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ABSTRAKT

Obsahem této diplomové prace je studium biodegradability modifikovanych polyuretanovych
folii v syntetickém médiu s minerdly a vitaminy na temperovanych tfepackach pomoci
smeésné termofilni aerobni bakteridlni kultury rodt Bacillus a Thermus. Ptidavkem
biopolymernich plnidel (karboxymethyl celulosa, hydroxyethyl celulosa, acetylovana
celulosa, acetylovany skrob a pSeni¢na bilkovina) se ve vétSiné pripadech zvysSovala
biodegradabilita f6lii s plnidlem v porovnani s folii bez plnidla (referen¢ni).

Rist kultury nejvice podporovaly folie modifikované 10 % acetylované celulosy a 10 %
karboxymethyl celulosy.

Pii degradaci folii dochazelo nejdiive k abiotickému rozkladu folie a nasledné k vyuziti
Stépnych produkti bakteridlnimi kulturami.

ABSTRACT

This thesis is focused on study of biodegradability of modified polyurethane elastomeric films
in synthetic medium with minerals and vitamins on tempered shaker by mixed thermophilic
aerobic bacterial culture Bacillus and Thermus genera. In most cases addition of all used
fillers (carboxymethyl cellulose, hydroxyethyl cellulose, acetylated cellulose, acetylated
starch and glutein) led to increased biodegradability of elastomeric films with modifying
agent in comparison with elastomeric films without modifying agent (referential).

The growth of cultures was strongly increased in presence of elastomeric films modified by
10 % acetylated cellulose and 10 % carboxymethyl cellulose.

Elastomeric film biodegradation mechanism included probably two stages: abiotic destruction
of elastomeric films and consequent utilization of degradation products by bacterial culture.
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1. UVOD

Termofilni mikroorganismy jsou jednou z mnoha zajimavych skupin mikroorganismti, které
jsou schopné obyvat i prostifedi, kde je pfirozené zvySend teplota, Casto az na extrémni
uroven. Skupina termofilnich mikroorganismu je zajimava z hlediska obecné biologického
z toho divodu, ze vétSina jich Zije a aktivné se rozmnozuje pii teplotach, které jinak plsobi
nic¢ivé na bézné mesofilni organismy.

Aplikace termofilnich mikroorganismli v oblasti ekologie, kde se vyuzivaji pfi zpracovani
znecisténych odpadi a k likvidaci vedlejsich produkti, v poslednich letech znacné stoupa.

Pfi zpracovani odpadii se jednd ztechnologického hlediska zejména o odstranéni, nebo
alespon o maximalni snizeni obsahu organickych latek (vyjadiuji se jako BSK nebo CHSK),
fosforu nebo latek dusikatych [2, 19].

Jednou z moznosti jak zabranit dalSimu hromadéni odpadu je syntéza a nasledna biodegradace
biodegradovatelnych polymert.

Biodegradace polymernich materiala je pfirozeny jev. Dochazi pii ném k narusSeni struktury
makromolekul plsobenim mikroorganismii ¢i prostfedi, nejcastéji vSak obou faktord
soucasné. Problematick4 je viak biodegradovatelnost syntetickych polymert. Casto se jedna o
materidly vici biodegradaci rezistentni a je tedy nutné je urcitym zplsobem upravit. Jednou
zmoznosti je kopolymerace s pfirodnim polymerem, piipadné¢ modifikovanym piirodnim
polymerem (derivaty celuldozy, modifikované Skroby atd.), které jsou relativné
biodegradovatelné a tuto vlastnost pak predaji i samotnému kopolymeru.

Studiu biodegradovatelnosti biodegradovatelnych polymerl je tfeba vénovat jeSt€¢ mnoho
usili, protoze je to jedna z cest, jak chranit nase zivotni prostiedi pied tvorbou dalSiho tézko
zpracovatelného odpadu [48].



2. TERMOFILNI MIKROORGANISMY
2.1 Charakteristika

Termofilni mikroorganismy jsou mikroorganismy, které maji optimalni teplotu rastu 45 °C
nebo vyssi; pro rist vétsSiny z nich je optimalni teplota 50 az 60 °C, n¢kdy i vyssi. Nekteré
mohou rist vyjimeéné 1 pii teplot¢ az 80 °C (napt. jist¢ kmeny druhu Bacillus
stearothermophilus). Rada termofilnich mikroorganismii se nerozmnozuje pii teplotach 28 az
30 °C, dokonce ani pii teplotach nizsich nez 40 °C, kdezto jiné se pfti teplotach kolem 30 °C
rozmnozuji jesté zjistitelnou rychlosti [1].

Skupina termofilnich mikroorganismt je zajimava z hlediska obecné biologického z toho
divodu, Ze vétSina jich Zije a aktivné se rozmnoZzuje pii teplotach, které jinak ptisobi ni¢ivé na
bézné mesofilni organismy. VéEtsina termofilt vznikla z mesofilnich organismtl, coZ potvrzuje
skutecnost, ze z kultur mesofili je mozno ziskat uméle pti postupné zvysSovanych teplotach
bunky termofilni, resp. termotolerantni. Vznik podobnych teplomilnych ras probihd i
v ptirod¢, a proto u bakterii a aktinomycet byly zjistény paralelni buiitky mesofilni a termofilni
[2].

Vyznacuji se mimotadné vysokou metabolickou aktivitou a rychlosti ristu za optimalni
teploty; vysokd metabolicka aktivita pfi téchto teplotach je vysledkem odliSného slozeni
bilkovinnych slozek jejich enzymii, nebot’ optimalni teplota vétSiny izolovanych enzymu se
pohybuje v rozmezi optimalnich teplot pro rtst. Nékteré enzymy termofilnich bakterii jsou
vSak u celych bunck aktivnéjsi pii vyssich teplotach nez pii extrakei z rozdrcenych bunék, coz
svédci o ochrannych ucincich nékterych slozek bunky vici vysokym teplotdm [1].

Termofilni bakterie maji své zastupce ve vétSiné zndmych rodl, napt. mezi rody Bacillus
(napt. B. stearothermophilus), Clostridium (C. thermosaccharolyticum), Lactobacillus (L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. bulgaricus), mezi aktinomycetami (napf.
rody Thermoactinomyces a Thermomonospora) i v nékterych jinych rodech [1].

Termofilni mikroorganismy maji zna¢ny vyznam v potravinaiském prumyslu. Tak zvana
zbytkova mikrofléra konzerv tepelné sterilovanych jsou v podstaté termofily, které plsobi
zkazu konzerv pi1 nevhodném ulozeni [2].

2.1.1 Vyskyt

Termofilni mikroorganismy maji naroky na vysoké teploty, a proto ke svému riustu vyzaduji
termalni prostiedi.
Termalni prostiedi mtize v pfirod¢ vznikat Ctyfmi zplsoby:

- Solarnim ohievem

- Spalovacimi procesy

- Radioaktivnim rozpadem

- Geotermalni aktivitou
Solarni ohfev pidy je mozny do teplot okolo 60 °C, zejména v poustnich oblastech.
K vyraznéjsSimu zvySeni teploty ve vodném prostiedi dochdzi pouze v mélkych vodéach nebo
ve vodach s neobvyklou hustotou. V mélkych motskych zatokdch mohou byt teploty i vyssi
nez 40 °C.



Spalovacimi procesy se tvoii v pfirod¢ nejvetsi mnozstvi tepla. Mohou byt vyvolany procesy
biologickymi i nebiologickymi. Tepelnd energie miize vznikat ¢innosti mikroorganismt, napf.
pfi kompostovani organickych odpadi, kde mize teplota dosahovat 70 °C 1 vice.

Nejpocetngjsi skupinu termalnich prostfedi tvoii geotermalni aktivita. V aktivnich vulkénech
je vsak teplota pro zivot organismu pfili§ vysoka (nad 1000 °C), ale horké prameny, které
souvisi se sopecnou cinnosti, maji vhodné teplotni podminky pro Zivot termofilnich
mikroorganismu. Teplota téchto prament se pohybuje od 30 °C az po bod varu (90 — 100°C)
v zavislosti na nadmotské vysce). NejvyznamnéjSimi oblastmi vyskytu horkych pramenti jsou
Yellowstone National Park, Island, Novy Z¢éland a Rusko [3].

V Yellowstone byly testovany Ctyfi termalni oblasti: Mud Vulcano a Norris Geyser Basin
témét vyhradné kyselé oblasti, White Creek (Lower Geyser Basin) a Potts Hot Spring Basin
(West Thumb) obsahovali vétSinou neutrdlni az alkalické prameny. Bylo testovano asi 65
horkych prament a odpadnich kanalt, pH a teplotni profily byly dany do grafu [22].

Graf 1: Teplotni a pH profil. Jsou zde znazornény vzorky, ze kterych byl Thermus sp. izolovin
(piné kolecko) a nemohl byt izolovan (prdzdné kolecko) [22].
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Termofilni mikroorganismy se vyskytuji vpudé, v kompostech, v chlévské mrve,
v uskladnéném vlhkém materidlu (raSelin€, sené€, obili), v bahné, tj. vSude tam, kde ¢innost
mesofilnich mikroorganismua pfispéla ke zvyseni teploty na 40 az 45 °C. Pii této teploté
zaCind intenzivni Cinnost termofill, jez vede k dalSimu zvySovéani teploty a nékdy i
k samovzniceni (napf. u sena, raSeliny nebo obili). Samovzniceni je zplsobeno tvorbou lehce
zapalnych zplodin metabolismu termofilnich bakterii [1].
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Tab. 1: Termofilni mikroorganismy a jejich vyuziti v potravinarstvi [2].

. Ekonomicky Tvorba Optimélni Tepelnff Pozadavek
Organismus rnam sbor teplota rozmezi na kvslik
vy p rustu °C | rtstu °C Y
Pieziva pasteraci o
Streptococ:cus mléka; castni se 0 50 2560 fakultatlvn’e
thermophilus ., , s anaerobni
zrani tvrdych syr
soucast mikroflory
Lactoba(.:zllus Jog,urtu; Vyuznf pro 0 50 2560 §
bulgaricus vyrobu kyseliny
mlécné
Lactobacz?lus preziva I?asterac1 0 55 30 - 65 §
thermophilus mléka
Lactobacillus vyuzit pro vyrobu 0 45 0
delbriieckii kyseliny mlécné ”
Bacillus calidolactis srvavz,l micko p,rl + 55-65 45 -175 .
vy$Sich teplotach
Bacillus p uVOdCG,
) plynuprostého + 55 ? "
thermoacidurans .
kvaSeni konzerv
) ptvodce
B
acillus ) plynuprostého + 50 45 -176 "
stearothermophilus .
kvaseni konzerv
Clostridium . Plivodce bombazi N 55 617 | 4371 anacrobni
thermosaccharolyticum konzerv
ptivodce
Clostridium nigrificans | sulfidického kazeni + 55 ?7-70 »
konzerv

2.1.2 Podskupiny termofilnich mikroorganismu

Podskupiny termofilnich mikroorganismu se daji rozdélit do 4 podskupin: [4].

* Termotolerantni organismy maji teplotni maximum 60-70 °C, optimum 35-45 °C a
minimum 5-10 °C. Tato skupina se miize pomnozovat jak pii 30 °C tak pti 60 °C, s téméet
stejnou rychlosti. Jsou velmi rozsifeny v pfirodé¢ a mnohé organismy, popsané jako typické
termofily, patfi podle své Zivotni Ccinnosti k termotolerantnim mikrobim [2, 4].

* Eurytermické termofilni organismy maji teplotni maximum 70-75 °C, optimum 50- 65 °C a

pti teplotach kolem 30 °C i pfi niz8ich se rozmnoZzuji pomalu, v pfirodé jsou velmi rozsifeny

[4].
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+ Stenotermické termofilni mikroorganismy maji teplotni maximum 75-80 °C, optimum
50-65 °C a pii teplotach kolem 30 °C se nerozmnozuji, v pfirod¢ jsou pomérné vzacné [4].

* Hypertermofilni mikroorganismy maji maximum 105-113 °C (neni ale vyloucen objev
organismi s jeSté vyssi termotoleranci), optimum 80-95 °C a minimum 70-80 °C.

Uvedené rozdéleni termofilti podle tepelnych narokt ma vyznam hlavné pii popisu vlastnosti
¢istych kultur, kdezto pfi stanoveni poctu termofild v rizném materidlu se zahrnuji do
spolecné skupiny teplomilnych organismi, péstovanych obvykle pii 55 °C, jak termofilni, tak
i termotolerantni druhy [2].

2.1.3 Termofilni bakterie

Termofilni bakterie, zvlasté sporotvorné, mohou pisobit nezddouci zmény potravin
zpracovavanych vyssi teplotou, kterou pietrvavaji; jde o zastupce rodu Bacillus a Clostridium
podminujicich plynuprosté kvaseni, bombaze i sulfidické kazeni konzerv. Z nesporotvornych
termofili se vyuZziva prospéSné ¢innosti Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
[2].

2.1.3.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus je rozsahly a v ptfirodé velmi rozSifeny, rod grampozitivnich aerobnich
tyCinkovitych bakterii z ¢eledi Bacillaceae. Jsou ptevazné pohyblivé, maji schopnost vytvaret
vysoce termorezistentni spory (endospory). Bacillus se vyskytuje v povrchovych vrstvach
pudy ave vod¢, né€kolik druhi parazituje v hmyzich Ilarvach, naptiklad Bacillus
Steraothermophilus, Bacillus thuringiensis. Bacillus anthracis plsobi onemocnéni zvifat
a lidi, antrax. Dalsi zastupci: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium [5].

Jeho druhy maji v celku bohaté enzymové vybaveni, takze mohou rozkladat nejriizné;jsi
organické slouCeniny. VétSina druhlt mé velmi aktivni amylolytické enzymy, které Stépi
Skrob, fada druhi ma pektolytické enzymy, které $té€pi rostlinné pektiny, a vétSina druhd ma
velmi aktivni proteolytické enzymy, takZze se uplatiiuje pti aerobnim a anaerobnim rozkladu
bilkovin. Rada druhii produkuje antibiotika polypeptidové povahy, z nichz néktera se pomoci
téchto bakterii vyrabé&ji primyslové (napft. bacitracin). Nékteré druhy tvoii soucasné nékolik
polypeptidovych antibiotik. Jiné druhy tvoii pouzdra polysacharidové povahy, které zptisobuji
nezadouci nitkovitost peCiva a pSenicného chleba. Urcité druhy slouzi pro primyslovou
ptipravu enzymu. Bakteridlni amylasy ziskané z Bacillus subtilis se uplatiluji v pivovarstvi a
v textilnim pramyslu [5].

Enzymové vybaveni termofilnich zastupci rodu Bacillus [13]:

e Thermolysin — neutralni proteasa, produkovana bakterii Bacillus stearothermophilus a
schopné udrzet si 86 % své aktivity pii 70 °C po dobu 30 hodin [6, 13].

e o-amylasa — k produkci dochédzi v exponencialni fazi rastu. Pfi 40 °C dochazi
k hromadéni enzymu v bunice. Maximalni koncentrace extracelularniho enzymu byla
nalezena pii 50 — 55 °C.

e Pullulanasa — schopna Stépit a-1,6-glukosidasovou vazbu v pullulanu za vzniku
maltotriosy.
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e o-glukosidasa — hydrolyzuje a-1,4 nebo a-1,6 vazby v kratkych fetézcich sacharidu.

e Xylanasa — endoenzym, ktery $tépi B-1,4-glykosylovou vazbu v xylanu a celulose.
Produktem hydrolyzy xylanu je xylobiosa, xylotriosa a xylosa. Hydrolyzou celulosy
vznika cellobiosa a dalsi oligosacharidy.

e Lipasa — optimalni teplota je 75 °C pti pH =5

e Glukosa-isomerasa — tvofi ji B. coagulans pti kultivacich limitovanych kyslikem na
médiu, které obsahuje glukosu a soli mineralnich kyselin pfi teploté 50 °C [13].

2.1.3.2 Rod Thermus

Zastupci rodu Thermus jsou popisovani jako termofilni, gramnegativni, aerobni, zluté
zbarveni heterotrofové s optimalni teplotou ristu okolo 70 °C a s pH optimem 7-8.

Thermus aquaticus byl jako prvni izolovan z horkého pramene v Yellowstonském Narodnim
Parku. Od této prvni izolace byli piedstavitelé rodu Thermus izolovani také z dalsich lokalit,
napiiklad z horkych prament v Japonsku, USSR, Islandu nebo Nového Zélandu.

Predchozi prace byla soustfedéna na biochemické a fyziologické aspekty zastupcti rodu
Thermus, ale byla objasnéna i genetika tohoto rodu [7].

