. OcCkovani bylo provedeno naddvkovanim
100 pl suspenze bun€k do 10 ml minerdlniho média a nebo do 10 ml

extraktu ziskaného ze vzorku.

= Priprava pokusu

Testu byly podrobeny vzorky LDPE', HDPE' a jejich extrakty

v mineradlnim médiu.

Na analytickych vahdch bylo do sterilnich vialek o celkovém objemu 4
ml navdzeno 1,50 mg vzorku s pfesnosti £ 0,00001g. Do vialek se vzorky
bylo pak ddvkovdno 0,2 ml zaockovaného minerdlniho média, koncentrace
vzorku ve vialkdch pak tedy byla 7,5 mg/ml. Vialky byly nakonec uzavieny

sterilnimi vrsky s teflonovym septem.

Extrakty ze vzorkt LDPE' a HDPE' byly pfipraveny tfepinim 75 mg
vzorku v 10 ml sterilniho minerdlniho média po dobu 24 h. Poté byl vyluh
prefiltrovdan ptes filtr o velikosti pért 0,2 pm a ziskany filtrdt byl
zaockovan zplUsobem popsanym vysSe. ZaoCkovany vyluh vzorkt PE félii
byl rozpipetovdn vzZdy po 0,2ml do sterilnich vialek o objemu 4 ml. Vialky

byly uzavieny sterilnimi vrsky s teflonovym septem.

Inkubace byla provedena pii 58 £ 2°C ve tmé. V pribéhu testu byly
v pfedem stanovenych ¢asovych intervalech odebirdny vialky se vzorky a
jejich extrakty vzdy 2x vedle sebe. Bezprostfedné¢ po odbéru vialek
z inkubacéniho prostifedi, byla provedena extrakce ATP z bun¢k piidavkem

200 pl Extraktantu B/S ze soupravy c¢inidel pro stanoveni ATP od firmy
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BioThema. Takto upravené vzorky byly uchovany pii -18°C. Méteni ATP
bylo provedeno pomoci piistroje luminometr 20/20" zplsobem popsanym
nize.

v z,

=  Vlastni méfeni

Stanoveni ATP bylo provedeno komer¢né vyrdbénou soupravou cinidel
od firmy BioThema. Toto stanoveni bylo provedeno metodou standardniho
pifidavku, kdy byla méiena intenzita zafeni pfed a po pfidavku zndmého

mnozstvi ATP.

Pted vlastnim méfenim byly jiz dfive odebrané vzorky, které byly
obohaceny o pfidavek Extraktantu B/S a ulozeny pti -18°C, vyndédny a

ponechdny pti laboratorni teploté rozmrznout.

Vlastni méfeni bylo provddéno asepticky sterilni pinzetou a
v gumovych  rukavicich, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorku
adenosintrifosfdtem béZné se vyskytujicim v prostfedi. Stanoveni ATP bylo
realizovdno naddvkovdnim 10 pl vzorku do ependorfky, kterd byla poté
umisténa do méficiho prostoru luminometru. Ke vzorku bylo dédle pfiddno
40 pl ATP cinidla HS, obsahujici luciferin a enzym luciferasu, a vzniklé
zdtfeni detekované piistrojem bylo zaznamendno jako Isn,. Poté bylo ke
vzorku naddvkovano 10 pul ATP standardu o koncentraci 107 mol.I'" ATP a

vzniklé zatfeni bylo zaznamendno jako Ismpssia. Mnozstvi ATP (pmol.ml'l)

ve vzorku bylo vypocteno dle rovnice (8) [35].

ATP = T (8)
smp+std Ismp
kde :
Lsmp intenzita zafeni pfed ptidavkem standardu
Ismp+std intenzita zafeni po pfidavku standardu

Z vypoctenych hodnot byla vynesena grafickd zavislost koncentrace

ATP na cCase, po ktery byly vzorky inkubovény.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Abioticka oxidace

7.1.1 Spektroskopie v IC oblasti

Termooxidované vzorky LDPE?, HDPE?, LDPE’ a HDPE’ byly
podrobeny spektroskopii v IC oblasti, kde byla méfena absorbance

karbonylového piku a -CH,- piku, viz kap. 6.4.1.

Karbonylovy pik a jeho rist, viz obrdzek (Obr. 14.), byl zaznamendn
pouze u vzorku PE félie s prooxidanty LDPE?. Bylo pozorovédno, Ze
puvodni vzorek (0. den) byl bez pfitomnosti karbonylovych skupin, cozZ se
projevilo detekci nulového karbonylového piku métfeném pfi vinoctu 1713
cm'. V pribéhu  termooxidace dochdzelo k postupnému ndrGstu
karbonylového piku s ¢asem, po ktery byl vzorek dané teploté vystaven. Po
urcitém case, v tomto piipadé za 61 dni, doSlo k stagnaci rustu
karbonylového piku a na zdkladé této skuteCnosti byla termooxidace

vzorku ukoncena. Po 61 dnech termooxidace nabyvala maximélni hodnota

absorbance karbonylového piku hodnoty 2,1.

Absorbance [1]
T

(1

NI/ AN /e,
1000 1200 1400 1600 1800 2000

vinocet [1/cm]

— 0 den —— 25 dni —— 61 dni

Obr. 14. FTIR spektra - LDPE? (oxidovany pii 70°C).
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Z naméfenych hodnot absorbanci karbonylového a -CH;- piku byl urcen
karbonylovy index podle rovnice (2) v kap. 6.4.1. Na obrdzku (Obr. 15.) je
zobrazena graficka zdavislost karbonylového indexu (CI) na Case, po ktery
byl vzorek LDPE? vystaven termooxidaci pfi réiznych teplotdch. Nejvy¥si
hodnoty CI (0,83) bylo dosazeno pfi termooxidaci provedené pii 80°C, pfi
70°C byla hodnota CI po 25 dnech ustdlena na 0,79 a ptfi 60°C dosdhl CI
nejnizsi hodnoty a to pouze 0,71. Ddle bylo pozorovédno, Ze teplota pouzitd
pfi termooxidaci mé také vliv na rychlost oxidace, kdy pfi 80°C doslo
k oxidaci vzorku jiz za 6 dni, ptfi 70°C byl vzorek oxidovédn za 12 dni a pfi

60°C doslo k jeho oxidaci aZ po 33 dnech.

Karbonylovy index [1]

0 10 20 30 40 50 60 70
t [d]
—=— 60°C ——70°C —e— 80°C

Obr. 15. Abiotickd oxidace — LDPE’ (oxidovany p#i riiznych teplotdch);
vynesené body jsou primérem ze 2 méreni a chybové tisecky odpovidaji

smeéerodatné odchylce.

Oxidace testovaného materidlu probihala vZdy do urc¢itého stupné a déle
se jiz s ¢asem nezvySovala. Mira zoxidovdni vzorku PE fé6lie byla
ovlivnéna teplotou termooxidace, kdy bylo pozorovdno, Ze se zvySujici se
teplotou termooxidace se také zvySuje stupenn zoxidovdni, viz obrédzek
(Obr. 15.). Po shrnuti téchto vysledkli dospéjeme tedy k zdvéru, Ze se

zvySujici se teplotou termooxidace roste rychlost a mira oxidace vzorku.
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Déle bylo pozorovano, Ze po zahdjeni experimentu k oxidaci vzorku
nedochdzelo, coZ mohlo byt ziejmé zplsobeno pritomnosti antioxidantt,
které jsou k polyethylenu pifiddvany pfi jeho vyrobé. Po urcCitém case, ktery
se liSil v zdvislosti na teploté pouzité pfi termooxidaci, byl pozorovan
prudky narist karbonylového indexu CI, ktery je mirou zoxidovani
testovaného vzorku. Rychly ndstup oxidace je ziejmé& spojen s vyCerpanim
antioxidacni kapacity jiZ zminénych antioxidantl. Tento prabéh je Zadouci,
nebot zdmérem vyrobct bylo vyprodukovat materidl, ktery by byl po
urcitou dobu, tj. po dobu, kdy by se pohyboval ve spotiebitelské sféte,
stily a po uplynuti této doby, tj. v dob&, kdy by se stal odpadem, by byl

rychle a snadno zoxidovan.

Ptitomnost karbonylovych skupin byla tedy detekovédna pouze u vzorku
LDPE?. U vzork bez piidavku prooxidantf, tj. LDPE® a HDPE®, nebyla
v prubéhu jejich vystaveni plsobeni riznym teplotdm pozorovdna Zddna
zména jejich spekter, coz nebylo nijak ptekvapujici. Je zajimavé, zZe
negativni vysledky byly pozorovdny 1 u vzorku HDPE?, ktery 1 pfestoze
prooxidanty obsahoval, rovnéz oxidovdn nebyl. Vzorky s prooxidanty,
tj. LDPE*> a HPDE? se li§ily v obsahu plniva podporujici zahdjeni
degradace, které bylo vyrobci davkovdno umérné k tlouStce polymeru.
Vzorek LDPE® o tlou¥tce 50-55 pm obsahoval 15 % plniva a HDPE’
o cca 3 x niz$i tlousStce (17 pm) obsahoval i 3 x méné¢ plniva (5 %). Na
zakladé této skutecnosti by se dalo usuzovat, Ze vzorky budou oxidovany
obdobnou rychlosti. Skutec¢nost se vSak pon¢kud 1i8i, coZ mohlo byt zfejm¢
zptsobeno jejich rozdilnymi strukturami. Snadnd a rychld oxidace LDPE
s prooxidanty mohla byt podpofena jeho rozvétvenou strukturou, zatimco
nerozvétvend struktura HDPE mohla byt limitujicim faktorem oxidace.
Dalsim negativhim faktorem ovliviiujicim oxidaci HDPE s prooxidanty

mohla byt jeho vysokd krystalinita ve srovndni s LDPE.
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7.1.2 Mechanicka pevnost

Vzorky LDPE?, HDPE?, LDPE’ a HDPE’ byly po termooxidaci pfi
riznych teplotdch podrobeny tahovym zkouSkdm. Vzhledem k tomu, Ze
nékteré termooxidované vzorky byly v pokrocilejsi fdzi termooxidace
velmi kifehké, nebylo u téchto vzorkl prodlouZeni pti pretrzeni piistrojem

detekovdno, a proto byly tyto hodnoty povazovany za nulové.

Na obréazcich (Obr. 16. — 18.) je zobrazena zdvislost prodlouzeni pfi
pfetrhnuti na case, po ktery byly vzorky vystaveny termooxidaci pfi
riznych teplotdch. Pro pfehlednost obrdazkd (Obr. 16. a 17.) nebyly nékteré
vybrané naméifené hodnoty graficky vyndSeny, v pifiloze (P I a P II) jsou

veSkera namérena data uvedena.

Tahové zkouSky se vzorky, které byly podrobeny termooxidaci pfi 60°C
a 70°C, viz obrdazky (Obr. 16., 17.), mély obdobny priabéh. U vzorki
LDPE® a HDPE’® bez prooxidantil byla pozorovdna ztrita pevnosti v tahu na
pfiblizné %2 z pivodni hodnoty. Neocfekdvany pribéh, s vyjimkou vzorku
oxidovaného pii 80°C, byl pozorovan u HDPE?, tj. vzorku s prooxidanty,
nebot termooxidovany HDPE? pfi 60°C a 70°C vykazoval stejné prub&hy
jako vzorky bez prooxidantéi. Naopak tomu bylo u LDPE?, tedy vzorku
s prooxidanty, kde nastala velmi rychld ztrdta pevnosti v tahu jiZ za
né¢kolik dni od pocatku termooxidace, kdy bylo nulovych hodnot dosazeno
za 28 dni pfi termooxidaci realizované pfi 60°C (Obr. 16.) a za 24 dni pfi

70°C (Obr. 17.).
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Obr. 16. Pevnost v tahu - vzorky PE folii termooxidované

pri 60°C; vynesené body jsou prumérem vétSinou ze 3 méreni a

chybové visecky odpovidaji smeéerodatné odchylce.
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Obr. 17. Pevnost v tahu — vzorky PE folii termooxidované pri
70°C; vynesené body jsou prumérem vétS§inou ze 3 méreni a

chybové vsecky odpovidaji sméerodatné odchylce.
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Nejvyraznéjsi a nejrychlejs§i ztraty mechanické pevnosti byly
pozorovdny u vzorkl termooxidovanych pti 80°C, viz obrdzek (Obr. 18.).
Vzorky LDPE” a HDPE?® s prooxidanty dosdhly nulovych hodnot méfeného
parametru prodlouzeni pfi pretrhnuti jiz za péar dni od zahdjeni

termooxidace, u LDPE? za 9 dni a u HDPE? za 23 dni.
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Obr. 18. Pevnost v tahu — vzorky PE fo6lii termooxidované pri
80°C; vynesené body jsou primérem vétSinou ze 3 méreni a

chybové iisecky odpovidaji smérodatné odchylce.