2.1.3.3 Rod Thermoactinomyces

Rod, ktery tvofi kulovité spory vznikajici jednotlivé na vzduSnych i substratovych hyfach,
které jsou jednoduché nebo vétvené. Optimalni teplota rastu je 50 — 55 °C. Pii této teploté¢ ma
vysokou enzymovou aktivitu a jeho enzymy (lipdza, protedza a amyldza) jsou technologicky
zajimavé. Je rozsifeny v ptirodé, hlavni mikrofléru kompostti, mokrého sena, vlhkého obili a
jinych rozkladajicich se organickych materiali. Metabolickéd ¢innost ptislusnikli tohoto rodu
muze vést k samovzniceni sena, slamy apod. Je silnym alergenem projevujicim se nejcastéji
dychacimi potizemi a da se nalézt také na filtrech klimatizacniho zatizeni [7].

2.1.4 Extrémné termofilni bakterie

Nékteré extrémni termofily z archaeobakterii metabolizujici siru (Desulfurococcus,
Pyrodictium, Pyrococcus, Sulfolobus, Thermococcus, Thermoproteus) rostou i pii teplotach
nad 100 °C. Mezi archaeobakterie naleZeji také gramnegativni obligatné termofilni bakterie,
z nichz vétsina redukuje elementarni siru v H,S. Zahrnuji aeroby, fakultativni anaeroby i
pfisné anaeroby. VétSina druhli ma optimalni teplotu riistu mezi 70 az 100 °C.

Rody anaerobnich fadd byly nalezeny v jicnech nebo v okoli ¢innych sopek a v horkych
sirnych pramenech.

Od extrémnich termofilti se v mnoha ohledech odliSuje rod Thermoplasma, ktery je pokladan
za zastupce samostatné skupiny archaeobakterii. Jeho hlavnim znakem je nepfitomnost
bunécné stény. Jeho buriky maji na svém povrchu silnou trojvrstevnou membranu, obsahujici
ctyficetiuhlikaté isoprenoidné vétvené diglyceroltetraethery. Vyzaduje pH 1-2 a optimalni
teplota rustu je 55-59 °C. V prostiedi o pH kolem 7,0 buiky lyzuji [1,8].
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2.2 Metabolické drahy termofilnich bakterii

Zékladni metabolické rysy termofili jsou kompletni cyklus trikarboxylovych kyselin véetné
glyoxylatového cyklu, taktéz kompletni Embden - Meyerhoffova drdha u vétSiny druht a
¢asto modifikovany dychaci fetézec.

Zakladnim anaerobnim katabolickym procesem sacharolytickych mikroorganismti je tzv.
glykolyza. Spociva v pfeméné hexos a jeji usek k pyruvatu, v némz je jeden dehydrogenacni
stupeni, je spoleCny vétSiné zivych organismil. DalS§i zpracovani pyruvatu je odlisné u
aerobniho a anaerobniho metabolismu [1].
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Obr. 1: Schéma glykolyzy [9].
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Glykolyza je biochemicky proces, ktery je zprostfedkovan skrz Embden-Meyerhoffovy dréhy.
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l T

Glucose-f-phosphate — Fructose G-phosphiate Fructose-1,6-
diphosphate A—D
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acid phospahte :’q: Triose phosphate
Inorganic phosphate
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i act ceta + S e ano
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IC0A I 3 AcotiCoA +200, + 4H

Obr. 2: Schéma Embden-Meyerhoffovy drdhy [9].

24

cyklus trikarboxylovych kyselin. Do tohoto cyklu vstupuje acetylkoenzym A a acetyl je
v ném postupné oxidovan az na oxid uhli¢ity za redukce celkem ctyi molekul kofaktori.
Redukované kofaktory jsou pak oxidovany dychacim Fetézcem za vzniku ATP, takze se pfi
oxidaci jedné molekuly acetylu a oxidacni regeneraci kofaktorti ziska az dvanact molekul
ATP. Dulezitym zdrojem acetylu pro citratovy cyklus je pyruvat vytvoteny glykolyzou
z hexosy. Pyruvat je oxidaén¢ dekarboxylovan (za soucinnosti komplexu enzymid,
obsahujiciho také NAD") a pfevadén v acetylkoenzym A, ktery pak vstupuje do citratového
cyklu [1].

ADP+P; ATP
Acetyl-CoA c“'\\“"'r:Z:}[‘;;» Acetat
C———>= C(itratovy cyklus

Obr. 3: Metabolismus acetylkoenzym A u termofilnich bakterii [10].
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Obr. 4: Schéma citratového cyklu [9].

Pii anaerobnim metabolismu se pyruvat redukuje na rizné fermentani produkty (napf.
ethanol, kyselina mléén4 aj.) za soucasné reoxidace NADH+H" [1].

NiZe jsou uvedeny hlavni typy primyslovych fermentaci. Fermentace vychazejici z glykolyzy
jsou rozdéleny podle kone¢nych akceptort vodiku.

Mléc¢na fermentace:

Nejjednodussim feSenim problému nalezeni vhodného akceptoru pro odstranéni vodikovych
atomu, odebranych na cesté od glukosy k pyruvatu, je tvorba laktatu, protoze akceptorem je
sam pyruvat.

Pfeménu pyruvatu na laktat realizuje enzym laktatdehydrogenasa. Laktat je asi nejbéznéjSim
produktem fermentace cukri a vznikd pfi vétS§iné kvasnych procesti pouzivanych
v mlékarenském pramyslu. Mlécnou fermentaci provadi pocetnd, morfologicky heterogenni
skupina mikrobt, zvanych mlééné bakterie (laktobacily, Lactobacteriaceae), s komplexnimi
naroky na vyzivu. Jsou to pfisné fermentujici organismy a jeho zastupci jsou napiiklad
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus a Pediococcus
acidilactici. Jako dal§i fermentace vychdzejici z glykolyzy je etanolova, kdy dochazi
v prvnim kroku k dekarboxylaci pyruvatu na acetaldehyd a CO; a v kroku druhém k redukci
acetaldehydu na etanol.
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Kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA, které se vytvofily ze dvou molekul pyruvatu za
odstépeni H, a CO,, mize vzniknout acetoacetyl-CoA, ktery se mize dekarboxylovat na
aceton a ten se muze stat akceptorem atomi vodiku a redukovat se na isopropanol
(Clostridium butylicum). Paralelni moznost, které davaji pfednost jiné druhy rodu
Clostridium, je tvorba butyratu (tzv. maselné kvaseni) pouzitim stejného sledu, jaky uZivaji
zivo¢isné buinky pfi syntéze mastnych kyselin. Butyrdt mize byt koneénym produktem
fermentace nebo muze v piipad¢ potieby poslouzit za akceptor vodiku a redukovat se na
butanol [1].

Lactic Acid Fermentation
(anaerobic respiration)

(o No intermediate;
| Pyruvate accepts
electrons from NADH
I
H—C—OH
|
2 Lactate 2 NAD* 2 NADH
(l)_
C=0

GIUCOSE e e— w— m—- —- |
="
CH;
2 ADP 2 ATP 2 Pyruvate

Obr. 5: Schéma mlécného kvaseni [9].
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Obr. 6: Schéma alkoholovéeho kvaseni [9].
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Jestlize byly spotfebovany sacharidy prosttedi, mohou byt vyuzity dalsi organické slouceniny,
predevsim produkty glykolyzy, nizsi mastné kyseliny apod. U vétSiny mikroorganismil je
mozno tyto slouceniny vyuzit pouze aerobnim metabolismem. Nékteré mikroorganismy tvoti
extracelularni enzym lipasu, kterd odstépuje mastné kyseliny z lipidi. Tyto mastné kyseliny
jsou pak aerobnim zptsobem postupné oxidovany tak, ze vznika acetylkoenzym A a kyselina
o dva uhliky krat$i, az se zoxiduje celd kyselina se sudym poctem uhlikd. Tento proces se

nazyva [-oxidace mastnych kyselin a je velkym zdrojem pro mikrobni buiiku [1].
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Obr. 7: Schéma [-oxidace mastnych kyselin [9].

18



U termofilnich mikroorganismi je také zajimavy metabolismus a transformace organickych
kyselin.

izobutyrat propionét laktat 2-methylbutyrat, valerat
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Obr. 8: Schéma metabolismu nizsich organickych kyselin u aerobnich termofilnich bakterii
[10].

3. MIKROORGANISMY A JEJICH PROSTREDI

Okolni zivotni prostedi, které je charakterizované fyzikalnimi a chemickymi parametry, se
oznacuje jako abioticka sloZka (tj. neziva) prostfedi. Slozka, kterou pfedstavuji samotné
organismy, se nazyva bioticka (tj. zivd). Abioticka a bioticka slozka tvoii ekosystém, ktery je
zakladni samostatnou existenci a schopnou jednotkou Zivota biosféry. Tok energie zde vede
k jasn¢ definované struktufe, biotické rozmanitosti a kolobéhu latek uvniti této soustavy.
Ekosystém je do jist¢ miry na okoli nezavisly, ziviny jsou soucésti t€l mikroorganismil a
zpétné mohou byt i vyuzivany. Vyskyt mikroorganismil na lokalité je tedy do jisté miry dan
fyzikdlnimi a chemickymi faktory prostiedi, vyznamné se projevuje 1 vliv ostatnich
mikroorganismu, které mohou mit pozitivni ¢i negativni vliv na osidleni biotopu (tj. Zivotniho
prostoru) jinym mikroorganismem. Zivé organismy jsou vysoce uspoiadané systémy, které
pokud nedostanou energii z prostiedi, tak hynou a ztraci usporadanost [11].

3.1 Abiotické faktory

Na mikroorganismy plsobi mnohé fyzikalni i chemické faktory vnéjs$iho prostredi, vici
kterym mohou byt vice ¢i mén¢ odolné (rezistentni druhy) [11].
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3.1.1 Vliv teploty

Teplota wvnéjSiho prostiedi je jednim zhlavnich faktori, které ovliviiuji rychlost
rozmnozovani mikroorganismii 1 moZznost jejich Zivota. U kazdého mikroorganismu
druh rozmnozuje jeste zjistitelnou rychlosti, optimalni teplotu, pfi niZ se rozmnoZuje nejveétsi
rychlosti, a maximalni teplotu, tj. nejvyssi teplotu, pfi které je schopen se jesté rozmnozovat.
Stanoveni minimalni teploty je pomérné obtiZzné, nebot’ s klesajici teplotou klesa postupné i
rychlost rozmnozovani. Teplotni mez Uplného zastaveni rlstu je proto zjistitelna velmi
obtizng. Zatimco optimalni teplota je obvykle asi o 30 °C vyS$$i nez teplota minimalni,
prevysuje maximalni teplota pouze o 5 az 10 °C optimalni teplotu urcitého mikroorganismu.
To znamend, Ze pii zvySeni teploty nad optimalni teplotu dochazi k prudkému poklesu
rychlosti rozmnozovani a nakonec k jeho zastaveni. Dalsi zvySeni teploty pak vede dokonce
k usmrceni bun€k. Prudky pokles ristu pti vyssich teplotach je zplisoben denaturaci urcitych
enzymd, jeZ jsou pro rust nezbytné. Tato denaturace je zprvu reverzibilni, avSak pii vysSich
teplotach se stava ireverzibilni a vede k usmrceni bunky.

Kratkodobé zvyseni teploty nad maximalni teplotu vyvolava teplotni Sok, ktery vede
k riznym vykyviim metabolismu. Pfitom se syntetizuji tzv. teplotné Sokové proteiny (angl.
heat shock proteins, HSP), které nalezi mezi tzv. stresové proteiny. Témito proteiny se
rozeznavaji anomalni proteiny tvofené pii stresu a zajist'uje se jejich rychlé odbouravani.
Optimalni teplota pro rozmnozovani se nemusi vzdy shodovat s optimalni teplotou pro ostatni
Zivotni procesy buriky.

Je zajimavé, ze maxima celkového vytézku bunécné hmoty je dosazeno obvykle pii teplotach
podstatné niz§ich, nez jsou teploty optimalni pro rychlost ristu.

Minimalni teplota rstu je urena tim enzymem, jehoz aktivita je nejcitlivéjsi k nizkym
teplotam. V teplotnim rozmezi mezi minimalni a optimdlni teplotou se zvySuje se stoupajici
teplotou rychlost vSech procesti v bunice, a tedy i rychlost rozmnozovani. Pfi teplotach
blizicich se optimalni teploté se jiz za¢ina uplatiiovat vliv denaturac¢nich procest na nckteré
enzymy. Pfi maximalni teploté ristu je teplotni destrukce bilkovin tak velka, ze rist prestava.
Teploty nizs$i nez minimalni teplota ristu pfeziva vétSina mikroorganismi pomérné dlouhou
dobu. Jestlize se vSak intenzivné se rozmnozujici buniky (tj. bunky v exponencialni fazi ristu)
nékterych druhli bakterii pfenesou z optimalni teploty na teploty blizké 0 °C, dochazi k tzv.
chladovému Soku, ktery se projevuje ztratou zivotnosti velkého podilu populace. Chladovy
Sok byl pozorovan u gramnegativnich bakterii, u grampozitivnich spiralujicich bakterii a
dokonce i u psychrofilii. Citlivost riznych druht bakterii k chladovému Soku je vSak odli$na.
Termofilni Bacillus stearothermophilus patti k nejcitlivéj§im druhtim, nebot’ pti pfenosu jeho
rostoucich bun€k z optimalni teploty na 20 °C se jiz po kratké dob¢ ztraci jejich Zivotnost.
Zakladni teplotni body urcit¢tho mikroorganismu lze ménit, zménime-li jeho geneticky
materidl. Tak byly ptisobenim mutagennich prostfedkti ziskdny mutanty senzitivni k teploté
(tzv. ts-mutanty), které maji vyrazné snizenou maximalni, ptipadné i optimalni teplotu. Tyto
mutanty maji néktery nezbytny enzym mnohem termolabilngj$i, nez maji nezmutované
kmeny [1].
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3.1.2 Adaptace termofilnich organismii na vyssi teploty

Extrémni teploty plsobi na mikroorganismy nékolika zplsoby. Nejvice jsou ovlivnéné
bilkoviny, vysoké teploty zptisobi jejich denaturaci, pii nizkych teplotach se naopak bilkoviny
stavaji rigidnimi (,,ztuhlymi*). Dalsi vliv mé teplota na membrany. Aby membrana plnila
spravné svoji biologickou funkci, musi byt pfiméfen¢ nepropustnd a zaroven piimérené
fluidni. Pfi vysSich teplotach dochazi ke zvySeni fluidity a propustnosti, pfi nizSich teplotach
naopak membrana tuhne a stava se rigidni.

Membrana termofilnich organismi je adaptovana na vysokou teplotu tak, aby byla dostate¢né
nepropustna i pii vysSich teplotach, kdy se zvysuje jeji fluidita. Analyza lipidii z riznych
organismil kultivovanych pfi riznych teplotach ukéizala nékteré obecné trendy v adaptaci
membrany. Pfi vysSSich teplotach stoupéd celkovy obsah membranovych lipidi, zvySuje se
podil nasycenych mastnych kyselin na ukor nenasycenych, vyssi je i podil kyselin s delSim
fetézcem. Se vzrustajici teplotou také ubyva rozvétvenych mastnych kyselin. Divodem je
prostorové usporadani t€chto mastnych kyselin. Nerozvétvena a nasycend mastnd kyselina se
v membrané orientuje prakticky do piimky a zabere tak nejméné prostoru, ¢imz umozni tésné
usporadani 1 dal§im nasycenym mastnym kyselindm. Vysledkem je husté&j$i membrana [30].

Adaptace membrany na teplotu je proces fyziologicky, pomérné rychly a vratny. Pfimo
v membrané prokaryotickych mikroorganismi ptisobi enzym desaturaza, kterd ma schopnost
reverzibiln€ saturovat a desaturovat dvojné vazby. Dalsi Upravy mastnych kyselin probihaji
pomoci jejich odbourdavani a nové syntézy zavislé na teploté. Tento postup je také jediny,
ktery pouzivaji eukaryotické organismy.

Termofilni bilkoviny a enzymy jsou adaptovany na vyssi teplotu zménou svoji struktury
bilkovin tak, aby byla posilena jejich rigidita [30].

3.1.3 Vliv pH prostredi

Koncentrace vodikovych iontl (pH) patii k nejvyznamnéj$im faktoriim prostiedi. Ovliviiuje
elektricky naboj bunééného povrchu a tim se méni i permeabilita bunééné membrany vuci
iontiim. Méni se 1 pomér hlavnich metabolickych procesti, aktivita enzymi, odolnost bun¢k
vici jinym faktorim (teploté aj.) [4].