Na obrdazku (Obr. 19.) je zobrazen vliv teploty pouzité pfi
termooxidaci vzorku LDPE? na rychlost ztraty jeho mechanické pevnosti.
Zde se nejvyraznéji na ztrdt€é pevnosti v tahu podilela termooxidace
provedend pti 80°C, kde byl pozorovdn pokles na nulovou hodnotu jiz
za 9 dni, ptfi 70°C doSlo k tomuto poklesu az za 24 dni a pfi 60°C za

28 dni od zahdjeni termooxidace.
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Obr. 19. Vliv teploty termooxidace na rychlost ztrdty mechanické
pevnosti vzorku LDPE?; vynesené body jsou primérem vétiinou

ze 2 méreni a chybové lisecky odpovidaji smérodatné odchylce.

U termooxidovaného LDPE? byla pozorovdna souvislost mezi ztratou
mechanické pevnosti a rostoucim karbonylovym indexem. Z obrédzku
(Obr. 20.) je ztejmé, Ze rust karbonylového indexu byl doprovdzen ztratou
mechanické pevnosti. Tato souvislost byla u oxidovaného vzorku LDPE?

pozorovdna i pro ostatni teploty, které byly pouzity pfi jeho termooxidaci.
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Obr. 20. Vztah mezi Cl a pevnosti v tahu u termooxidovaného
LDPE? pii 70°C; vynesené body jsou primérem vétSinou ze

2 méreni a chybové iisecky odpovidaji smérodatné odchylce.

Na zdvér tedy miZeme shrnout, Ze mechanickd pevnost PE f6lif ztstava
po urcitou dobu termooxidace zachovdna a nebo jen mirné klesd. U vzorka
bez prooxidantl nebylo dosaZeno nulovych hodnot pevnosti v tahu, coZz
mohlo byt zpilsobeno ucinkem antioxidantll vuci jejich termooxidaci.
Neo&ekdvany prub&h byl pozorovian u PE félie s prooxidanty HDPE?,
s vyjimkou vzorku oxidovaného pii 80°C, nebot termooxidovany HDPE?
pfi 60°C a 70°C vykazoval stejné pribéhy jako vzorky bez prooxidantd.
Toto chovdni mohlo byt zpisobeno tim, Ze se vyrobci nepodatilo nalézt
spravny pomér mezi antioxidanty a prooxidanty pti jeho vyrobé. PE félie
s prooxidanty LDPE? byla snadno a rychle oxidovédna pti vSech teplotach.
Bylo pozorovadno, Ze se zvySujici se teplotou termooxidace dochdzi
k rychlejSim ztratdm mechanické pevnosti u vzorku LDPE?. Zde byl taktéz
pozorovan patrny vliv antioxidantd, které po urcitou dobu termooxidace
pusobily proti oxidaci vzorku, ale po vycerpdni jejich antioxidacni
kapacity pak doslo jak k rychlému ristu karbonylového indexu, tak i ke

ztratdm mechanické pevnosti.
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7.1.3 Identifikace produkti abiotické oxidace pomoci GC-MS

Extrakty vzorki LDPE' a HDPE' byly pfipraveny, analyzovény a

vyhodnocovédny zplsobem popsanym v kap. 6.4.3.

Vysledky tohoto experimentu nejsou uspokojivé, nebot pluvodnim
zamérem bylo vyextrahovat a identifikovat pfipadné karboxylové kyseliny,
které by mély byt jednim z produkti abiotické oxidace. Vzhledem k tomu,
ze tyto a nebo pfipadné jiné produkty abiotické oxidace nalezeny nebyly,
nepokldddme za dulezité zde chromatogramy uvadét. Chromatogramy jsou
k nahlédnuti na CD, které je k této préaci ptiloZeno. Identifikovdny byly
pouze nékteré signdly, které byly na chromatogramu vyraznéjs$i a které by

pfipadné mohli byt produktem oxidace PE, viz tabulka (Tab. VII.).

Tab. VII. Prehled identifikovanych sloucenin pomoci GC-MS.
2
= 7
] < [=]
A s |2
n = 2 T — . po , v .
g = o g_&“ Identifikovana slouc¢enina
o L ; > =
N - =
= v >
e R =
="
98 12,2,4,6,6-pentamethyl heptan
LDPE'
= 97 12,2-dimethyl dekan
g 9,099
98 |2,2,4,6,6-pentamethyl heptan
: 9 9 9 9 p y p
< HDPE'
s 97 12,2-dimethyl dekan
. 97 | 1-oktadecen
§ LDPE
= 96 |9-eikosen; Il-heptadecen
@
g = 96 | 1-oktadecen
— 4 w| 17,017
k= 2 | 9-eikosen; 1-heptadecen;
= HDPE 95
2 9-oktadecen; 1-dokosen
= 94 | I-nonadecen; l-pentadecen

Negativni vysledek tohoto experimentu mohl byt ddn tim, Ze testované
vzorky byly jiZz del§i dobu uchovdvdany a mohlo tak dojit k pfipadnym

ztratdm nékterych produkti abiotické oxidace. To je ovSem pouze velmi
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nejasnd domnénka plynouci ze skutec¢nosti, Ze difive bylo prokazano, Ze pfi
abiotické oxidaci mohou vznikat i t€kavé latky. Velmi pravdépodobnym
vysvétlenim je, Ze mohl byt Spatné zvolen postup extrakce, kterym mély
byt produkty abiotické oxidace ziskdny. Pti dalSich experimentech na GC-
MS jinymi skupinami se také ukdzalo, Ze Cistota pouZzitého hexanu nebyla

pro pouZzitou aplikaci dostatecna.

7.2 Aerobni biodegradace

Biodegradacni testy slouzily k otestovdni odbourdvdni oxidovanych

vzorkl PE f6lii s prooxidanty v prostiedi vyzrdlého kompostu nebo pudy.

Biodegradacni testy byly vyhodnocovany na zdkladé méfeni produkce
CO, pomoci plynové chromatografie, viz kap. 6.6.1. Procentuelni

odstranéni substratu Dc,, bylo ur¢eno dle rovnic v kap. 6.6.2.

Realizace vSech testl je popsdna v kap. 6.5.4 — 6.5.6.

7.2.1 Biodegradace v pidnim prostiedi

Pudni test &. 1

Biodegradace vzorkli PE félif LDPE' a HDPE' byla realizovdana 189
dni. V soucasné dobé& nebyl test ukoncen, nebot biodegradace PE f6lii
s prooxidanty je proces zdlouhavy a proto se da ocekdvat jeho dalsi

odbouravani.

Grafické zpracovani vysledkt ptudniho testu ¢. 1 je zndzornéno na
obrdzcich (Obr. 21 — 23). Z obrdazku (Obr. 21.) je patrné, Ze u jedné ze tii
testovacich ldhvi obsahujici vzorek HDPE' byla produkce CO, zietelné
mensi nez slepé pokusy, coz bylo zfejmé zplUsobeno netésnosti testovaci
lahve. Z tohoto duvodu byly vysledky produkce CO; z netésné ldhve

vytazeny.

Na obrazku (Obr. 23.) jsou zndzornény kyslikové poméry v testovacich
lahvich béhem inkubacni doby. Aby bylo v testovacich lahvich zachovédno

aerobni prostfedi po celou dobu inkubace, bylo provddéno jejich
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provzdusinovani zpasobem popsanym v kap. 6.5.2.

Na obrazku (Obr. 22.) je zobrazen prib&éh odbourdvdni testovanych

vzorkd. Na levé ose y je zobrazena stupnice Dy, pro vzorky PE f6lii
LDPE' a HDPE', na pravé ose y je stupnice D¢o, pro referencni
latky (1) a (2). Z prubé&hu je patrnd velmi rychld mineralizace referen¢nich
latek (1) a (2) oproti testovanym vzorktm, kdy bylo po 189 denni inkubaci

dosazeno 98.4 % DCO2 u referenc¢ni latky (1) a 25,7 % mineralizace

u referen¢ni ldtky (2). U vzorkGt PE f6lii byl na pocdtku inkubace
pozorovan skokovy narist DCO2 na 1,1 % u LDPE' a 1,9 % HDPE' za 26

dni. Av§ak po téchto 26 dnech byla produkce CO, u LDPE' a HDPE' pouze
nepatrnd. Za 189 dni inkubace bylo dosazeno 1,5 £ 0,2 % mineralizace

LDPE' a 3,3 0,2 % DC02 u vzorku HDPE'. Biodegradace téchto vzorku je

velmi pomald a neni zfejmé v souladu s ptfedstavami vyrobce. Pokud m¢élo
byt pivodnim zdmérem vyrobit takovy materidl, ktery by byl v prostiedi
pomérné¢ rychle degradovdn, pak se v tomto pfipadé¢ zfejmé nepovedlo.

Doba biodegradace takového materidlu se na zdklad¢ naSich pokusi nedd

odhadnout.
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Obr. 21. Kumulativni produkce CO;, — piidni test ¢. 1.
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Obr. 22. Procentuelni odstranéni substrdtu z hlediska produkce

CO;, — pudni test ¢. 1
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Obr. 23. Aktudlni koncentrace O, — pudni test ¢. 1.
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Pudni test ¢. 2

V tomto testu byly biodegradaci v prostiedi pudy podrobeny vzorky
LDPE?*(40) a LDPE?*(80), jednd se o vzorky stejného charakteru liSici se

pouze stupném zoxidovani, viz kap. 6.1.2.

Test nebyl v soucasné dob¢ jesté ukoncen, nebot’ je realizovdn pomérné
kratkou dobu vzhledem k Spatné potencidlni biorozlozitelnosti testovanych
vzorkl. Posledni GC méfeni produkce CO, a spotieby O, u tohoto
biodegrada¢niho testu byla provedena po 55 dnech inkubace. Grafické
zndzornéni dosavadnich vysledkd pudniho testu ¢. 2 jsou uvedeny

na obrazcich (Obr. 24 — 26).

Vv s

Z obrdzku (Obr. 24.) je patrnd vyrazné vySSi kumulativni produkce CO,
u testovacich lahvi se vzorky ve srovndni se slepymi pokusy, coZ je
dikazem mineralizace testovanych vzorkl. Na obrazku (Obr. 25.) je
zobrazen priub¢éh odbourdvani vzorkl (osa y vlevo) a referencni latky (1)
(osa y vpravo). Prabéh odbourdvani vzorki PE f6lif LDPE?*(40) a
LDPE?*(80) je oproti vzorkim podrobenym biodegradaci v ptidnim testu &. 1
nesrovnatelné rychlejs$i, nebot jiZz za 55 dni inkubace bylo dosaZeno

2,7+ 0,05 % odstranéni LDPE2(4O) a 3,1 £ 0,06 % DC02 u vzorku

LDPE*(80). Vzhledem k tomu, Ze tyto testované vzorky obsahuji 15 %
vapence jako plniva, neni zcela jasné zda produkce CO, striktné pochdazi
z organicky véazaného uhliku. Pokud bude produkce CO, 1 nadale

pokracovat stejnou ¢i obdobnou rychlosti a az hodnota D¢o, pfesahne cca

20 %, teprve pak bude jisté, Ze produkce CO, pochdzi z organického uhliku
testovanych PE vzorku. Jestli bude degradace téchto oxidovanych vzorktl
PE s prooxidanty, dodanych firmou Granitol a.s., ddle pokracovat, mohl by
se tento materidl v budoucnu stit velmi zZadanym v oblasti vyroby

plastovych produktl, zejména tedy obalovych materidlti na jedno pouZziti.
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Obr. 25. Procentuelni odstranéni substrdtu z hlediska produkce
CO; — pudni test ¢. 2; vynesené body jsou prumérem ze 3 méreni

a chybové iisecky odpovidaji smerodatné odchylce.
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Obr. 26. Aktudlni koncentrace O, — pudni test ¢. 2.

7.2.2 Biodegradace v prostiedi kompostu

Kompostovaci test ¢. 1

Biodegradacnimu testu ¢. 1 v prostfedi kompostu byly podrobeny

vzorky LDPE' a HDPE'.