Rast mikroorganismi 1 jejich biochemickd c¢innost jsou silné ovlivnény koncentraci
vodikovych ionti v prostiedi. Kazdy mikrobni druh se mize rozmnozovat pouze v uréitém
rozmezi pH. Pro optimalni rlst vétSiny bakterii je toto rozmezi pomérné tizké. Extrémni pH
muze mikroorganismy usmrtit.

Vétsina bakterii roste v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi. Mezi bakterie ptezivajici
extrémni pH patfi stfevni bakterie, nebot’ musi pfezivat velmi nizké pH Zzaludecnich stav i
alkalické pH Zluci. Kyselé prostredi ptezivaji také druhy tvoftici kyseliny jako hlavni produkty
metabolismu (octové, mlécné nebo propionové bakterie). Pfi pfiliS nizkém pH se ovSem
pfestavaji rozmnozovat a ustava jejich hlavni metabolickd ¢innost. Naproti tomu hnilobné
bakterie jsou velmi citlivé k nizkému pH, c¢ehoz se vyuziva pii konzervaci potravin
(marinované ryby, zelenina v kyselém ndlevu nebo mlécné€ zkvasena zelenina).
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pH prostfedi ovlivituje také odolnost bun€k ke zvySenym teplotdm. Odolnost k vysokym
teplotdm je tim mensi, ¢im vétsi je odchylka od optimalniho pH, coz plati jak pro vegetativni
buiiky, tak i1 pro spory.

U bakteridlnich spor rodd Bacillus, Clostridium a Desulfotomaculum zabranuje kyselé¢ pH
kliceni spor a jejich pfeméné ve vegetativni formu. Této skute¢nosti se vyuzivd u potravin
sterilovanych teplem [1].

V nekyselém nebo jen mdlo kyselém prostiedi se rozviji spory obligdtné anaerobnich nebo
fakultativné aerobnich termofilnich mikrobtl, jako napt. Clostridium thermosaccharolyticum
a v prostiedi okyseleném pod pH = 4 tvoti Bacillus thermoacidurans jen vegetativni formy, tj.
relativné velké tyCinky.

3.1.4 Voda a relativni vzdusSna vlhkost

Voda je v prostiedi pro existenci mikroorganismii nezbytnd. Umoznuje transport zivin do
buiiky a metaboliti z buniky do prostfedi. Veskeré biochemické reakce probihaji ve vodném
prostiedi a buniky samy obsahuji az 90 % vody. SniZujici se obsah vody zpomaluje Zivotni
¢innost a pod urcitou mezi ji zcela zastavuje, i kdyZz se mikrob neusmrti. Rlzné
mikroorganismy jsou schopné rlstu pii rdzném obsahu vody v prostfedi. Pravé tak rtzné
druhy snaSeji rizn¢ dlouhou dobu vysuseni, po kterou si zachovévaji Zivotnost. Mimotadné
odolné jsou spory bakterii, které mohou kli¢it i po desitkach let vysuseni. Velmi citlivé jsou
napft. bakterie octového kvaSeni nebo nitrifikacni.

Relativni vzdusna vlhkost je dulezitym faktorem pro zivotni ¢innost mikroorganismu, zavisi
na teplot¢ a ma prakticky vyznam pfi transportu a skladovani kultur ¢i potravin
konzervovanych suSenim [4].

3.2 Biotické faktory

3.2.1 Vziajemné vztahy mikroorganismu

Pro charakterizaci biotickych faktorti, zde uvedenych vztahli mezi organismy a jejich
prostfedim a mezi organismy navzajem, je dulezité zminit zdkladni ekologické a taxonomické
pojmy. V piipadé taxonomie (tj. disciplina zabyvajici se popisem a tfidénim mikroorganismu
na zékladé morfologickych, biochemickych, fyziologickych charakteristik do taxonomickych
jednotek), je zékladni taxonomickou jednotkou tzv. taxon (druh, rod, ¢eled’, atd.) [11].

Populace je skupina organismu urc¢itého druhu, které maji spole¢ny genofond, ziji v urcitém
prostoru a Case. Pro tuto skupinu mikroorganismii je charakteristické, ze pravdépodobnost
vzajemného kiizeni je vétsi, nez pravdépodobnost kiizeni s ¢leny jinych populaci. Prikladem
populace bakteridlnich bunck je kultura, ktera mlze byt €ista (populace bunék vyhradné
z jednoho kmene x klon je populace dcetfinnych bun¢k pochazejici z jedné mateiské bunky) ¢i
smiSena ( sloZzena z né¢kolika kment bakterii). Soubor populaci, Zijicich na ur¢itém biotopu, je
spolecenstvo [11].

Mezi jednotlivymi populacemi mikroorganismi, které vzajemné ptichdzeji do kontaktu, se
vytvateji rizné vztahy. Populace se ovliviluji pozitivné, negativné ¢i na sebe viibec neptisobi.
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Ptikladem jednotlivych vztahl je adaptace, neutralismus, komenzalismus, protokooperace,
mutualismus, kompetice, predace, parazitismus a amensalismus [11].

Adaptace je stavem prizptisobeni se danym podminkdm prostiedi a tim i zajisténim dalSich
populaci. Adaptace je jistou ochranou pted neptiznivymi vlivy okoli [11].

Neutralismus

V ptipadé, kdy se populace druhii navzéjem neovliviiuji, nejsou stimulovany ani inhibovény,
dochazi k tzv. neutralismu [11].

Komenzalismus

Komenzalismus je vztahem jednostranného prospéchu, kdy pouze populace prvého druhu ma
z tohoto vztahu prospéch a druhd populace neni ovlivnéna. Piikladem tohoto vztahu je
sukcesivni pisobeni mikroorganismu pfi riznych metabolickych procesech (metabidza), kdy
jedna populace ptfevadi latku enzymaticky na substrat, ktery je vychozi latkou pro
metabolickou ¢innost dalSich populaci [11].

Protokooperace

Protokooperace je vztahem zacinajici spoluprace, kterd je prospésnd, nikoliv nutna. Pfikladem
je synergismus, projevuje se napi. tim, ze populace obou druhi dokazou ve spolupraci
uskutecnit reakce, které by individudlné svym metabolismem nebyly schopny provést [4, 11].

Mutualismus

Mutualismus je vztahem obligatni symbidzy, spolupraci nutné k zivotu obou na ni
zucastnénych druhti [11].

Kompetice

Kompetice je projevem soutéze mezi jedinci riznych druhli i jednoho druhu o jeden zdroj
potravy ¢i energie, ktery je omezen. Na zdkladé GAUSSEHO principu zde dochazi ke
konkurenénimu vylouceni, protoZze dva druhy se zcela shodnymi naroky nemohou zit
pohromadé¢ v jednom prostoru [11].

Predace

Predace je pfipadem vztahu, kdy se jeden druh zivi druhym. Prvnim typem organismu,
ucastnicim se na tomto vztahu, je predator, ktery byva obvykle vétSich rozmérid. Druhym
organismem je koFist, ktera predatorovi slouzi jako potrava. Predator je zavisly vyzivove na
populaci kofisti. Pfikladem téchto vztahli je bézné vyzirani drobnych bakterii a mikromycet
prvoky a vétSimi mikroorganismy [11].
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Parazitismus

Parazitismus je vztahem mezi parazitem, ktery je menSich rozméri a jeho hostitelem. Ze
vztahu ma prospéch parazit, ktery je pro svého hostitele Skodlivy. Podle toho, jakym
zpisobem se na hostiteli vyZzivuje, se rozliSuji tzv. ektoparazité (7iji na povrchu hostitele) a
endoparazité (ziji uvniti svého hostitele) [11].

Amensalismus

Populace prvého druhu je omezovana, druhého nedotéena. Uginek negativniho ptisobeni mize
byt piimy, kdy organismus vytvaii latky Skodlivé pro druhou populaci (antibiotika, inhibitory,
jedy, apod.), nebo nepiimy, kdy aktivita jedné populace vede ke zméné jinych podminek
prostiedi ve sméru nepiiznivém pro druhy organismus (pH, redox-potencial, pO,, aj.) [4].

Téchto osm typi vzdjemnych vztahl Ize rozd¢lit na zdporné a kladné. Zaporné vztahy, kdy
jedna populace Skodi populaci druhé, jsou oznacovany jako antibi6éza a jsou zpravidla typu
amensalismus. Povaha vzijemného vztahu se mize ménit za riznych podminek, nebo
v pribéhu spolecného souziti. Interakce mezi organismy zavisi t€Z na prostorové distribuci
ucastnikli, mohou se projevovat soucasné nebo postupné [4].

Napt. pii kultivaci smésné termofilni kultury se méni koncentrace biomasy a CHSK.

3.3 Mikroorganismy v odpadnich vodach a biologickych ¢istirnach

Odpadni vody ptichdzejici do biologickych ¢istiren si pfinaseji v zavislosti na jejich ptivodu
celou fadu mikroorganismi. Krom¢ fekalni mikrofléry obsahuji odpady z domécnosti
(laktofléru, mikroorganismy ze zbytkl masa a masnych vyrobkii, mou¢nych vyrobkil, ovoce a
zeleniny aj.). Z celé tady prumyslovych vyrob odchéazeji mikroorganismy jako odpady
z vyrob (pivovary, lihovary, vyrova lé€iv, mlékarensky primysl, konzervarny apod.). Tato
mikroflora vSak vétSinou neni schopna v Cistirenském procesu dale vegetovat a vétSina
zastupcit hyne. Po lyzi jejich bunék stoupd znecisténi, zvlaste piichédzi-li do odpadi velké
mnozstvi biomasy. V biologickych ¢istirnach je pro Cistirenské procesy vyuzivana spontanné
vznikld mikroflora, kterd je adaptovana na pfivadénou odpadni vodu. Pti styku odpadni vody
s vytvoienou biocendzou jsou pritomné organické latky (znecisténi) metabolizovany. Posléze
je odpadni voda od mikroorganismli oddélena a vypousténa do recipientu. Mikroorganismy se
vraceji do procesu jako inokulum. Jsou-li v pfebytku, mohou byt ze systému odstranény.
Cistirenské procesy se v podstaté déli na aerobni a anaerobni. Podle typu vytvofené aktivni
mnohaslozkové kultury mohou byt bud s kulturou suspenzni nebo narostovou (tzv.
biofilmem). Suspenzni kultura je nejcastéji oznacovana jako aktivovany kal, nerostova se
uplatituje v riiznych typech biologickych kolon.

Zakladnim piedpokladem pro funkci Cistirenského systému je takové slozeni ptivadéné vody,
které umoziuje rdst a mnozeni bakterii. Ty jsou zdkladnim ¢lankem postupné tvorené
polykultury [4].
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3.4 Vody povrchové a odpadni

Voda je prirozenym prostiedim, v némz se mikroby mohou vyvijet a zit. Hlavnim faktorem,
ktery ovliviiuje vyvoj bakterii ve vodg, je piitomnost zivin. Cim vice je voda zneéisténa
organickymi latkami, tim vice obsahuje mikroorganismi. Po strance mikrobiologické mame
riuzné pozadavky na vodu, a to podle ucelu, k némuz se vody pouziva [2].

3.4.1 Zdroje znecisténi

Znecisténi vody muizeme definovat jako takovou zménu fyzikalnich, chemickych a
biologickych vlastnosti vody, kterd omezuje nebo i znemoznuje jeji pouziti k danému ucelu.
Pojem znecisténi je tedy pojmem relativnim [25].

Voda vypousténd z domécnosti a z primyslovych podnikli je po pouziti vice ¢i méné
zneCisténd. Ke znecisténi vody rovnéz dochazi pti jejim pouziti jako transportniho média pii
odstrafiovani odpadnich produkti. Méstské odpadni vody se lisi stupném znecisténi a svym
slozenim a to pfedevsim v zavislosti na typu sidla, druhu primyslu a rovnéz stupné natedéni
srazkovymi vodami, které vstupuji do systému. Objem a sloZeni odpadnich vod ve stejném
misté se 1i$1 v pribehu casu a to jak v pribéhu dne, tydne, tak i let [12].

Wew

3.5 Biologické cisténi

Biologické ¢isténi odpadnich vod vyuziva termofilnich mikroorganismi, které rozkladaji a
odstraniuji organické znecisténi tak, Zze ho pfeménuji na biologické vlocky. Rozkladny proces
je velmi slozity a sklada se z fady reakci. Rychlost tohoto procesu zavisi na fad¢ faktord,
napt. na obsahu kysliku, pH, teploté, typu zneciSténi a pfitomnosti toxickych latek, dilezita je
pouzitd metoda ¢isténi a velikost ¢astic [12].

Biologické ¢isténi se bézn¢ projektuje na odstranéni organickych latek. V biologickém stupni
¢isténi s normalnim zatizenim se odstrani jen takové mnozstvi zivin (soli dusiku a fosforu),
které mtze byt zabudovano do bunécné hmoty [12].

3.5.1 Anaerobni rozklad

Bez ptitomnosti kysliku dochéazi k rozkladu anaerobnimu. Organické latky se oxiduji na oxid
uhli¢ity a vodu, zatimco nékteré jiné latky se redukuji na organické plyny, napt. methan.
Anaerobni biologické ¢isténi se obvykle pouzivd pouze u silné znecisténych vod a také pti
bézném zpusobu likvidace kalu, zndmém jako vyhnivani [12].

3.5.2 Aerobni rozklad

Pti biologickém aerobnim ¢isténi dochdzi k oxidaci organickych latek plsobenim
mikroorganismi za ptfitomnosti kysliku, vyslednym produktem jsou CO, a H,O [12].

Pti aerobnim biologickém cisténi méstskych odpadnich vod rostou mikroorganismy bud’ na
pevné néplni filtru v imobilizované kultute (biofiltr), nebo jsou voln€ unaSeny ve vodné fazi a
tvofi tzv. kulturu ve vznosu [12].
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4. TERMOFILNI MIKROORGANISMY V PROCESECH CISTENI
4.1 Historie a souc¢asnost termofilniho ¢iSténi

Termofilni biologické ¢isténi bylo poprvé studovano v roce 1953. Pfedmétem vyzkumu byla
vysokoteplotni odpadni voda z papirenského pramyslu. Pokles BSK po 24 hodinach byl
nepatrné¢ mensi v termofilnim reaktoru, nez v analogickém mesofilnim. Ackoli degradacni
rychlosti byly nejvyssi pii 50 °C, nizké usazovaci rychlosti bakterii snizovaly kvalitu findlni
odpadni vody. O tfi roky pozdéji byla provedena pilotni studie na ¢isténi sulfatové odpadni
vody pfi 48 — 50 °C. Vyzkum stupné eliminace BSK v rozsahu pH 9,5 — 9,8 dal v podstaté
stejné vysledky jako u predeSlych experimentd pfi nizSich teplotich (30 — 38 °C).
Koncentrace rozpusténého kysliku byla zpravidla nezjistitelnd, ale zddny neptiznivy ucinek na
efektivitu procesu nebyl pozorovan. Usazovaci rychlosti byly velmi dobré, ov§em pokud byla
trvale udrzovana koncentrace pevné latky v reakéni kapaling na 3 g.I'". Tyto prvotni studie
spolecné demonstruji 3 bézné procesni charakteristiky:

e vysoké biodegradacni rychlosti

o nizké koncentrace rozpusteného kysliku v aeracni nadrzi vyplyvajici pravé z téchto
vysokych rychlosti odbourdvani a ze snizeni rozpustnosti kysliku v diisledku vysoké
teploty

e potencidlni problémy s usazovanim bakterialnich bunék

DalSimi analyzami vlivu teploty na vykonnost Cistictho procesu bylo zjisténo, Zze nizka
usazovaci schopnost bakterii je pfi teplotdch vyssich nez 43 °C prekazkou kvalité vycCisténé
odpadni vody [19].

Nasledovalo nékolik studii termofilniho aerobniho ¢isténi odpadnich vod, ale zddny z nich
navrhovany systém nebyl v plném méftitku proveditelny. Studované odpadni vody nemély ani
vysokou teplotu, ani vyss§i obsah uhlikatého substratu. Byl porovnan efekt ¢isténi odpadni
vody pfi teplotach od 4 do 55 °C a nejlepsi Cistici vykon byl zaznamenan pfi teploté 45 °C.
Rovnéz dalsi vyzkum na zékladé méfeni specifické rychlosti utilizace kysliku potvrdil teplotu
nejvyssi biologické aktivity na 45 °C. Dalsi prace byla vénovana ¢isténi mestskych odpadnich
vod pti 55 °C. Filtraci byl dosazen pokles hladiny BSK o vice nez 90 %. Pii Cisténi
kombinovaného méstského a primyslového odpadu pii 35 — 52 °C byl zjiStén nejveétsi pokles
BSK pfi teploté 35 °C (tj. pod ,termofilni* teplotni oblasti). Vykonnost procesu klesala
s rostouci teplotou pii procesu Ccisténi modifikovaného meéstského odpadu s vyuzitim
submerzniho aerovaného biofiltru v teplotnim rozmezi 30 — 55 °C [19].

Vétsina z publikovanych védeckych c¢lankti zabyvajicich se touto problematikou obsahuje
termofilni aerobni systémy pouzitelné pro odpadni vody o vysoké teploté, nebo odpadni vody
s vysSim obsahem uhlikatého zdroje vhodné pro autotermni proces (viz. kap. 4.2.5). Pti
CiSténi odpadnich vod o vysoké teploté zcelulézového a papirenského primyslu byly
zaznamenany pouze proménlivé tspdchy. Castou limitaci vykonu &istictho procesu byla
nedostate¢na schopnost separace bun€k termofilnich bakterii z oSetfené odpadni vody. Jako
dasledek této Spatné usazovaci schopnosti bun¢k byla pozorovana klesajici efektivita ¢isténi
pii teplotach vétSich nez 37 °C. Proto byly provaddény pokusy na zlepSeni usazovacich
charakteristik, napt. pomoci ptidavku modifikovaného ptirodniho polymeru chitosanu do
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teplé odpadni vody. Naopak ale v kalu starém 15 dni byly zjiStény dobré usazovaci schopnosti
bun¢k a bylo dosazeno az 90 % eliminace BSK.

Je patrné, Ze ve skutecnosti je mnoho z dosaZenych vysledkd a informaci protikladnych.
Optimalni hladina nékterych elementarnich parametrit jako je teplota, koncentrace
rozpusténého kysliku a pH neni jesté zcela stanovena. Nicméné experimentalni studie zietelné
ukazuji, ze biologické aerobni osetfeni pii vysoké teploté (50 — 60 °C) je proveditelné [19].

4.2 Biologické termofilni aerobni Cistici systémy

Biologické termofilni aerobni Cistici systémy ptedstavuji relativné novy postup upravy
vysokoteplotnich odpadnich vod. Principem této metody je metabolické odbourdvani
zneCiStujicich latek termofilnimi mikroorganismy. Vyzkum této techniky sahd az k roku
1950, ale pouze malo z téchto systémui bylo v primyslovém méfitku zrealizovano. VétSina
zafizeni byla vyvinuta jen ndhodné, kdyz teplota v reaktoru stoupla v disledku tvorby tepla
biodegradaci latek v odpadni vodé [26].

Je tfeba probrat slovo ,termofilni“. Z pohledu biologického ¢isténi odpadnich vod se jako
termofilni oznacuje proces, ktery probihd pii teplot¢ 45 °C a vyssi, coz odliSuje tyto
vysokoteplotni procesy od ptechodovych systémi jako je napt. vyhnivani kalu, probihajici pfi
teplotach 35 — 40 °C [26].

4.2.1 BETT proces

Zkusebni provoz BETT procesu je tvofen mobilni jednotkou obsahujici 900 galonovy
izolovany reaktor pro termofilni ¢isténi odpadnich vod a zpracovani kalu. Kyslik pro oSetfeni
je dodéavan tryskovym aera¢nim systémem vyuzivajici jednu trysku umisténou 1,5 stopy ode
dna reaktoru. Recirkulace pro aeracni systém je poskytovana misici pumpou. BETT zatizeni
je konstruovéano pro vsadkovy nebo kontinudlni zpisob kultivace [15].

Vsadkovy proces kultivace je vyuzivan pro studium vyhnivani kalu (bioreaktor se naplni a
zaoCkuje mikrobni kulturou), kdezto kontinudlni zpiisob je uzivan pro studium zpracovani
kapalného aktivovaného kalu (mikroorganismy se plynule dopliiuji s novym mediem a staré
medium se suspendovanymi mikroorganismy se simultdnné odstraiiuje odtokem). Plnéni
zahu$ténym odpadnim kalem a vypousténi je u vsadkového zplsobu zajistovano
membranovym Cerpadlem s plynulou regulaci oti¢ek. Kromé& reakéni jednotky jsou
lokalizovany dal$i nadrze slouzici k plnéni reaktoru a piepadu pény. Systém umoznuje také
kontinudlni zdznam objemu, teploty, pH, rozpusténého kysliku a tepelné vodivosti [14, 15].
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Pro studium zpracovani kapalného kalu je na navésu umisténa usazovaci nadrz. Pfi tomto
zpusobu je do zkusebni jednotky kontinualné ptivadéna odpadni voda pomoci peristaltické
pumpy. Kapalina vytékd zreaktoru do usazovaci nadrze, kde kal sedimentuje na dné a
supernatant odtéka z horni Casti usazovaci nadrze. Usazeny kal mize byt vracen zpét do
reaktoru jako recyklovany aktivovany kal, nebo od€erpavan jako odpadni aktivovany kal [15].

Obr. 9: Zkusebni provoz BETT reaktoru [15].

V soucasné dob¢ se rozjizdi pln€ provozni zafizeni vyuzivajici technologii BETT procesu.

Obr. 10: Plny provoz BETT reaktoru [15].

4.2.2 TAS proces

Malé cistirny odpadnich vod Usp&$né vyuZzivaji proces termofilni stabilizace kalu (TAS).
Odpadni kal je pfi tomto procesu stabilizovan vzduchem nebo primyslovym kyslikem a
zarovein hygienizovan vysokou teplotou.

Vétsi Cistirny odpadnich vod pouzivaji zptisob dvojitého zpracovani kalu (DS). Kombinace
aerobni a anaerobni stabilizace umoZiiuje pouziti menSich reaktorti ke stabilizaci a
hygienizaci odpadniho kalu neZz pfi €ist€ anaerobnim zpisobu zpracovani [13].
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4.2.3 ALPHA-BIOTHERM proces

Hlavnimi sou¢astmi ALPHA-BIOTHERM procesu jsou: reaktor, tepelny vyménik, ¢erpadla,
potrubi a elektrickd kontrolni jednotka. Reaktor zajistuje pfedev§im intenzivni homogenizaci
a aeraci vsadky, umoznuje udrzeni autotermalniho procesu, inaktivaci potencialnich patogent,
redukci organickych polutantii a vylepseni procesu odvodnéni odpadu [13].

Primarni a sekundarni aktivované kaly vstoupi do Alpha Biotherm pasterizace (provozni
termofilni aerobni autoklav) skrz vyluhovace, kde jsou drZeny pii 70 °C jednu hodinu.
Pasterizovany kal je postupné Cerpan do Ctyf vejCitych, anaerobnich autoklavi, znichz je
kazdy asi 20 metra vysoky. Jsou prvni jejich druhu v zemi, vybudované zcela ze Zelezobetonu
s externim stiibrnym platovanim. Teplo pozadované pro pasterizaci a procesy vyhnivani je
poskytnuté bud’ autoklavem, nebo tfemi palivovymi kotly [27].

Jednotka Alpha-biotherm mize s vyuzitim termofilnich bakterii zpracovavat jakékoliv
mechanicky zahu$téné tuhé biologické latky s obsahem suSiny vice jak 8 % [13].

N s

Obr. 11, 12: a) autoklavy b) biologické filtry [27]

4.2.4 FUCHS ATAD proces

Kal obsahuje cenné organické a mineralni latky, a proto je tfeba jak z ekologického, tak i z
ekonomického hlediska upfednostnit jeho vyuZiti pomoci bezodpadkovych technologii.
Jednim z téchto feseni je aplikace kalu na zemédélské pidé, kterd vraci tyto cenné latky zpét
do ptirozeného kolob&hu v ptirodé. Pouziti kalu v zeméd¢lstvi vSak vyzaduje jeho stabilizaci
a hygienizaci.

Technologie FUCHS ATAD je postup, ktery kal neodstrafiuje, ale zuSlecht'uje.
Aerobni termofilni stabilizace je postup, ktery kal nejen stabilizuje, ale zabezpecuje 1 po
strance hygienické. Timto zplisobem se ziskd cenné hnojivo a kromé toho se chrani ptirodni
zdroje [16].
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Obr. 13: FUCHS ATAD technologie [16]

4.2.5 ATAD a AEROTHERM proces

Jako autotermni termofilni aerobni stabilizace kalu (ATAD) se oznacuje biologické
aerobni zpracovani kalu, které probiha pii procesnich teplotach nad 45 °C, a jehoZ ohiivaci
energie se ziskava z ¢innosti latkové vymény mikroorganismi. K dosazeni zvysené reakcni
teploty se nepfivadi teplo z vnéjsku, nybrz proces se exotermickymi reakcemi samocinné
udrzuje v termofilnim rozsahu teplot.

Vedle ATAD postupu se pouziva také technologie dudlni stabilizace kalu zndma pod
oznacenim AEROTHERM, kterd vyuziva autotermni termofilni aerobni proces jako
predstupen pted anaerobni mezofilni stabilizaci.

Technologie ATAD a AEROTHERM se Gspésné€ pouzivaji pro nasledujici ucely:

- desinfekce Cistirenskych kalii
- odlehceni stavajicich vyhnivacich zarizeni na stabilizaci Cistirenského kalu
- snizeni investicnich nakladii p7i porizovani novych zarizeni na stabilizaci cistirenskych

kalii [17].
4.2.5.1 Historie aerobni autotermni technologie

Historii vyvoje technologii ATAD a AEROTERM pro stabilizaci kalu charakterizuji

nasledujici udaje:

- pivod ATAD technologie je v Némecku

- pocatkem 70. let byly zvefejnény prvni odborné prispévky

- 1974: Loll - ucelené technologické zaklady metody ATAD

- 1975: Strauch - vyzkumné prace tykajici se desinfek¢niho ucinku aerobné termofilniho
procesu

- 1977: Prvni velka Cistirna s ATAD stabilizaci kalu realizovdna ve Vilsbiburgu, SRN.

- 80. 1éta - rozsifeni ATAD a AEROTHERM technologii v Némecku a Svycarsku, pozdgji
v V. Britanii, USA, Kanadé
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- v soucasnosti je v némecky mluvicich zemich v provozu vice nez 100 velkych distiren s
ATAD a AEROTHERM technologii pro stabilizaci kalu [17].

4.2.5.2 Princip technologie

Princip aerobni autotermni stabilizace kalu vychazi z poznatku, ze v celkové energetické
bilanci biochemickych reakei pfi aerobnim rozkladu organického substratu v kalu dochazi
k uvolnéni znac¢né velkého reakéniho tepla. Uvolnéné reakéni teplo zvySuje teplotu kalu na
hodnotu, odpovidajici rovnovéaze mezi produkci reakéniho tepla, tepelnym obsahem kalu a
ztratami tepla do okoli systému. Pokud je substrat dostatecné koncentrovany a reakéni
systém tepeln¢ izolovany od okolniho prostiedi, pak se teplota kalu timto procesem
samoc¢inné zvysi na znacn€ vysoké hodnoty, dosahujici v praxi 70 °C. Pfi zvySené teploté
se rozkladné biochemické procesy podstatné urychluji, kal se stabilizuje béhem nékolika
dntli a rovnéz dochazi ke zni€eni pritomnych patogennich mikroorganisma [17].

Vlivem teploty, dosahujici pfi termofilnim procesu hodnot kolem 65 °C, dochazi pii
dostate¢n¢ dlouhé expozici ke zniceni patogennich mikroorganismii v kalu. Této
skutec¢nosti se vyhodné vyuziva k desinfekci Cistirenského kalu. Podle Straucha (1981) se
pfi dudlni stabilizaci Cistirenského kalu dosahne desinfekce za nésledujicich podminek
procesu:

- minimalné 24 hod. doba zpracovani v aerobné termofilnim predstupni pri teplotdach
kolem 55 °C.

- behem této doby by mela byt alesponn po dobu jedné hodiny udrzovina teplota na
55-60°C[17].

4.2.5.3 Reaktor ATAD procesu

Reaktory, v nichZ probiha ATAD proces maji obvykle tvar valce. Optimalni pomér mezi
pramérem a vyskou kalu je zavisly na zplsobu provzdusnovani. Pti tlakové aeraci a
ptivodu technicky ¢istého kysliku se doporucuje vyska vétsi nez 1,5 ndsobek priméru.
Nadrze maji byt uzaviené a ze vSech stran tepelné izolované. Rovnéz potrubi se substratem
vné reaktoru ma byt izolované.

U mensich zafizeni postaci instalovat jeden samostatny reaktor. U stfednich a vétSich
jednotek se zapojuje vice reaktorli za sebou do kaskady. Jako nejlepSi se osvédcila
dvoustupnova kaskada. Vice nez tfi stupné kaskady se nedoporucuji [17].
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Obr. 14: Reaktor ATAD procesu
Popis: 1-reaktor, 2-izolace, 3-obkladani, 4-potrubi, 5-spirdlovity provzdusnovac,
6-proudici, provzdusiovac, 7-kontrolor pény, 8-vyfukovy plyn [18].

TO EXHAUST GAS TREATMENT
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o =
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Obr. 15: Schéma reaktoru ATAD procesu [18].

4.2.6 Vyhody a nevyhody procesu

Vyhody termofilniho aerobniho ¢isténi odpadnich vod jsou: rychla inaktivace patogennich
mikroorganismi, kterd miize byt stéZejnim Cinitelem pii €iSténi mnoha odpadl a vysoké
biodegradacni rychlosti spojené s nizkymi rastovymi vytézky zptisobenymi vysokymi
pozadavky bun¢k na zachovani Zivotnich funkci. Maximum specifické rychlosti vyuZiti
substratu je u termofilnich procesti 3-10x vétSi nez u analogickych mesofilnich procesu.
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V téchto systémech je pozoruhodné nizkd rychlost tvorby kalu, kterd je tak nizka, jako u
anaerobnich ¢isticich procest.

Nevyhody termofilnich aerobnich procest zahrnuji zejména zvySené vydaje na aeraci
provozni nadrze a udrzeni teploty, slabou flokulaci bakterii a problémy s pénénim.
Néklady na vzdu$néni reaktorti pfedstavuji zjevnou nevyhodu ve srovnani s anaerobni
technologii. Navic nizké procento odpadniho kalu, pfiznacné pro tyto aerobni termofilni
procesy, vede k vyS$§im pozadavkim na kyslik. Termofilni aerobni Cistici procesy maji
témeét vzdy nizké usazovaci schopnosti bun€k, plynouci z dispergace mikroorganismu
v celém objemu reaktoru.

5. APLIKACE TERMOFILU V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU
5.1 Termofilni syrarské zakysové kultury

Termofilni zakysové kultury se v mlékarenském priimyslu pouzivaji pii vyrobg:
- syru s vysokodohiivanou syfeninou (typ emental nebo parmezan),
- termofilniho kyselého mléka jogurt a od né¢ho odvozenych produkti,
- meékkych syrii a tvarohli (misto mezofilnich zakysi).

Termofilni zakysové kultury obsahuji kokovité a palickovité termofilni bakterie mlé¢ného
kysnuti s optimalni teplotou v rozmezi 40-45 °C:

- Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ,

- Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,

- Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis,

- Lactobacillus helveticus.

Ulohy termofilnich zakysovych bakterii mlééného kysnuti jsou pii vyrobé syri
s vysokodohtivanou syfeninou dvojaké:

- fermentuji laktozu na kyselinu mlécnou,

- uplatnuji svoji, i kdyZ mirnou, proteolytickou aktivitu.

Pti fermentaci laktozy na kyselinu mlé¢nou snizuji hodnotu pH syfeniny, ¢im napomahaji jeji
dehydrataci. Voda navazana na kasein s klesajici hodnotou pH pitechazi postupné na volnou,
kterou je potom mozZno odstranit lisovanim. Dulezité je, Ze fermentuji i pfi zvySenych
teplotach dohiivani a dosuseni syfeniny (51-55 °C) a taky pfi jejim lisovani. Nizka hodnota
pH syfeniny a pii ni malo disociovand kyselina mlé¢na inhibuji riist a metabolismus
nezadoucich kontaminujicich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Pfi fermentaci laktozy
v syfeniné se hodnota pH nesnizuje tak nizko jako v mléce, protoze tato ma tlumivy ucinek;
dosahuje hodnoty pH jen asi 5,2. Palickovité bakterie termofilnich zédkyst musi pii vyrobé
syru snaset vyssi koncentrace soli, a proto i niz§i hodnoty a, [24].