Grafické zndzornéni vysledkl je uvedeno na obrdzcich (Obr. 27. — 30.).
Stejné vzorky PE f6lii byly testovdny i v pudnim testu ¢.1, kde byl
pozorovian obdobny pribéh jako v tomto kompostovacim testu. Na pocatku

byl stejn€ jako v pidnim testu ¢. 1 i zde pozorovan skokovy ndrist Dcg,

u testovanych vzorkd PE f6lii, ktery se po urcité inkubacni dobé ustdlil na
obdobné hodnoté. V prubéhu testu dosSlo k vyraznému poklesu produkce
CO; jak u slepych pokust tak i u samotnych testii se vzorky viz obrdzek
(Obr. 27.). Na zdklad¢ této skutecnosti bylo biodegradacni prostiedi
po 272 dnech inkubace revitalizovdano ptidavkem 0,5 g suSiny vyzrédlého
kompostu, coz c¢inilo 1/5 z pivodniho ddvkovaného mnozstvi kompostu.
UcGelem tohoto pifdavku byla reinokulace prostiedi &erstvymi
mikroorganismy. U tohoto biodegrada¢niho testu bylo po 356 dnech
inkubace dosazeno 3,6 + 0,4 % odstranéni vzorku LDPE! a 3,5+0,3 %

D¢o, u vzorku HDPE'. Vzhledem k tomu, e maximalni dosaZené hodnoty
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D¢y, u obou vzorkd byly jiZ po delSi dobu inkubace konstantni (cca 100

dni u LDPE' a cca 200 dni uHDPEl), viz obrazek (Obr. 28.), byl na

zdkladé¢ této skutecnosti test po 356 denni inkubaci ukoncen.

U abiotickych kontrol testovanych vzorkdi nebyl prokdzian podil
abiotickych pochodi na degradaci (produkci CO;), viz obrdzek (Obr. 27.).
Odstranéni substrdati z biodegradacniho prostiedi je tedy vysledkem

pusobeni mikroorganismi.

Vysledky procentuelniho odstranéni testovanych vzorkt PE f6lif
s prooxidanty dosdhly v prostfedi kompostu o néco vysSSich hodnot nez-li
v prostifedi puidnim. AvSak i tyto hodnoty jsou ponc¢kud nizké vzhledem

k jejich potencidlnimu budoucimu wuplatnéni co by biodegradabilniho

polymeru.
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Obr. 27. Kumulativni produkce CO, — kompostovaci test c.l.
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Obr. 28. Procentuelni odstranéni substrdtu z hlediska produkce
CO; — kompostovaci test ¢. 1; vynesené body jsou prumérem Zze

3 méreni a chybové iisecky odpovidaji smérodatné odchylce.
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Obr. 29. Aktudlni koncentrace O, — kompostovaci test ¢. 1.

Kompostovaci test ¢. 2

Kompostovacimu testu ¢. 2 byly podrobeny vzorky PE folii LDPE?*(40)
a LDPE*(80). Test byl realizovdn pomérné kriatkou dobu (69 dni) a proto

nebyl v soucasné dobé jesSté ukoncen. Posledni métfeni produkce CO, a
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spotieby O, byla tedy provedena po 69 dnech inkubace. Grafické

zndzornéni dosavadnich vysledkl je uvedeno na obrazcich (Obr. 30 — 32).

U tohoto testu byla ptekroCena 6 % hranice koncentrace kysliku
v lahvi, kterd zarucCuje aerobni podminky v testovaném prostiedi, viz
obrdazek (Obr. 32.). K tomuto pfekroc¢eni doslo na zdklad¢ ptredpokladu, zZe
pribéh spotfeby kysliku bude stejného ¢i obdobného charakteru jako
v ptipad¢ kompostovaciho testu ¢. 1, kdy byl experimentdlné zvolen ¢asovy
interval provzdusSiiovdni na cca 1 x za 30 dnii. Vzorky podrobené tomuto
testu jsou mnohem rychleji odbourdvany nez-li vzorky PE f6lii
v kompostovacim testu ¢. 1, a proto také doSlo k zvySené spotieb¢ kysliku
nez v testu ¢. 1. Na zdkladé této skutec¢nosti byl pro dal§i méfeni zvolen
krat$i interval provzdusSnovani testovacich lahvi.

Stejné vzorky PE fo6lif byly testovdny i v pudnim testu ¢. 2. Jak je vidét
na obrdzku (Obr. 30.) i zde je patrnd vyS$S$i kumulativni produkce CO;
u testovacich lahvi se vzorky, v prostfedi kompostu je vSak produkce CO;
dvojndsobné¢ vyS$Si neZz v prostiedi pudnim. Kompostovaci podminky maji
tedy pozitivni vliv na biodegradaci testovanych vzorkd. Na obr. (Obr. 31.)
je zobrazen prubéh odbourdvani PE vzorkd (levd osa y) a referen¢ni
latky (1) (osa y vpravo). Za pouhych 69 dni inkubace bylo dosazeno
6,3+ 1,0 % odstranéni LDPE*(40) a 7.1% 0,7 % D¢, uLDPE*(80).

Degradace téchto vzorkl se zdd byt velmi nadéjnd ve srovndni se vzorky
LDPE' a HDPE', které byly testovdny v kompostovacim testu ¢.1. I zde
vSak neni zcela jasné, zda neni produkce CO; ovlivnéna piitomnosti
vapence (15 %) jakozto plniva v PE vzorcich. Pokud bude dalsi pribéh
odbourdvani téchto vzorkl stejné ¢i obdobné intenzity a piesdhne 20 %

D¢, . miZeme poté s jistotou konstatovat, Ze je mineralizovdn organicky

vdzany uhlik =z testovanych vzorka PE f6lii. Z tohoto dGvodu nebyl
doposud tento test ukoncen a ve sledovdni produkce CO, se bude i nadéle

pokracovat.
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Obr. 30. Kumulativni produkce CO; — kompostovaci test ¢. 2.
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Obr. 31. Procentuelni odstranéni substrdtu z hlediska produkce

CO; — kompostovaci test ¢. 2; vynesené body jsou prumérem Zze

3 méreni a chybové iisecky odpovidaji smérodatné odchylce.
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Obr. 32. Aktudlni koncentrace O, — kompostovaci test ¢. 2.

7.2.3 Mikroskopie PE vzorki podrobenych biodegradaci v prostiredi

kompostu

Mikroskopické pozorovdni bylo provedeno po zafixovdni a vybarveni
PE vzorkd zplisobem uvedenym v kap. 6.7.

Vzorky LDPE' a HDPE' podrobené biodegradaénimu testu v prostiedi
kompostu ¢.1, byly po ukonceni pokusu mikroskopovany. Mikroskopické
pozorovani je zobrazeno na obrdzku (Obr. 33.), kdy byla u obou vzorku

pozorovdna pfitomnost vldken plisni na jejich povrchu.