Druhou vyznamnou ulohou termofilnich zékysovych kultur pfi vyrobé syri je uplatnéni jejich
proteolytické aktivity. Proteolyzou kaseinu syfeniny vznikaji $t€pné produkty, které spolu
s produkty proteolyzy residui syfidlovych enzymi, enzymt mezofilniho zékysu a propionové
kultury, také spolu s produkty vzijemnych chemickych reakci prekurzorii a metabolitl a
obsah soli urcuji chut, viini a reologické vlastnosti syrii [24].
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Bakterie termofilnich zédkysovych kultur jsou charakteristické pro mléko a mlééné produkty,
jen vyjimecne¢ se izoluji z jinych substrata.
V praxi pii vyrobé syri s vysokodohiivanou syfeninou se rozlisuji dvé skupiny bakterialnich
kultur:

- pfirodni smésné kultury s netpln¢ znamym slozenim,

- slozené kultury se zndmym sloZenim.

Pfirodni smésné kultury se dodnes pouzivaji v malych syrarnach typickych oblasti vyroby
tvrdych syrti v pohofi Jura na francouzsko-S§vycarském pohrani¢i, ve Svycarskych Alpéach a
v Italii. Pomoci nich se vyrab¢ji pfirodni ementalské a grojské syry a syr grana. Tyto zékysy
se pripravuji voln¢ na vzduchu maceraci susenych telecich zaludkii syrovatkou, kterd se
odebird denné ze syraiskych kotli na konci Upravy syfeniny. Macerat se inkubuje pii
40-45 °C. Obsahuje syridlové enzymy z telecich zaludkli a termofilni bakterie potfebné na
fermentaci laktézy a bilkovin mléka a syrovatky. Bakteridlni flora takto ziskaného zakysu
odpovida svym slozenim vnitinim a vnéj§im podminkdm maceratu. Obycejné jsou v ném
zastoupené ruzné druhy laktobacild,, Lactobacillus helveticus, L. delbrueckii ssp. lactis, L.
fermentum, v men$im mnozstvi L. delbrueckii ssp. bulgaricus a L. acidophilus a z kokovitych
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a nékdy 1 ptislusnici rodu Enterococcus [24].

Nestandardni sloZeni bakterii v téchto empirickych zdkysech nezarucuje vzdy pozadovany
pribéh fermentace mléka a syfeniny. Naptiklad, kdyz pfevladne pfitomnost
heterofermentativni palicky L. fermentum, mize pfi zrani syru vznikat nadmérnd tvorba ok uz
v mladém syru. Vyhodou pfirodnich zakyst je ale skutecnost, Ze jsou odolnéjsi vici
bakteriofaglim nez zakysy slozené ze selektovanych bakterii [24].

Termofilni zékysové kultury se zndmym sloZenim obsahuji rizné kmeny laktobacili:
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus a ze streptokokil Streptococcus salivarius ssp. thermophilus [24].

5.2 Termofilni jogurtové kultury

Jogurt je mlécny vyrobek, pii kterém se v mléce nechavaji vyvijet bakterie, které procesem
zvanym kysani pfeméni cukr (laktéozu) na kyselinu mlécnou. Jde o nejrozsifenéjsi funkcéni
potravinu na svete.

Ve velkém mnozstvi pro spotiebitele se ve svété zacal jogurt vyrabét teprve na zacCatku
20. stoleti. Pivodné se nechavaly kysat ptfimo ve skleni¢kach, ve kterych se pozdéji
prodavaly, ale postupem c¢asu se kysnuti presunulo do obrovskych nadrzi v mlékarnach a do
sklenicek ¢i kelimk se stacel jiz zkysany produkt.

Obecné lze fici, ze jogurt plusobi blahodarné na stfevni mikrofléru ¢lovéka a je spolu s
acidofilnim mlékem nejvyznamnéjsi probiotickou potravinou [28].

Jogurty, jogurtové mléka a od nich odvozené podobné kyselo-mlééné produkty se ptipravuji
pomoci druhti Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Tyto mikroby maji symbioticky vztah a spolu se vyznacuji rychlou tvorbou
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kyseliny mlécné; pii optimalni teploté 40 - 43 °C koaguluje kasein za 2 az 3 h. Koagulace
zacina pii hodnoté pH 5,3 a pfi 4,5 je ukoncend. Druhou vyznamnou vlastnosti jogurtového
zékysu je tvorba aromatické latky acetaldehydu v mnozstvi 20 az 30 mg.I" [24].

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus stimuluje rlst Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus, ktery md malou schopnost hydrolyzovat bilkovinu, proto ho Lactobacillus
podporuje uvoliiovanim aminokyselin z bilkovin mléka svou vétsi proteolytickou aktivitou.
Streptococcus thermophilus naopak stimuluje riist a metabolismus Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus tvorbou kyseliny mravenc¢i (pfi anaerobni kultivaci). Pfi vysokém zéhtfevu
mléka uréeném na vyrobu jogurtu (85 °C na 20-30 minut nebo 95 °C na 5 minut) vznika
termickym rozkladem laktozy také kyselina mravenci, ale ne v dostateném mnozstvi [24].

Pii vyrobé jogurtl znezahuSténého mléka (jogurtové mléko a jiné) se stava, ze vznikla
srazenina nemd pozadovanou konzistenci, velmi lehce se poruSuje a uvoliiuje syrovatku.
Z tohoto dlivodu se pouZzivd jogurtovd kultura, ktera se vyznacuje tvorbou slizu, vedle
ostatnich pozadovanych vlastnosti. Sliz zvySuje kompaktnost koagulatu. Tuto vlastnost
nabyvaji jogurtové kultury vlivem niz8i kultivacni teploty (30 °C) a pii vyssi hodnoté pH
[24].

_ i " .
P a Y %

Obr. 16, 17, 18:

a) Jogurtova bakterialni kultura obsahuje termofilni streptokoky a laktobacily
b) Lactobacillus bulgaricus

c) Streptococcus thermophilus [9].
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5.3 Vznik a vyroba kyseliny mlé¢né

Mlécny disacharid laktoza je z hlediska fyziologie vyzivy dilezity jako pfirozeny pomocnik
v procesu traveni a znovuvytvofeni stfevni mikrofléry po stfevnich infekcich, terapii
antibiotiky a po plisnovych chorobach stieva. Znamena to, ze laktéza je vyhodné jako
prebiotikum, tzn. jako substrat schopny selektivné podporovat rist probiotickych bakterii,
predevsim termofilni laktobacily (napt. Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus delbriickii).
Tyto bakterie dokazi laktozu $tépit, vyuzit pro sviyj rust, ptiCemz se vytvareji urCité vyzivove
vyznamné latky (vitamin B,, Bz, kyseliny s kratkym fetézcem). Pro nékteré mikroorganismy
je laktéza bez predchoziho Stépeni nevyuzitelnad. Rust laktobacili a potlatovani ristu
patogennich mikroorganismu je podporovano kyselym prosttedim v disledky vzniku kyseliny
mlécné.

Laktéza miize byt jako prebiotikum vyuzivana pifimo nebo zni mohou byt vyrabény
galaktooligosacharidy ¢i laktuldza [29].

Pti traveni dochazi ke Stépeni laktozy B-galaktosidazou (laktaza, optimum pH 5,5 — 6,0), které
je 4x pomalejSi nez Stépeni sachardzy sachardzou. Vznikld glukoza se vstiebava piimo,
galaktdza az po preméné na glukdzu. Pfi nedostate¢né aktivité laktdzy se nerozstépena laktoza
dostava do tlustého stfeva, kde je Sté€pena bakteriemi na kyselinu mlécnou a dalsi kyseliny
s kratkym fetézcem [29].

Utinek kyseliny mlééné je vytvoreni kyselého prostiedi ve stievé, které podporuje rist
laktobacilii a potlacuje rist patogennich mikroorganismi. V dusledku plsobeni kyseliny
mlécné se zlepSuje rozpustnost vapniku a priichodnost stievni sliznice [29].

Vyroba kyseliny mlééné se provadi pomoci bakterii mlééného kvaseni (napt. Lactobacillus
bulgaricus), kdy se laktéoza pii teplotaich vhodnych pro konkrétni bakterie preméni na
kyselinu mlé¢nou. Ta se béhem fermentace neutralizuje napf. uhli¢itanem vapenatym. Po
prokvaseni se médium zahteje, zfiltruje, filtrat se zahusti, mlécnan véapenaty se pievede
pomoci kyseliny sirové na kyselinu mléénou a nerozpustny siran vapenaty, ktery se oddéli.
Z takto ziskané kyseliny mlé¢né 1ze rafinaci ziskat latku v potravinaiské jakosti [29].
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6. BIODEGRADACE POLYURETANU
6.1 Polyuretany (PUR)

Pod pojmem polyuretany rozumime Sirokou skupinu polymert vzniklych reakci
vicefunk¢nich isokyanatii a vicefunkénich alkoholti. NejCastéji se vyrabéji polyadi¢ni reakeci.
Podle funkcnosti reagujicich slozek vznikaji linedrni nebo prostorové usporadané polyadukty.
Charakteristickou vazebni jednotkou je uretanova skupina -NH-CO-O-.

Isokyanaty jsou velmi reaktivni, reaguji nejen s hydroxylovymi skupinami ale i s jinymi
latkami obsahujicimi aktivni vodikové atomy. S aminy reaguji za vzniku substituovanych
mocovin, pfi reakci s vodou vznikaji aminy a odStépuji oxid uhli¢ity, s karboxylovymi
kyselinami vytvareji substituované isokyanaty a oxid uhli¢ity apod. Za urcité situace mtize
isokyanat reagovat i se substituovanou mocovinou a s vodikem uretanové skupiny.
Jednoduché slouceniny s aktivnim vodikem Ize podle klesajici reaktivity s isokyanaty sestavit
do fady: alifatické¢ aminy > aromatické aminy > alifatické substituované mocoviny > primarni
alkoholy > sekundarni alkoholy > voda > fenoly > aromatické substituované mocoviny.
Isokyanaty s nizkou molekulovou hmotnosti jsou snadno tékavé kapaliny. Isokyanaty jsou
také velmi toxické latky. To vSe naznacuje, Zze vyroba polyuretant je z hlediska bezpec¢nosti a
technologicky velmi ndrocnd. Aby probéhla reakce isokyanatl s hydroxy slouceninou, je
nutno pracovat s velice Cistymi surovinami a ve zcela bezvodém prostiedi.

Teplota disociace uretanové vazby zavisi na povaze skupin spojenych touto vazbou.

Rizné uretany jsou prakticky stabilni do téchto teplot:

e aryl-NH-CO-0O-aryl asido 120 °C,

e alkyl -NH—-CO - 0O —aryl asido 180 °C,

e aryl—-NH-CO -0 —alkyl asido?200°Ca

e alkyl - NH - CO — O —alkyl asi do 250 °C [38].

Rozdilné tepelné stability riznych uretanovych skupin se vyuziva v praxi. Z polyisokyanati
se reakci s fenoly, kaprolaktamem aj. pfipravuji tzv. maskované isokyanaty, které jsou za
normalni teploty Uplné€ nete¢né vici vodé a slouenindm s hydroxylovou skupinou. Zahtatim
na teplotu rozkladu se odStépuje maskujici ¢inidlo a vznikd volny isokyanat, ktery mize
reagovat s pfitomnymi polyoly na PUR. Reaktivita isokyanati vzristd v potadi
hydroaromatické — alifatické — aromatické isokyanaty.

Ptiblizn¢ 95 % produkce PUR je zalozeno na aromatickych polyisokyanatech, které jsou
levnéjsi a reaktivngjsi nez alifatické [38].

0 Na vyrobu mékkych pén se nejcastéji pouziva 2,4- a 2,6-diisokyanatotoluen a
diisokyanatodifenylmethan.

0 Pro ptipravu elastomertii a pro polotvrdé a tvrdé integralni PUR pény se pouziva
4,4- diisokyanatodifenylmethan.
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0 Pro lepidla se pouziva tris(p-isokyanatofenyl)methan a tris(p-isokyanatofenyl)thiofosfat
v roztoku methylenchloridu [38].
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Nevyhodou aromatickych isokyanati je tendence jejich produktt ke Zloutnuti vlivem svétla a
kysliku. Tento nedostatek nemaji polyuretany ptipravené z alifatickych a cykloalifatickych
isokyanatd, ty jsou vSak velmi t€kavé a znacné toxické.

Pti vyrobé PUR se jako druhéd slozka jen vyjime¢né pouzivaji monomerni dioly. Témét vzdy
se pouzivaji oligomerni az polymerni produkty s koncovymi hydroxylovymi skupinami.
Alkoholova slozka je také vyrazné levnéjsi nez isokyanatova a proto se stoupajici jeji
molekulovou hmotnosti se snizuje potiebné mnozstvi slozky isokyanatové, a tim klesaji
celkové néklady na produkt. V praxi se tedy misto jednoduchych vicefunkcnich alkoholil
pouzivaji polyetheralkoholy a polyesteralkoholy.

Polyesteralkoholy se vyrabé&ji polyesterifikaci dikarboxylovych kyselin (kyselina adipova,
ftalanhydrid) s pfebytkem diolu (diethylenglykolu aj.), tak aby konce fetézcu byly obsazeny
hydroxylovymi skupinami.

Polyetheralkoholy se pfipravuji z propylenoxidu (nebo jeho smési s ethylenoxidem) reakci
s latkami obsahujicimi aktivni vodik [38].

6.1.1 Pouziti

Polyuretany mohou mit, podle své vnitini struktury, charakter termoplastu, reaktoplastu i
elastomeru. Zavisi to na vychozich surovindch a také na pouzité technologii vyroby.
Ptevazujici modifikaci jsou pénové typy PUR. Zndmé jsou predevsim mékké elastické pénové
hmoty. Méné znamé, avSak Siroce pouZivané jsou tuhé pénové polyuretany. Variantou
prostych pénovych materialli jsou tzv. integralni pény. PUR se vSak pouziva i v podobé
plastu, vlaken, natérovych hmot, tmelt a lepidel [38].

6.1.2 Vlastnosti

Polyuretany z hexamethylendiisokyanatu a 1,4-butandiolu jsou silné krystalické bilé hmoty o
teploté tani kolem 180 °C, pfi teplotach nad 220 °C se rozkladaji na své slozky.

Ve srovnani s polyamidy maji polyuretany niz$i navlhavost, lepsi elektroizola¢ni vlastnosti a
veétsi odolnost vici vode, kyselindm a povétrnosti. Za bézné teploty jsou rozpustné pouze ve
fenolech a kyselinich mraven¢i a sirové. Zpracovavaji se vstfikovanim, lisovanim a
zvldkiovanim, ale jen na technické vlakna; k textilnim G¢elim nejsou vhodné pro sviij drsny
omak, Spatnou barvitelnost a schopnost drzet i silny elektrostaticky naboj [45].

6.1.3 Plniva

Plniva jsou dillezité ptisady, které vyznamné ovliviiuji vlastnosti smési a jesté vice vlastnosti
vyrobkl, jez pravé mame moznost volbou kvality a kvantity plniva upravovat v Sirokych
rozmezich. Jsou to vétSinou tuhé latky pouzivané ve formé praSku nebo kratkych vlaken.
Pouzivaji se dnes nejen do kaucukd, ale i do plastd, a to jak termoplastu, tak reaktoplastt.
Obecné je mozno fici, ze plnivy Ize zlepSovat mechanické vlastnosti materialu (napt. zvySovat
pevnost, odolnost vici odéru, houzevnatost, tuhost), jeho odolnost vii¢i teplu, ohni, korozi,
starnuti, ovlivitiovat vzhled vyrobkd, ale i jejich cenu [45].
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6.2 Biodegradace

Biodegradace neboli biologicky rozklad je specialnim piipadem degradace, pti niz dochazi k
rozkladu polymernich organickych latek plsobenim biologickych C¢Einitelt, predevSim
mikroorganismil a ktery ovliviiuje fada Cinitelti [46, 48].

Jsou to fyzikdlni a chemické parametry degradovaného materidlu, pfitomnost degradacni
mikrobidlni populace a v neposledni fadé podminky, které umoziuji rist mikroorganismd.
Vysledkem je pak bud’ ¢astecna degradace materialu, ktera se projevi zménou mechanickych
vlastnosti, nebo Uplna degradace materialu [48].

Kdyz jsou organické slouceniny v procesu biodegradace zcela rozlozeny, vznikaji
anorganické slouceniny uhliku, dusiku, fosforu, siry a jinych prvka obsazenych v ptivodni
kontaminujici organické latce a tyto jsou uvoliovany do prostiedi a zafazeny do kolob¢hu
prvki v ptirod€. Lze tedy fici, Ze tato uplna biodegradace toxické organické latky, ktera je
znama pod pojmem mineralizace, je piirodé velmi prospésna [21].