Obr. 33. PE folie po vystaveni biodegradacnimu  prostiredi
(1000 x zvétsené). a) LDPE', b) HDPE'.
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Vzorky LDPE?(40) a LDPE?(80), podrobené biodegradaénimu testu
v prostfedi kompostu ¢.2, byly taktézZ podrobeny mikroskopovani
svételnym mikroskopem. Vysledky mikroskopického pozorovdni jsou
zobrazeny na obrdazcich (Obr. 34. a 35.). U téchto vzorkl bylo pozorovano
plisni (Obr. 34. a), Obr. 35. a) ) nalézaly i vldknité bakterie pravdépodobné
patfici do skupiny aktinomycét (Obr. 34. b), Obr. 35 b)).

a) b)

Obr. 34. LDPE*(40) po vystaveni biodegradacnimu  prostiedi

(1000 x zvétsené).

a)

Obr. 35. LDPE*(80) po vystaveni  biodegradacnimu  prostredi

(1000 x zvétSené).

7.3 Intenzita metabolismu bunék

Vysledky métfeni koncentrace ATP jsou zndzornény na obrdzku

(Obr. 36.). Tento prub¢h se vSak ponékud li§i od plUvodniho ocekdvdini.
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Bylo ptedpokldddno, Ze v souladu s publikovanymi vysledky [32] bude
metabolickd aktivita a tim i obsah ATP nejprve rychle rist v souvislosti

s vyuzivanim dobfe odbouratelnych produktii abiotické oxidace a poté

dojde ke stabilizaci koncentrace ATP na urcité hladiné.

U extraktt LDPE' a HDPE' bylo tedy pfedpokldddno velmi rychlé
vyuZziti nizkomolekuldrnich produktl abiotické oxidace, které mély byt ze
vzorkl vyextrahovany postupem uvedenym v kap. 6.8.2. Koncentrace ATP
se méla podle pivodnich ptedpokladii na pocdatku inkubace vyrazné zvysit,
coz by bylo dikazem o vyuZiti nizkomolekularnich produktt abiotické
oxidace mikroorganismy jako zdroje uhliku. U extraktd ze vzorkd LDPE' a
HDPE' aviak k ristu koncentrace ATP nedo§lo, coz mohlo byt zplisobeno
tim, Ze bakterie pfitomné v kompostu moZnd nejsou schopny ruastu
v suspenzi bez pevného podkladu. Jednd se vSak o vysvétleni ziejmé

nedostatecné.

Pokusy provedené s pevnymi vzorky LDPE' a HDPE' vykazovaly mirny
vzrust koncentrace ATP béhem inkubace. Nariast ATP byl zfejm¢ zpisoben
vyuZzitim vzorkll mikroorganismy jako zdroje uhliku, avSak i tento prubé&h
neni podle pivodnich pfedpokladt, kdy byl oéekdvdn mnohem vyraznéjsi

rust koncentrace ATP.

Vysledek experimentu je obtizné¢ interpretovatelny zvlasté pak absence
rustu bakterii v extraktu ze vzorkid, nebot je ndm zndmo, Ze extrakt
obsahuje bakteriemi vyuZitelné latky. Je mozZné, Ze cely postup
experimentu byl nesprdvné volen a nebo mohlo dojit pfi jeho realizaci
k chybé. Podobny pokus o sledovdni obsahu ATP pifi biodegradaci za
kompostovacich podminek nebyl v literatufe nalezen, takZe nebylo mozno

si vzit ptiklad z né€jakého jiz diive popsaného experimentu.
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Obr. 36. Intenzita energetického metabolismu bunék, vynesené
body jsou prumérem ze 2 méreni a chybové iisecky odpovidaji

smeéerodatné odchylce.
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ZAVER
Cilem diplomové prdace bylo sledovat pribéh abiotické oxidace
polyethylenu s prooxidanty, ktery byl vyhodnocovdn pomoci FTIR spekter

v 7z

a tahovymi zkouSkami. V dal§i ¢4sti prdce byla sledovdna biorozlozZitelnost
oxidovaného polyethylenu s prooxidanty v prostiedi vyzrdlého kompostu a
pudy. Biodegradace byla hodnocena na zdkladé¢ méfeni produkce CO,

pomoci plynové chromatografie.

Vysledky abiotické oxidace PE s prooxidanty na bdzi manganu byly
ponékud neocekdvané, nebot rust karbonylového indexu, ktery je mirou
oxidace, byl pozorovin pouze u LDPE?, zatimco HDPE? zistal viéi oxidaci
inertni. Prib&h ristu karbonylového indexu u LDPE? byl pfi viech
teplotdch stejného charakteru. Na pod&dtku experimentu LDPE® oxidaci
nepodléhal, coz bylo zfejm¢ zplUsobeno pfitomnosti antioxidantl, které
jsou v polymeru bézné pritomny, a po vycCerpdni jejich antioxidacéni
kapacity doSlo k prudkému néartistu karbonylového indexu. LDPE byl oproti
HDPE velmi snadno a rychle oxidovdn, coZ mohlo byt zptsobeno jeho
rozvétvenou strukturou a niz$i krystalinitou. Mechanickd pevnost
termooxidovanych PE s prooxidanty byla u LDPE® a HDPE® taktéz
rozmanitého charakteru. U LPDE? byly po jeho termooxidaci pfi viech 3
teplotach pozorovany velmi rychlé ztraty mechanické pevnosti, zatimco u
HDPE? byl pokles na nulovou hodnotu pozorovan pouze u vzorku, ktery byl
termooxidovdn pfi 80°C. I zde byl pozorovdn obdobny vliv antioxidantt,
kdy byla mechanickd pevnost na pocatku termooxidace zachovdna a po
urcité dobé, kdy byla antioxidacni kapacita polymeru jiZ vyCerpdna, doslo
k rychlym ztratdim mechanické pevnosti. Stdlost polymeru vuci abiotickému
pusobeni po urcitou dobu, zejména tedy po dobu co by se vyskytoval ve
spotiebitelské sféfe, je vyrobci Zzadouci stejné jako jejich rychld degradace
v dobé kdy se stanou odpadem. A proto je snaha o nalezeni kompromisu
mezi stidlosti a degradovatelnosti polymeru v prostiedi. Zda se, LDPE?
s prooxidanty od firmy Granitol a.s., by mohl byt jednim z polymernich
materidlt, ktery by témto poZadavkiim mohl vyhovovat, nebot se jedna o

materidl, ktery velmi snadno a rychle termooxidaci podléhd. Tyto vzorky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

byly ddle podrobeny biodegradaci v prostiedi pudy a vyzralého kompostu,

jejichz vysledky jsou velmi pfekvapujici a zajimavé.