6.2.1 Zakladni pojmy

Pro ptehlednost je v dal$im textu uvedeno nékolik zakladnich termind:

Degradace — ireverzibilni proces, pii kterém prochazi polymerni materidl fyzikdlnimi,
chemickymi nebo biochemickymi zménami spojenymi s naristem entropie.

Biodegradace — degradace zprostiedkovana zivymi organismy, vedouci k mineralizaci,
ptipadné k tvorbé biomasy.

Mineralizace — pfeména (organického) materialu na plyny nebo anorganické prvky.
Biodegradabilita — Biodegradabilita je specificka vlastnost daného materialu, ktera definuje
jeho kompletni biologickou rozlozitelnost.

Biodegradabilni - materidl se nazyva biodegradabilni s ohledem ke specifickym podminkam
prostiedi, pokud podléha biodegradaci v ur¢itém rozsahu v daném case (méfeno standardnimi
testovacimi metodami [47, 48].

6.2.2 Podminky

Biodegradace je ovliviiovana zejména témito vlivy prostiedi: teplota, svétlo, Ziviny, pH,
mikroorganismy, ale podporuji ji i dal$i procesy, napt. abiotickd hydrolyza, fotodegradace,
mechanické naruseni apod. Mikrobidlni aktivita méni zaroven strukturu latek kultivacniho
média. V anaerobnich podminkach dochdzi vétSinou ke snizeni pH vlivem organickych
kyselin produkovanych mikroorganismy. Naproti tomu v aerobnim prostfedi mize pH 1 rust.
Vlivem ohromnych rozdilt v pfirodnich podminkach biodegradabilita polymert siln¢ kolisa
druhy mikroorganismil vyskytujicich se v dané lokalité. Pti testovani by podminky prostredi
mély byt udrZzovany co mozna nejstandardnéj$i a nejkonstantnéjsi, aby byla zajisténa
spolehlivost a reprodukovatelnost vysledkt [44].

Biodegradabilita prvnich biodegradovatelnych plastti byla testovana metodami vyvinutymi
pro studium schopnosti plastli odoldvat mikrobidlnimu napadeni. Tyto testy byly posléze
nahrazeny metodami, které stanovuji koncové produkty mikrobidlniho metabolismu.
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Konec¢né produkty biodegradace jsou u aerobni degradace CO, a H,O a u anaerobni CHy4, CO,
a H,O. Nulova biodegradabilita plastu zjisténa pii testech ve vodnim prostifedi neznamena, ze
se tyto plasty nebudou rozkladat v jinych podminkach napft. pti kompostovani [44].

6.2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti polymeru ovliviiujici biodegradabilitu

Faktorti, které ovliviiuji biodegradovatelnost polymeru, je cela tada. Patii mezi né
samoziejme piitomnost potiebné mikroflory a podminky umoziujici jeji rast, pfipadné takové
podminky, které se samy podileji na degradaci polymeru. Stejné¢ dilezitymi faktory, které
ovliviiyji biodegradabilitu polymeru, jsou jeho fyzikalni a chemické vlastnosti [42].
Chemické slozeni — pritomnost C, H, N, O ve struktufe polymeru podporuje rust
mikroorganismi a biodegradabilitu polymeru.

Strukturni jednotnost — monomerni jednotky, které obsahuji rizné chemické struktury a
chemické vazby vyZadujici k biodegradaci kooperaci vice enzymd.

Strukturni podobnost — funk¢ni skupiny a chemické vazby, které se nachézeji v pfirodnich
polymerech, jako jsou napf. amidovd nebo esterovd vazba, jsou obecné¢ snadnéji
biodegradovatelné pisobenim mikroorganismu a enzyma.

Molekulova hmotnost — vzriist molekulové hmotnosti je spojen s klesajici biodegradabilitou
polymeru. Ve vét§iné piipadlit mikroorganismy nedegraduji syntetické polymery, jejichz
relativni molekulova hmotnost je vyssi nez 20 000.

Zesiténi — k inhibici penetrace enzymii do polymeru a tim i ke snizeni biodegradability
polymeru dochdzi, 1 kdyz se pfi zesiténi redukuje krystalickd struktura polymeru.

Flexibilita Fetézce — flexibilni fetézce umoznuji tvorbu komplexu enzym — substrat, a tim
zvySuji biodegradabilitu polymeru.

Piitomnost hydrofilnich funk¢nich skupin — hydrofilni skupiny zvySuji pravdépodobnost
enzymatické reakce, protoze zvySuji rozpustnost polymeru, pifipadné alespont umoziuji
ptistup vody (pro vétSinu biodegradacnich reakci je voda nezbytnd).

Krystalické struktury — amorfni oblasti jsou snadnéji biodegradovatelné, krystalické
materialy mohou byt biodegradovany pouze na povrchu, protoze enzymy nemohou penetrovat
do pevné struktury krystali.

Porozita materialu — se vzristajici porozitou materidlu vzrasta také velikost povrchu, na
kterém mize dochézet k vytvareni komplexu substrat - enzym.

Typ kontaktu — nejlepsi biodegradacni podminky jsou v roztoku.

Koncentrace substratu — pro enzymy jsou optimalni podminky ve zfedénych roztocich
[42, 43, 48].

Dalsim dulezitym faktorem ovliviiujici biodegradabilitu syntetickych polymerd, je pfitomnost
aditiv, plastifikatorti a stabilizatorti. Typickym piikladem je polyvinylchlorid (PVC). Diky
vysokému obsahu chloru je vG¢i biodegradaci prakticky rezistentni. Ale néckteré jeho
plastifikatory a stabilizatory mohou byt utilizovany mikroorganismy. Mezi mikroorganismy,
které dokazou utilizovat plastifikatory, patti napt. rody Aspergillus, Penicillium, Pollularia a
Trichoderma [42, 43].
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7. EXPERIMENTALNI CAST
7.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

7.1.1 Chemikalie

7.1.1.1 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismii
Pro optimalizaci média byly pozity polosyntetické laktosové a glukosové média a syntetické

médium s mineraly a vitaminy a pro kultivaci polyuretanovych folii na tfepacce bylo
ptipraveno syntetické médium s mineraly a vitaminy.

1. Polosyntetické optimalizované laktosové médium

Laktoza 4¢g
MgSO4 7 HzO 1 g
(NH4)2SO4 0,4 g
KH2PO4 6 g
Kvasni¢ny extrakt 2g
Pepton 6g
Destilovana voda 1000 ml

1I. Polosyntetické optimalizované glukosové médium

Glukoza 4¢
MgSO4. 7 H,O lg
(NH4)ZSO4 0,4 g
KH2PO4 6 g
Kvasni¢ny extrakt 2g
Pepton 6g
Destilovana voda 1000 ml

111. Syntetické médium s minerdaly a vitaminy

Glukoza 8 g - C zdroj
(NH4)2$O4 5 g- N ZdI‘Oj
NazHPO4 2,44 g
KH,PO4 1,52 g
MgSO4.7H20 0,2 g
CaCl,.2H,0 0,05¢g
Roztok stopovych prvka* 10 ml
Vitaminovy roztok** 2,5 ml
Destilované voda 1000 ml

* Roztok stopovych prvki:

FeSO4.7H,O 0,2¢g

Roztok stopovych prvka 100 ml

Destilovana voda

900 ml
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*#* Roztok stopovych prvki:

ZHSO4 0,1 g
MnCl,.4H,0 0,03 ¢g
H3BO3 0,3 g
CoCl,.6H,0O 02¢g
CuCl,.2H,0 0,0l g
NiCl, 6H,O 0,02 g
NazMOO4. 2H20 0,03 g
Destilovana voda 1000 ml

** Vitaminovy roztok

p-Aminobenzoat I mg
Biotin 0,2 mg
Nikotinové kyselina 2 mg
Thiamin 1 mg
Ca-Pantotenat 0,5 mg
Pyridoxamin 5 mg
Destilovana voda 100 ml

7.1.1.2 Chemikalie pro stanoveni CHSK

Standardni roztok hydrogenftalanu draselného (HFK):

0,851 g HFK bylo rozpusténo v 1000 ml odmérné bance a doplnéno po rysku. (pouzity HFK
byl pfedem jemné rozetfen a vysusen do konstantni hmotnosti pii 105 °C)

Pfipraveny standardni roztok m&l CHSK 1000 mg.1™".

Oxidacni roztok:

Do 500 ml destilované vody bylo ptidano 10,2148 g dichromanu didraselného (pfedem
vysuSen¢ho pii 110 °C na 2 hodiny) a za stdlého michani 167 ml koncentrované kyseliny
sirové a 33,33 g HgSO,.

Katalyzatorovy roztok:
10 g siranu stfibrného bylo rozpusténo v 1000 ml koncentrované kyseliny sirové.

7.1.1.3 Chemikadlie pro stanoveni redukujicich cukri

Standardni roztok glukosy:
10 mg glukosy bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

Somogyi — Nelsonovo ¢inidlo I:

V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 24 g Na,COs;, 16 g NaHCOs3, 144 g Na,SO4 a
12 g Seignettovy soli (vinan sodno-draselny).

Somogyi — Nelsonovo ¢inidlo II:

V 200 ml destilované vody byly rozpustény 4 g CuSOy. 5 H,O a 24 g Na,SO,.
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Somogyi — Nelsonovo ¢inidlo I11:
Bylo rozpusténo 25 g molybdenanu amonného ve 450 ml destilované vody a poté bylo
ptfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové a 3 g Na,HAsO4 . 7 H,O ve 25 ml vody.

7.1.1.4 Chemikadlie pro stanoveni obsahu neutrdlnich sacharidii

Roztoky a chemikalie:
e Koncentrovana H,SO4
e 5% vodny roztok fenolu ve vodé
e Zékladni roztok D-glukosy o koncentraci 100 pg/ml (10 mg/100 ml H,O)

7.1.1.5 Chemikdlie pro stanoveni celkovych proteinii

Kalibraéni standard: Bylo rozpusténo 0,3 mg krystalického BSA (hovézi albumin) v 1 ml
destilované vody.

Hartree-Lowryho ¢inidla:
Roztok A: Byly rozpustény 2 g vinanu sodno-draselného. 4 H,O, 100 g Na,CO3 a 500 ml
1 mol/l NaOH a doplnéno vodou do 1000 ml.

Roztok B: Byly rozpustény 2 g vinanu sodno-draselného. 4 H,O, 1 g CuSO, . 5 H,O, 90 ml
H,0 a 10 ml 1 mol/l NaOH.

Roztok C: Byl ziedén 1 objem Folin-Ciocalteauova ¢inidla s 15 objemy vody.

7.1.2 Pristroje

= Spektrofotometr Unicam typ Helios Epsilon

* Centrifuga Hettich EBA 20

* Pec Mora 524

* Analytické vahy

» Mrazici box Ecold HFL 230

= Termostatovana tfepacka, Heidolph Promax 1020, Labicom s.r.o. (CR)
» Turbidimetr Eutech Instruments Turbidimetr NT — 100

= SuSarna Memmert

» Dvojvari¢ Eta 311901

= Bé&zné laboratorni sklo

Obr. Termostatovand trepacka
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7.1.3 Material
7.1.3.1 PouZité kmeny bakterii a priprava kultivace

K testovani biodegradability modifikovanych PUR folii byla pouZzita aerobni bakteridlni
smésna termofilni kultura rodt Bacillus a Thermus, kterd je pouzivana k aerobnimu ¢isténi
odpadnich vod v Cistirné odpadnich vod v Bystfici pod Hostynem.

Odstifedéna a promytd biomasa byla uchovavana v hlubokochladicim boxu pii -30 °C ve
zkumavkach s kryoprotektikem glycerolem, kde pomér biomasy a glycerolu byl 5:2.
K ptipravé inokula byla pouzita bud’ pfimo zamrazena kultura, nebo kultura jiz rekultivovana
na ttepacce (60 °C, 100 rpm, 24 hod.)

7.1.3.2 Testované PUR folie

Veskeré vzorky polyuretanovych folii byly poskytnuty pracovniky Ustavu chemie materiali
FCH VUT v Brné. Pro ptipravu folii byl pouzit polyeterovy polyol, tolynediisocyanat 80/20
(TDI), cinovy a aminovy katalyzator. Polyuretanové folie byly ptipraveny bez pouziti pénidla
(vody). Jako modifikacni &inidla byly pouZity tyto polymery: acetylovany $krob (AS),
acetylovana celuloza (AC), 2-hydroxyethyl celuléza (HEC), karboxymethyl celul6za (CMC)
a pSeni¢na bilkovina (PB). Koncentrace modifika¢nich ¢inidel byla 10% kromé PB (1 %).

7.1.3.2.1 Priprava PUR folii pro kultivaci na tfepacce

Jednotlivé félie byly nastfihany na malé ¢tverecky o hmotnosti asi 0,25 g a zvazeny na
analytickych vahach s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista.

7.2 Kultivace

7.2.1 Biodegradace modifikovanych PUR f6lii na tifepacce

Do 100 ml Erlenmayerovych ban¢k bylo pfipraveno 50 ml syntetického média s mineraly a
vitaminy (slozeni viz 7.1.1.1), kdy kazdé obsahovala jednu z péti druht polyuretanovych folii,
které byly pfedem zvazeny na analytickych vahach. Vzdy jedna barka slouzila jako kontrola a
neobsahovala Zadnou PUR f0lii. Erlenmayerovy banky s médiem a folii (nebo bez) byly
zaoCkovany 5 ml rekultivovaného inokula. Kultivace byla provedena na termostatované
tiepacce pii 60 °C a 100 rpm. Kazdych 24 hodin byla prométfena absorbance pifi 630 nm proti
vod¢ a jednou za 2 nebo 3 dny bylo odebrano 1,5 ml vzorku na stanoveni CHSK. Po skonceni
testu byly folie peclivé promyty destilovanou vodou a ethanolem a vysuseny do konstantni
hmotnosti pii 40 °C, poté zvazeny a byl zjistén celkovy hmotnostni ubytek
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7.2.2 Biodegradace modifikovanych PUR félii pri absenci C nebo N zdroje

7.2.2.1 Priprava kultury

Smésna termofilni kultura byla kultivovana 24 hodin ve 250 ml kompletniho média, poté bylo
50 ml kultury stoeno (8000 rpm, 5 min., 40°C) a promyto médiem s absenci zdroje uhliku.
Bunécéna suspenze byla rozsuspendovana celkem v 10 ml média (bez zdroje uhliku) a ptidana
do 40 ml média také bez zdroje uhliku. Stejnym postupem byla ptipravena limitace dusikem.

7.2.2.2 Priprava PUR folii

Folie byly nastfihany na malé ctvereCky a hmotnosti asi 0,25 g a byly zvdZeny s pfesnosti na
Ctyfi desetinnd mista na analytickych vahach.

7.2.2.3 Kultivace a stanoveni miry degradace

Kultivace probihala ve 100 ml Erlenmayerovych baiikach v 50 ml média na termostatovanych
trepackach (60°C, 100 rpm). V asi 24 hodinovych intervalech byly odebirany vzorky a bylo
uréeno mnozstvi biomasy. Po ukonceni kultivace byly félie dokonale promyty v destilované
vodé a etanolu a Setrn€ vysuSeny v termostatu pii 40 °C do konstantni hmotnosti. Poté byly
folie zvazeny a byl urcen jejich hmotnostni ubytek.

7.3 BioinZenyrské charakteristiky

7.3.1 Mérna rustova rychlost

Me¢érna ristova rychlost se stanovi v exponencidlni fazi ristu bunék. Je definovana jako:
p=— (1)
X

kde X je koncentrace biomasy po kultivaci; t je Cas.
Po separaci proménnych a integraci ziské vztah podobu:

InX=InX,+u-t (2)

Experimentalné se proméii zavislost In X = f (t) a pomoci metody linedrni regrese se urci
mérnd rastova rychlost jako smérnice piimky [40].

Riistova kiivka mikroorganismu

Pro analyzu riistu mikrobialni populace je zédkladni modelovou situaci rtst Cisté kultury v
uzavieném, uméle pfipraveném homogennim prostiedi, které obsahuje nadbytek zivin. Rast
mikroorganismil Ize vyjadfit rastovou kiivkou (viz obr. 19). Jestlize se bunky dostanou do
kontaktu se substratem, kterého mohou vyuzivat pro svij rist, zatnou se rozmnozovat svym
typickym zptisobem: bakterie délenim, kvasinky pucenim. Znamend to, ze z jedné buiky
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vzniknou dvé€, z téchto dvou bun€k nésledujicim délenim ctyfi atd. Takto proces déleni
pokracuje dale, pokud trvaji ptiznivé podminky (koncentrace zivin, pfitomnost kysliku, pH,
teplota apod.). Rychlost déleni na téchto podminkach zavisi [41].