Vysledky biodegradace realizované s prvni sadou oxidovanych PE
vzorkl s prooxidanty Zeleza a kobaltu byly negativniho charakteru, nebot
u tohoto materidlu bylo dosazeno velmi nizkého procenta degradace, kdy
bylo po 189 denni inkubaci v prostiedi pidy dosazeno 1,5 % mineralizace
u LDPE a ptiblizn¢ 3,3 % u HDPE , a v ptfipad¢ kompostovacich podminek
bylo za 356 dni dosazeno asi 3,6 % mineralizace u LDPE a cca 3,5 %
odbourani u HDPE.

Mnohem pifekvapivéjSich a zajimavéjSich vysledktt bylo dosazeno
pfi biodegradaci vzorkti PE s prooxidanty na bdzi manganu od firmy
Granitol a.s., které byly termooxidovany po dobu 40 a 80 dni do rtizného
oxida¢niho stupné. V pidnim prostfedi bylo dosazeno 2,7 £ 0,05 %
mineralizace LDPE2(4O) a 3,1 £0,06 % odstranéni LDPE2(8O) za pouhych
55 dni. V kompostovacich podminkdch bylo dosazené procento
mineralizace jeSté o néco vyss$i nez-li v prostiedi pidnim, kdy byl po 69
denni inkubaci vzorek LDPE2(4O) zmineralizovan z 6,3 + 1,0 % a
LDPE2(80) byl odbourdn z 7,1 £0,7 %. Vzhledem k tomu, Ze tyto
experimenty poddvaji pozitivni vysledky, nebyly v soucCasné dob¢
ukonceny a v jejich dalSim sledovdni se bude nadédle pokracovat. Dosazené
procento mineralizace PE vzorkl, tedy produkce CO,, vSak muze byt
ovlivnéno rozkladem védpence, ktery je v PE vzorcich ptfitomen jakoZto
plnivo, které by mélo podle vyrobce podpoftit degradaci PE s prooxidanty.
Vzhledem k tomu, Ze testované vzorky obsahuji az 15 % véipence, musime
pockat az mineralizace dosdhne vice nez 20 %, poté si miZeme byt jisti, Ze
je mineralizovdn 1 organicky vdzany uhlik. Pokud tedy bude intenzita
produkce CO; i naddle stejného ¢i obdobného charakteru, mohl by byt
tento materidl velmi perspektivnim feSenim problematiky hromadicich se

obalovych materidlt na jedno pouZziti na skladkach.
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PRILOHA P 1

Namérené hodnoty parametru prodlouZeni prFi

pretrhnuti u vzorki termooxidovanych pri 60°C.

-

ProdlouzZeni

pii pretrhnuti [ %]

Vzorek — + 0
[d] 1 2 3 4 X
0 312,30 275,70 380,40 375,40 335,95 43,94
1 376,30 304,10 | 281,20 | 240,90 300,63 49,20
2 469,20 320,30 | 418,60 366,40 393,63 55,80
3 292,50 307,40 | 258,70 306,10 291,18 19,64
4 317,90 418,00 | 370,10 | 291,50 349,38 48,68
m@ 5 202,50 242,90 | 307,50 | 274,80 256,93 38,85
g 6 246,80 325,50 308,49 230,30 | 277,77 40,11
— 7 278,00 223,70 | 271,00 | 252,20 256,23 21,02
9 230,00 140,80 | 239,30 159,70 192,45 42,85
13 222,50 300,20 | 225,10 | 287,50 | 258,83 35,32
17 257,80 186,30 166,10 360,20 | 242,60 75,97
28 200,80 250,80 | 272,50 | 254,40 244,63 26,61
84 176,70 176,70 | 250,80 X 201,40 34,93
0 181,00 X X X 181,00 0
1 205,90 170,20 165,39 X 180,50 18,07
2 251,30 229,50 | 204,50 159,77 194,07 34,03
3 207,10 146,50 159,80 X 171,13 26,01
5 190,00 X X X 190,00 0
6 138,20 126,50 154,00 X 139,57 11,27
. 7 155,20 111,20 X X 133,20 22,00
E 9 122,50 131,80 149,40 X 134,57 11,15
a 13 138,10 X X X 138,10 0
= 17 120,20 129,50 X X 124,85 | 4,65
28 X X X X X 0
52 X X X X X 0
56 X X X X X 0
69 X X X X X 0
77 X X X X X 0
84 X X X X X 0




Vzorek t Prodlouzeni p¥i pretrhnuti [ %] _ s
[d] 1 2 3 4 X
0 386.50 426.90 | 653.40 X 488.93 | 117.46
1 335,60 410,70 | 432,20 X 392.83 | 41.41
2 441,30 443.10 | 508,90 X 464.43 | 31.45
3 459.70 466.00 | 352.50 | 342.50 | 405.18 | 57.83
4 389,40 335,30 | 295.10 | 450,00 | 367.45 | 58,23
% 5 366,40 303.00 | 299,20 X 322.87 | 30.82
2 6 556.10 314,50 | 288.80 | 326.80 | 371.55 | 107.43
= 7 291.20 304.10 X X 297.65 | 6.45
9 304,60 325,90 | 241,60 X 290,70 | 35.79
13 250,50 285.00 | 275.10 X 270.20 | 14,50
17 309,40 271.40 | 254.80 | 257.00 | 273.15 | 21.88
238 325.40 367.90 | 262.20 | 291,50 | 311.75 | 39.38
84 271.00 243.10 | 288.30 | 250,90 | 263.33 | 17.65
0 386,70 415.20 | 402,80 | 353.20 | 389.48 | 23.25
1 417,80 372.10 | 309.80 | 315.70 | 353.85 | 44.21
2 415.30 272.30 | 332.20 | 246.80 | 316.65 | 64.85
3 366,00 386,10 | 382,90 X 378,33 | .82
“ 4 375.60 425.80 | 347,20 | 414.20 | 390,70 | 31,24
=2 5 279.70 222.80 X X 251.25 | 28.45
a 6 285.90 251.30 | 247.70 | 294.80 | 269.93 | 20.71
= 9 247.20 X X X 247.20 0
13 204.70 X X X 204,70 0
17 222.20 x X X 222.20 0
238 274.30 258.20 | 192.70 X 241.73 | 35.29
84 208,50 189,00 | 221,50 X 206.33 | 13,36

X - nedetekovano

kde :

ol

H+
Q

primérna hodnota (n = 2, 3, 4)

smérodatnd odchylka (n = 2, 3, 4)




PRILOHA P II : Naméiené hodnoty parametru prodlouieni p¥i

pretrhnuti u vzorki termooxidovanych pri 70°C.

Vzorek t Prodlouzeni pri pretrhnuti [ %] _ s
[d] 1 2 3 4 X
0 181,00 X X X 181,00 0
1 101,60 143,80 | 124,80 X 123,40 17,26
2 104,80 117,10 X X 110,95 6,15
3 123,10 129,00 X X 126,05 2,95
a 4 174,90 143,40 | 280,70 X 199,67 58,72
E 7 179,90 199,30 X X 189,60 9,70
5 12 160,29 148,00 | 129,40 X 145,90 12,70
17 192,70 165,70 X X 179,20 13,50
24 X X X X X 0
38 X X X X X 0
59 X X X X X 0
66 X X X X X 0
0 312,30 275,70 | 380,40 | 375,40 | 335,95 43,94
1 247,50 95,70 120,70 X 154,63 66,46
2 174,30 153,50 99,89 178,00 | 151,42 31,19
3 75,90 212,30 | 291,40 X 193,20 89,01
- 4 425,70 131,00 | 426,90 X 327,87 139,21
E 7 152,61 601,00 | 328,40 X 360,67 184,47
a 12 396,40 304,50 X X 350,45 45,95
= 17 166,17 362,60 | 175,50 X 234,76 90,48
24 278,70 195,10 | 193,40 X 222,40 39,82
38 301,10 144,90 | 322,40 X 256,13 79,13
59 211,20 251,10 | 272,00 | 145,10 | 219,85 48,37
66 295,30 232,40 | 134,00 | 201,60 | 215,83 58,07
0 386,50 426,90 | 653,40 X 488,93 117,46
1 251,10 293,80 | 244,30 X 263,07 21,91
2 285,20 255,40 | 273,50 | 183,50 | 249,40 39,50
3 231,60 240,00 | 168,80 | 234,90 | 218,83 29,04
- 4 518,10 368,00 | 543,60 | 450,70 | 470,10 68,02
E 7 313,60 406,70 | 345,70 X 355,33 38,61
a 12 334,20 262,00 | 292,40 X 296,20 29,60
= 17 344,70 326,70 | 276,70 X 316,03 28,77
24 231,30 315,60 X X 273,45 42,15
38 244,90 247,30 X X 246,10 1,20
59 293,40 269,40 | 235,00 | 336,70 | 283,63 37,01
66 283,20 265,00 | 247,80 X 265,33 14,45




Prodlouzeni pri pretrhnuti [%]

Vzorek t + G
[d] 1 2 3 4 X
0 386,70 415,20 | 402,80 | 353,20 | 389,48 23,25
1 236,10 270,00 | 276,80 X 260,97 17,80
2 302,80 251,90 | 241,80 X 265,50 26,70
3 175,60 294,90 X X 235,25 59,65
a 4 268,10 500,10 | 270,80 X 346,33 108,74
E 7 343,40 350,30 | 261,60 X 318,43 40,29
e 12 298,60 265,50 | 351,00 X 305,03 35,20
= 17 265,30 350,40 | 279,10 X 298,27 37,29
24 302,40 314,60 | 320,70 X 312,57 7,61
38 339,30 240,80 | 264,50 X 281,53 41,98
59 248,90 330,10 | 324,70 X 301,23 37,07
66 322,90 324,80 | 290,90 X 312,87 15,55

X — nedetekovano

kde :

|

I+
Q

prumérnd hodnota (n = 2, 3, 4)

smérodatnd odchylka (n = 2, 3, 4)
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Souhrn

Cilem diplomové price bylo sledovat pribéh abiotické thermo-oxidace a biodegradace
polyethylenu s prooxidanty v prostfedi vyzralého kompostu a pudy.

Prvni sadu vzorkl tvotily LDPE a HDPE f6lie s prooxidantem na bazi Zeleza a kobaltu,
které byly jiz diive podrobeny abiotické oxidaci. Biodegradace byla sledovdna pomoci
stanoveni plynnych produktii procesu pomoci plynové chromatografie. U téchto vzorkl byl
zaznamendn pouze nizky stupen biodegradace, kdy u LDPE bylo dosazeno cca 1,5 %
mineralizace a cca 3,3 % u HDPE po 189 denni inkubaci v piipad¢ piidnich podminek a asi
3,6 % mineralizace u LDPE a 3,5 % u HDPE po 356 dnech v piipadé¢ kompostovacich
podminek.

Druhou sadu vzorki tvofily LDPE a HDPE félie s prooxidantem na bdzi manganu.
Vzorky byly podrobeny abiotické termooxidaci, pficemz se ukdzalo, Ze pouze LDPE fdlie se
oxiduje o¢ekdvanym zptisobem. Pidni a kompostovaci testy biodegradability byly provadény
pouze s LDPE fdlii, kterd byla termooxidovana pifi 70°C po dobu 40 a 80 dni do rtizného
stupn¢ zoxidovani. Po 55 denni inkubaci v prostfedi pudy bylo dosazeno 2,7 % mineralizace u
LDPE(40) a 3,1 % u LDPE(80). V ptipad¢ kompostovacich podminek bylo za 69 dni dosaZeno
6,3 % mineralizace u LDPE(40) a 7,1 % u LDPE(80), coz jsou zajimavé vysledky.

Abstract

The main goal of the diploma thesis was to monitor processes of abiotic
thermo-oxidation and biodegradation of polyethylene with prooxidants in mature compost and
soil environments.




The first set of samples consisted of LDPE and HDPE films with iron and cobalt based
prooxidants previously subjected to abiotic oxidation. Biodegradation was followed by gas
chromatography determination of gaseous products. The samples showed limited
biodegradation only, more specifically about 1,5 % mineralization for LDPE and about 3,3 %
for HDPE after 189 days in the case of soil environment and about 3,6 % mineralization for
LDPE and about 3,5 % for HDPE after 356 days in compost environment.

The second set of samples included LDPE and HDPE films with manganese based
prooxidants. The samples were thermo-oxidized first and it was found that only LDPE film
underwent oxidation as previously expected. Consequently, soil and compost tests were
carried out with the LDPE film, which was during 40 and 80 days thermo-oxidized at 70°C
into various degrese of oxidation. In the soil conditions was values of mineralization about 2,7
% for LDPE(40) and 3,1 % for LDPE(80) after 55 days in the soil test and about 6,3 % for
LDPE(40) and 7,1 % for LDPE(80) after 69 days in the compost test. Such results could be
considered as interesting.