In ¥

lag exponencialni stacionami ocurn irani

Obr 19. Rustova krivka [41].

7.3.2 VytéZnostni koeficient

Spotfeba substratu a tvorba produktu pfi fermentaci jsou dany stechiometrii procesu a jejich
rychlost souvisi s rychlosti ristu mikroorganismii. Pro vyjadreni stechiometrickych vztaht se
pouziva tzv. vytéznostnich koeficientl. VytéZnostni koeficient biomasy ze substratu Yxss
(mnozstvi biomasy vyrostlé z jednotkového mnozstvi substratu) a vytéznostni koeficient
produktu ze substratu Yp;s (mnozstvi produktu vzniklé fermentaci z jednotkového mnozstvi
substratu) jsou definovany vztahy:

dX

Y, ¢ =— 3
X/S dS ( )
dP
Y, ,=— 4
s =g @
Vztah mezi rychlosti ristu biomasy a rychlosti spotfeby substratu pak bude
ds 1 dX
e 5)
dt Y, ¢ dt
a vztah mezi rychlosti spotieby substratu a rychlosti tvorby produktu bude
dP 1 dx
—=- — (6) [41].
dt Y, ¢ dt
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7.4 Analytické metody

Pfi optimalizaci média bylo provedeno stanoveni biomasy turbidimetricky i gravimetricky.
Pti kultivaci PUR 16lii na tfepacce byl vyuzit supernatant ke stanoveni CHSK.

7.4.1 Stanoveni mnoZstvi biomasy

7.4.1.1 Turbidimetrie

Princip:
Metoda méfeni koloidnich nebo zakalenych roztoka ve sméru primarniho zareni, které dopada
na kyvetu analogicky jako u klasické spektrofotometrie. Jde o kombinovany efekt a méfi se
zdanliva propustnost zafeni roztokem, ktera je vysledkem:

a) absorpce primarniho i sekundarniho zéfeni v ptimém sméru

b) rozptyl zéfeni do vSech stran mimo piimy smér

¢) rozptyl zafeni do ptimého sméru [33].

Zeslabeni primarniho paprsku zfedénymi systémy je velmi malé, proto je turbidimetrie
vhodnéjsi pro koncentrovanéjsi systémy, zatimco nefelometrie je pouzivana pro systémy
zfedéné, piip. slabé zakalené. Metody se od sebe liSi také v umisténi detektoru.
V turbidimetrii je detektor v ose paprsku a méfi zafeni proslé vzorkem, které je ochuzené o
rozptylenou slozku zafeni [34].

d etektor
rozptyl engho seétla

Q1 I

zdroj mefici

o Btla optika cela detektor
prochazejiciho
e Etla

Obr. 20: Schéma turbidimetru (detektor prochazejiciho svetla) a nefelometru (detektor
rozptyleného svetla) [32].

Pokles intenzity svételného toku je analogicky poklesu pii absorpci svétla a plati vztah
obdobny Lambert — Beerovu zakonu.

1og[lJ —e,-c-l 7)
Yo

kde yo= dopadajici svételny tok
y = prosly svételny tok
er = turbiditni koeficient
¢ = koncentrace
1 = svételnd draha (tloustka) métici kyvety [34].
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Zavislost Ty, = f (¢) je pfimkova jen pro malé koncentrace analysu; pro vyssi koncentrace je
zaktivena k ose x, protoze dochazi ke zvySenému rozptylu, a také s rostouci velikosti ¢astecky
narlsta absorpce zafeni [33].

Postup:

Bylo provedeno proméieni zékalu turbidimetricky. Odebrany vzorek byl protfepan, umistén
do kyvety pfistroje a byla prométfena turbidita tfikrat po sob& a zhodnot byl vypocitan
aritmeticky primér. Vysledna turbidance v jednotkdch NTU byla piepocitana na koncentraci
suSiny biomasy pomoci kalibracni kiivky, kterd byla vytvofena vazkovym stanovenim suSiny
biomasy a jeho srovnanim s turbidimetrickym stanovenim zakalu.

7.4.1.2 Gravimetrie

Princip:

Gravimetrie (vdzkova analyza) je metodou chemické kvantitativni analyzy, kterd je zalozena
na vylouceni stanovované slozky ve form¢ malo rozpustné slouceniny (tj. vylucovaci forma
sloZky) a na jejim pfevedeni na slouceninu o pfesn¢ definovaném slozeni (tj. forma k vaZeni),
ktera se poté vazi. V nékterych piipadech se vazi pfimo izolovana srazenina [51].

Postup:

Odebranych 5 ml vzorku bylo zcentrifugovano (2500 ot.min™', 15 minut) a po stodeni byl
supernatant odlit. Sediment po centrifugaci byl promyt 5 ml destilované vody, protfepan a
opét stocen. Poté byl supernatant odlit a sediment byl kvantitativné pieveden do piedem
zvazené a vysuSené odparovaci misky, které byly poté s biomasou suseny do konstantni
hmotnosti pii 105 °C. Po vysuSeni byly odpafovaci misky ochlazeny v exsikdtoru na
laboratorni teplotu a zvazeny na analytickych vahach. Z rozdilu hmotnosti odparovaci misky
se susinou a prazdné odparovaci misky byla stanovena koncentrace biomasy.

7.4.2 VIS spektrofotometrie

Spektrofotometrie patii mezi optické metody, které jsou zalozené na interakci vzorku
s elektromagnetickym zarenim. Podstatou je absorpce viditelného zafeni (400 — 800 nm)
zfedénymi roztoky molekul. Absorpce pii téchto vlnovych délkach je zplsobena excitaci
valen¢nich elektront [35, 37].

Absorpce VIS zéfeni je kvantitativné popsana pomoci Lambert-Beerova zakona:

A=¢c-c-l (8)
kde € = molarni absorp¢ni dekadicky koeficient
¢ = koncentrace analytu v mol.I”
1 = délka absorpéni drahy (tj. délka kyvety kde je méfeny roztok, a kterym prochazi
paprsek UV-Vis zafeni).

Lambert Beertv zakon je splnén pro zfedéné roztoky do koncentrace asi 10 mol.1" [36].
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7.4.3 Stanoveni CHSK

Princip:

CHSK neboli chemickou spotiebu kysliku, 1ze definovat jako hmotnostni koncentraci kysliku,
kterd je ekvivalentni hmotnosti silného oxida¢niho ¢inidla spotfebovaného za vymezenych
podminek na oxidaci oxidovatelnych latek obsazenych v 11 vody. Pficemz hlavni skupinu
»oxidovatelnych latek tvori latky organické, které¢ obsahuji vody v rizné koncentraci dle
svého znecisténi [39].

Metoda stanoveni CHSK je zaloZena na oxidaci organickych latek obsazenych ve vzorku
(médium bez mikroorganismi) dichromanem draselnym v siln¢ kyselém prostiedi kyseliny
sirové pfi dvouhodinovém varu (pfi teploté 148 °C + 3 °C). Oxidace organickych latek je
katalyzovéana ionty Ag" a probiha v nadbytku dichromanu. Pro maskovéni chloridi, jenz by
zpusobovaly pfi stanoveni CHSK¢, pozitivni chybu, se pfidava siran rtutnaty. Pfi oxidaci se
dichromanové ionty zredukuji na ionty chromité podle reakce:

Cr,05 +6e” +14H" <> 2Cr’* + 7H,0 )

Koncentrace chromitého iontu, kterd je umérna obsahu organickych latek ve vzorku, se
stanovi metodou absorp¢ni spektrofotometrie pii vinové délce A = 600 nm. Mnozstvi CHSK
se pak urci z kalibrace [39].

Postup:

K 1 ml supernatantu odstiedéné kultury (4000 rpm, 10 minut) bylo pfidano 9 ml destilované
vody. Z tohoto natedéného roztoku bylo odpipetovano 2,5 ml do uzaviratelné zkumavky.
Z davkovaci lahve bylo ptidéano 1,5 ml oxida¢niho roztoku a 3,5 ml katalyzatorového roztoku.
Zkumavky byly uzavieny, obsah promichén a zahiivan po dobu 2 hodin pfi teploté 150 °C. Po
dokonalém vychladnuti byl obsah zkumavek ziedén 5 ml destilované vody. Po promichani
byla stanovena absorbance vzorku pii vinové délce A = 600 nm.

Kalibrace CHSK, byla provedena fedénim standardniho roztoku hydrogenftalanu draselného
na kalibra¢ni roztoky 50 mg.I" az 1000 mg.I". Byla naméfena absorbance téchto roztoki a
sestrojena kalibra¢ni kiivka.

7.4.4 Analyza vyluhu po tiepani bez kultury (abioticky)

Na termostatované tiepacce bylo tyden tfepano 6 Erlenmayerovych banck s médiem
s minerdly a vitaminy, kde byly folie s riznymi plnidly, a byl zji§tén hmotnostni ubytek
téchto folii. Bylo zjisténo, jaké mnozstvi z tohoto ubytku byly polysacharidy, redukujici cukry
a v ptipad¢ PB (pSenicné bilkoviny) bilkoviny.

7.4.4.1 Stanoveni obsahu neutrdlnich sacharidii podle Duboise

Princip:

Tato metoda je zalozena na dehydrataci cukri koncentrovanou kyselinou sirovou a nasledné
kondenzaci vzniklého furfuralu ¢i 5-hydroxymethylfurfuralu s fenolem za vzniku barevnych
kondenzacnich produktl, které lze spektrofotometricky stanovit. Neutralnimi sacharidy se
rozumi ,,pravé® cukry, tedy ne napf. jejich aminoderivaty [49].
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Postup:

Pro kalibraci byly pfipraveny vodné roztoky o koncentraci 0 az 100 pg/ml (ze zékladniho
roztoku D-glukosy bylo pipetovano 0; 0,1; 0,2 az 1 ml a doplnéno vodou do 1 ml). K 1 ml
vsech vzorkt a standardl byl pfidan 1 ml 5 % roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny
sirové. Smés byla ihned protiepdna a poté stdla pii laboratorni teplot¢ 30 minut. Na
spektrofotometru byla zmétena absorbance pii 490 nm.

7.4.4.2 Stanoveni redukujicich cukrit metodou Somogyi — Nelson

Princip:

Redukujici sacharidy v alkalickém prostfedi a za zvySené teploty (100 °C) redukuji m&d’natou
sul obsazenou v Somogyiho ¢inidle. Vznikajici médna sl vytvaii s Nelsonovym c¢inidlem
modrozeleny komplex, jehoz koncentrace se ur¢i méfenim absorbance pii 540 nm proti
slepému pokusu [49].

Postup:

Do zkumavky bylo nepipetovano 0,5 ml Somogyiho ¢inidla (I. + II. v poméru 4:1) a pfidano
0,5 ml supernatantu a to vSe bylo 10 minut povatfeno ve vodni 14zni a nasledn¢ ochlazeno na
laboratorni teplotu. Poté bylo do zkumavky ptidano 0,5 ml Nelsonova roztoku (¢inidlo III.) a
doplnéno 3,5 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl dobfe promichan a na
spektrofotometru byla zmétena absorbance proti blanku pii 530 nm.

Kalibrace byla pfipravena ze standardniho roztoku glukosy fedénim destilovanou vodou na
kalibra¢ni roztoky o koncentraci 5 — 100 mg/l a dale byly zpracovany jako vzorky. Z hodnot
absorbance byla sestrojena kalibracni ktivka.

7.4.4.3 Stanoveni celkovych proteinit Hartree-Lowryho metodou

Princip:

Plvodni Lowryho metoda z roku 1951 patii k nejcitovanéjSim pracem v biochemii. Stanoveni
je kolorimetrické, zalozené na dvouslozkovém c¢inidle. Prvni slozkou je biuretové Cinidlo,
druhou sloZkou je Folin-Ciocalteau ¢inidlo na fenoly. Jsou to polykyseliny fosfomolybdenové
a fosfowolframové, které se redukuji tyrozinovymi zbytky proteini a barvi se modie. Metoda
byla mnohokrat upravena. Provadéné stanoveni je modifikace, kterou vypracoval Hartree
vroce 1972. Verze vyuziva tfi ¢inidla, z nichz prvni dvé jsou biuretové stanoveni, namisto
puvodnich péti. Dochdzi k tvorbé daleko intenzivnéjSiho zbarveni (zvySena citlivost) a
stanoveni je linearni v $ir§im rozsahu koncentraci [50].

Postup:

Byly pfipraveny a nafedény kalibracni standardy ve stejném roztoku jako wvzorek.
Koncentrace kalibra¢nich roztokti byla v rozmezi 30 — 300 pg/ml.

K 1 ml vzorku obsahujici protein, ke kalibracnimu standardu nebo blanku bylo pfidano 0,9 ml
Hartree-Lowryho ¢inidla A. Roztok byl inkubovan 10 min ve vodni ldzni vyhiaté na 50 °C a
poté ochlazen na laboratorni teplotu. Déle do kazd¢ zkumavky bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B,
protfepano a inkubovano na 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté do kazdé zkumavky byly
rychle pfidany 3 ml ¢inidla C, zamichano a inkubovano 10 minut ve vodni ldzni vyhtaté na
50 °C a ochlazeno.

Byla zméiena absorbance vzorku a kalibracnich roztokt pii 650 nm.
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7.4.5 Mikroskopovani PUR f6lii

PUR félie byly sledovany na mikroskopu pted a po ¢trnactidenni degradaci (zvétSeni 40 krat)
a poté byly vyfotografovany fotoaparatem k mikroskopu GKB 1/3 color digital CCD kamera
a dale zpracovany.
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8. VYSLEDKY A DISKUSE
8.1 Kalibrace turbidimetrického stanoveni biomasy

Ze zévislosti turbidit na koncentracich biomasy (hodnoty turbidimetrického méteni zakalu
suspenze bun¢k) a gravimetrickych méfeni mnozstvi biomasy byly sestrojeny kalibracni
ktivky, a to jak pro glukosové a laktosové médium, tak pro médium s minerdly a vitaminy.

8.1.1 Glukosové médium

Kalibracni kirivka G
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L J L J
__, 600 - ¢
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Graf 2: Kalibracni krivka glukosového média

8.1.2 Laktosové médium
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Graf 3: Kalibracni krivka laktosového média
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8.1.3 Médium s mineraly a vitaminy
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Graf 4: Kalibracni krivka média s minerdly a vitaminy

8.2 Vybér média pro biodegradacni experimenty

Cilem tohoto experimentu bylo otestovat tfi média pouZivana ke kultivaci termofilni kultury a

vybrat médium, na kterém bude kultura vykazovat nejvhodnéjsi ristové parametry pro

dlouhodobé¢ biodegradacni experimenty.

Tab. 2: Riist kultury v syntetickém a polosyntetickych médiich

XbionLasa [g/l]

G L S ¢as [hod]
0,027 0,000 0,000 0
0,042 0,000 0,000 4
0,421 0,019 0,069 18
0,571 0,136 0,167 22
0,754 0,165 0,278 26
0,876 0,621 0,439 42
1,049 0,736 0,369 46
0,922 1,835 0,385 118
0,869 1,918 0,363 122
0,925 2,035 0,343 138
0,884 1,766 0,345 142
0,738 1,846 0,340 146
0,345 2,083 0,357 162
0,310 2,393 0,346 166
0,299 1,968 0,343 170
0,258 2,451 0,363 186
0,256 2,366 0,350 190
0,250 1,976 0,345 194
0,265 2,113 0,362 210
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G = glukosové médium

L = laktosové médium

S = syntetické médium s mineraly a vitaminy
Slozeni téchto tii médii je popsano v kapitole 7.1.1.1.

Pro stanoveni rustovych kiivek smésné termofilni kultury pro jednotliva média byly hodnoty
zakalu prepocteny na mnozstvi biomasy v g/l zrovnic linedrnich regresi z pfisluSnych
kalibra¢nich kiivek.

Optimalizace médii
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Graf 5: Turbidimetrické stanoveni biomasy pro vsechny 3 média

Z porovnani rastovych kiivek jednotlivych médii je patrné, Ze nejveétsi rist biomasy (i kdyz se
zfetelnou pocatecni kratkou lag fazi) nastal u laktosového média. Avsak po 140. hodin€ zacala
koncentrace biomasy velmi kolisat, a proto laktosové médium nebylo nejvhodné;jsi pro dalsi
biodegradacni testy.

Na glukosovém médiu vykazovala kultura rychly rdst témét exponencidlniho charakteru,
ktery byl ukoncen v 50. hodiné. Poté nasledovala ptiblizn€¢ 100 hodinova stacionarni faze, po
niz doslo k odumirani kultury. Toto chovani je pro dlouhodobé testy nevyhodné, a proto jsem
pro vSechny nasledujici testy zvolila médium, na kterém sice nedoSlo k nejintenzivné;si
tvorbé biomasy, ale kultura vykazovala nejstabilngjsi ristové parametry. Navic slozeni média
s vitaminy a minerdly umoziuje provést limitaci uhlikatym a dusikatym zdrojem. Tato
moznost u ostatnich médii diky pfitomnosti komplexniho zdroje (pepton, kvasnicny
autolyzat) neptichdzela v tivahu.
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8.3 Optimalizace sloZeni média s mineraly a vitaminy

8.3.1 Kalibrace spektrofotometrického stanoveni koncentrace biomasy

Byla sestrojena kalibracni kiivka zavislosti absorbance (630 nm) na koncentraci biomasy

(g/D).
Tab. 3: Hodnoty kalibracni krivky
¢ [g/] As30
0,00 0,000
0,03 0,195
0,06 0,273
0,09 0,431
0,12 0,560
0,15 0,620
0,18 0,731
0,21 0,852
0,24 0,895
0,27 0,987
0,30 1,042
Kalibracni krivka
1,2
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Graf 6: Kalibracni kirivka pro prepocet absorbance na koncentraci susiny biomasy

Podle namétenych hodnot koeficientii spolehlivosti je spektrofotometrické stanoveni biomasy

v

pfi vinové délce 630 nm vyrazné presncjSi a spolehlivéjsi nez méfeni na turbidimetru.
Z tohoto divodu bylo spektrofotometricky stanoveni pouZzito ve vSech nasledujicich

experimentech.
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8.3.2 Optimalizace koncentrace zdroje uhliku

Bylo pfipraveno médium s mineraly a vitaminy o rtiznych koncentracich glukosy (8, 12, 16 a
20 g/l) a siranu amonného (1, 3, 5 a 7 g/l) a byla provedena kultivace za ucelem zjistit, ktera
koncentrace zdroje C a N je nejvhodnéjsi pro dalsi biodegradacni testy.

Pomoci sestrojené kalibracni kfivky byla piepoctena absorbance médii s riznou koncentraci
C a N na koncentraci biomasy v g/l a sestrojena rastova kiivka zavislosti koncentrace
biomasy na Case.

Tab. 4: Rust biomasy v syntetickem médiu pri ruznych koncentracich glukosy
¢ [eg/]
cas

G G G G
8 12 16 20 [dny]
0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0

0,1641 | 0,1793 | 0,2000 | 0,1714 1
0,2988 | 0,2983 | 0,2059 | 0,2031 2
0,3535 0,3104 0,2345 0,2486 3
0,3879 | 0,3342 | 0,3763 | 0,3773 6
0,3565 | 0,3449 | 0,3170 | 0,3671 7
0,45
0,40
0,35
0,30
= 0,25 —o—G8
2 020 —=—GI12
015 G16
—a— G20
0,10
0,05
0,00
0 1 2 3 4 5 6 7
€as [dny]

Graf 7: Rustova kiivka termofilii v médiu s riiznymi koncentracemi glukosy jako zdroje uhliku

Vysoké koncentrace cukru (16 a 20 g/1) riist spiSe inhibuji, je mozné, Ze jiz dochdzi k inhibici
substratem. Termofilni kultura vykazovala nejlepsi parametry riistu a nejstabilnéjsi vlastnosti
pfi kultivaci na médiu s obsahem 8 g/l glukosy jako jedin¢ho zdroje uhliku. Proto byla tato
koncentrace pouZita v ndsledujicich biodegradacnich experimentech.
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8.3.3 Optimalizace koncentrace zdroje dusiku

Tab. 5: Rust biomasy v syntetickém médiu pvi riiznych koncentracich siranu amonného

¢ [g/]

N; N; Ns N, [Sz;]
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0
0,1388 | 0,1428 0,1772 | 0,2213 1
0,3828 | 0,1456 | 0,1600 | 0,2145 2
0,3352 0,1998 0,1904 0,1509 3
0,3484 | 0,3363 0,3008 0,1874 6
0,3418 | 0,3226 | 0,3317 | 0,1894 7

0,45

0,40 -

0,35

0,30

0,25 N1

—a— N3

N5

c [a/]

0,20

0,15
—a— N7

0,10

0,05

0,00 *¥
0 1 2 3 4 5 6 7

€as [dny]

Graf 8: Rustova krivka termofilit v médiu s ruznymi koncentracemi siranu amonného jako
zdroje dusiku

Taktéz bylo vyzkouSeno, pifi které koncentraci siranu amonného (zdroj dusiku) budou
termofilni bakterie rist nejlépe. Jako optimalni se jevi koncentrace 3 g/l, pfi této hodnoté
vykazuje smésna kultura rovhomérny a vyrovnané ristové parametry prakticky po celou dobu
testu. Niz$i koncentrace dusikatého zdroje vedla sice k prudkému nardstu biomasy, ale také
k brzkému néstupu stacionarni faze. Stejné tak vysSsi koncentrace siranu amonného maji spise
negativni vliv na riist kultury (velmi patrné predevsim pro koncentraci 7 g/1).
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8.4 Porovnani dvou Sarzi PUR félii pri biodegradaci v syntetickém médiu

Cilem kratkodobého degradac¢niho experimentu bylo srovnat stejné PUR folie, které vSak byly
pfipraveny pfiblizn€ s odstupem jednoho roku (dv¢ Sarze).

Tab. 6. Riist biomasy v pritomnosti PUR folii dvou riiznych Sarzi

¢ [g/1]

K, K, N; CMC | S, CMC | N, HEC | S, HEC | ¢as [dny]
0,0375 0,0271 0,0228 0,0375 0,0375 0,0344 0
0,1443 0,1382 0,0233 0,1555 0,0281 0,1532 1
0,1332 0,1215 0,0235 0,1431 0,0241 0,1051 2
0,1481 0,1362 0,0175 0,1557 0,0132 0,1177 5
0,1517 0,1408 0,0139 0,1653 0,0175 0,1332 6
0,1522 0,1431 0,0228 0,1719 0,0187 0,1274 7

0,20 -

0,18

0,16 -

0,14 7 ——K1

0,12 - —a—K2
%, 0,10 - —a—N1 CMC
‘G 0,08 - $2 cMC

0,06 - —a—N1 HEC

0,04 —e—S2 HEC

0,02

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘

0 2 4 6 8
¢as [hod]

Graf 9: Porovnani ristovych krivek termofilii v médiu za pritomnosti PUR folii dvou Sarzi

K1,2 = kontroly (bez folie)
N1 = SarZe 1, Novotny
S2 = sarze 2

Folie prvni Sarze nedovolily smésné kultufe rist. Je pravdépodobné, ze toxicky efekt byl
zpisoben latkami, které se z folii uvolnily do média, a nésledn¢ inhibovaly rtst bakteridlni
kultury. V dalSich testech byly proto vyuzity folie zdruhé Sarze, které riast kultury
neinhibovaly a naopak foélie modifikovana CMC (karboxymethyl celulosa) podpoftila riist
kultury oproti kontrole.
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8.5 Stirednédoby biodegradacni test PUR foélii v kompletnim syntetickém médiu

8.5.1 Prvni faze biodegrada¢niho testu (prvnich 14 dni)

Princip biodegradac¢niho testu spocival v kultivaci termofilni kultury v pfitomnosti
modifikovanych PUR folii. V prib¢hu testu byl sledovan rlist biomasy, zména CHSK média a
také byl stanoven hmotnostni ubytek folii po degradaci. Cilem testu bylo posoudit vliv
jednotlivych folii na rast biomasy, a zaroven otestovat, je-li mozné vyuzit smésnou termofilni
kulturu k biodegradaci PUR f6lii. Dalsim cilem bylo experimentalné stanovit, je-li modifikace
PUR f6lie biodegradabilnim polymerem u¢innym zplsobem navySeni biodegradability
materialu, a najit nejvhodnéjsi modifikacni ¢inidlo.

Tab. 7: Rust termofilu v pritomnosti PUR folii v kompletnim syntetickém médiu

¢ [g/]

K CMC HEC AC AS REF | ¢as [hod]
0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0
0,1137 | 0,1193 | 0,1299 | 0,0073 | 0,0008 | 0,0008 26
0,0995 | 0,1190 | 0,1079 | 0,0076 | 0,0089 | 0,0096 47

0,0848 0,1165 0,0967 0,0051 0,0030 0,0912 71

0,1157 0,1236 0,1031 0,0889 0,0147 0,1271 143
0,1190 0,1329 0,1046 0,1005 0,0099 0,1236 167
0,1122 0,1251 0,1025 0,0993 0,0091 0,1157 191
0,0552 0,0972 0,0765 0,0836 0,0068 0,0919 215
0,0443 0,1051 0,0762 0,0985 0,0018 0,1028 312
0,0382 0,0998 0,0856 0,1101 0,0043 0,1134 335

0,14 -
0,12
0,10 ——K
—a— CMC
= 0,08 —a—HEC
= 0,06 AC
0,04 —a—AS
—e— REF
0,02

0,00 T T T T T T )
0 50 100 150 200 250 300 350

¢as [hod]

Graf 10: Rust kultury v pritomnosti PUR folii v kompletnim syntetickém médiu

59



Ristové parametry kultur kultivovanych s PUR folii byly vesmés velice podobné. Kromé
folie modifikované 10 % AS, u které byly termofilové po celou dobu kultivace viceméné
v lag fazi. Nizk4 hladina biomasy byla nalezena také v posledni fazi kultivace u kontroly,
ktera neobsahuje zadnou folii, a tak neméla kultura po vycerpani zivin z média dalsi zdroj
uhliku pro svij rist.

8.5.1.1 Kalibrace CHSK
Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pro ptepocet absorbance na koncentraci v mg/1.

Tab. 8: Namérena data kalibrace CHSK

C [mg/l] A600
0 0,000
50 0,029
100 0,039
200 0,048
300 0,075
400 0,083
500 0,112
600 0,127
700 0,145
800 0,169
900 0,185
1000 0,206
Kalibra¢ni kifivka CHSK
0,25 -
0,20 |
E 0,15
S y = 0,0002x
©, 0,10 R? = 0,9808
< 'S
0,05 4
. *
0,00 : : : : : ‘
0 200 400 600 800 1000 1200
CHSK [mg/l]

Graf 11: Kalibracni krivka CHSK
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8.5.1.2 Zména CHSK béhem biodegradace

Tab. 9: Zmena CHSK (mg/l) v pritbehu kultivace kultury s folii

CHSK [mg/l]

K CMC HEC AC AS REF cas
35500 35500 35500 35500 35500 35500 0
35000 34000 32000 35500 34000 32500 72
5850 4850 6200 6600 6450 6500 216
8400 10250 5800 9050 4333 3667 312

Ubytek
76,34 71,13 83,60 74,51 87,79 89,67 CHSK [%]
40000
35000 B=
30000 | —K
= —a— CMC
S 25000 |
.§. —4—HEC
20000 |
X
2 15000 he
(:l:) —s—AS
10000 | REF
5000 |
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
¢as [hod]
Graf 12: Zména CHSK (mg/l) v priubehu kultivace kultury s folii
Prabéh CHSK mél u vsech vzorki podobny charakter. Nejniz§i hodnoty CHSK, a tedy

nejvyssi procentualni ibytek CHSK byl pozorovan u REF folie a u folie modifikované AS.
Tento fakt naznacuje, ze samotné folie do média neuvolnovaly vysoké mnozstvi abiotickych
degradacnich produktl, a zarovei byly i tyto latky bakterialni kulturou efektivné utilizovany,
byt mély v piipadé AS na rist kultury vyrazné inhibi¢ni vliv. Naopak u félie modifikované
CMC, ktera vykazuje vysoky hmotnostni Ubytek, nedoSlo pravdépodobné k efektivnimu
vyuziti v§ech uvolnénych latek, jak naznacuje vysoka hodnota CHSK po ukonceni testu.

8.7.1.3 Hmotnostni ubytky folii

Tab. 10: Hmotnostni ubytek folii

S Kulturou Am [%] | Bez Kultury | Am [%]
CMC 5,55 CMC 10,67
HEC 8,68 HEC 7,84

AC 0,62 AC 0,11
AS 1,10 AS 1,08
REF 0,45 REF 0,72
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Hmotnostni ubytek folii pfi trepani s kulturou
9
r— 8 1
= 5 mCMC
L
< 5 m HEC
[}
-~ 4
> oAC
g s
2 mAS
1- O REF
0 i
Graf 13: Hmotnostni ubytek folii pri tFepani s kulturou
Hmotnostni ubytek folii pfi trepani bez
kultury
12
— 10
=,
= 8. m CMC
o
G
T sl mHEC
2
> mAC
o 4
= mAS
2 4
O REF
0 -

Graf 14: Hmotnostni ubytek folii pri tfepani bez kultury

Srovnani hmotnostniho tUbytku folii, které byly tfepany v pfitomnosti termofilni kultury
s hmotnostnim ubytkem folii tfepanych bez kultury, napovida tomu, ze termofilni bakterie se
na celkovém hmotnostnim Ubytku folii vyrazné nepodileji. Ke ztratdm hmotnosti folie ziejmée
dochdzi zejména v disledku mechanického naméahani béhem tfepani anebo rozpousténim
plnidla vlivem relativné vysokeé teploty (60 °C). Podobné posSkozeni je mozno pozorovat jak u
folii ovlivnénych kulturou, tak u folii ttepanych bez kultury. Hlavni rozdil je u f6lii s plnidlem
CMC, kdy hmotnostni ubytek folii byl vétsi u abiotické degradace a HEC, kdy hmotnostni
ubytek folii byl vétsi pfi tiepani s kulturou. SpiSe nez k rozkladu folii pfimym plisobenim
termofilnich bakterii dochéazi k abiotické degradaci materidlu, a nasledn¢ k vyuziti stépnych
produktt kulturou. Ty podle svého charakteru bud’ podporuji, nebo inhibuji rast kultury.
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Na zaklad€ dosaZenych vysledkil 1ze formulovat nasledujici dil¢i zavéry:

REF félie: Kultura do 27. hodiny vykazuje lag fazi a po 27. hodin¢ zalind faze
exponencialni, ktera po 71. hodiné kultivace piechazi ve fazi zpomaleného riistu a na konci
opét mirn¢ roste, coz je zvlastni, protoze referencni folie neobsahuje zadné plnidlo, které
muze slouzit jako snadny zdroj uhliku, ktery by mohly bakterie ¢erpat pro svij rust. U
referencni folie dosSlo k nejnizSimu hmotnostnimu ubytku (0,45 %) a tak 1 k poskozeni
materialu. Pokles CHSK byl 89,67 %, coz ptedstavuje nejvyssi hodnotu.

CMC félie: Kultura kultivovana v ptitomnosti PUR folie s 10 % CMC vykazovala vysokou
koncentraci biomasy v pribchu celé kultivace a piesahovala tak kontrolu. Hmotnostni tibytek
folie byl druhy nejvyssi po HEC, pohyboval se okolo 5,6 %. Pokles CHSK je v tomto testu
uplné nejnizsi, ale 1 presto velmi vysoky (71,13 %).

HEC félie: Tato folie podporovala rast kultury nad aroven kultury bez folie (kontroly) aZ na
c¢ast mezi 120. a 200. hodinou. Doslo k nejprud$imu nartstu biomasy a k naslednému
pozvolnému poklesu biomasy. Pokles CHSK ptedstavoval 83,66 %, coz ptredstavuje jednu z
nejvyssSich hodnot, ale mezi jednotlivymi foéliemi byly vtomto parametru malé rozdily.
Hmotnostni ubytek folie byl ze vSech nejvyssi, a to pfiblizné 9,56 %, coZ znamena, Ze plnidlo
HEC s ptivodnimi 10 % bylo skoro celé vycerpano.

AC félie: Rast kultury v pfitomnosti PUR folie s AC byl spojen s kratkou lag fazi a
pohyboval se az do 200. hodiny pod uroven kontroly. Hmotnostni tbytek této folie byl asi
0,62 %, ubytek CHSK byl 74,51 %.

AS folie: Rust kultury v piitomnosti PUR folie s AS projevuje po celou dobu kultivace lag
fazi zplisobenou ziejmé piitomnosti toxickych latek z folie, které inhibovaly rist termofilnich
bakterii. Hmotnostni ubytek folie se pohybuje okolo 1,41 %, a pokles hodnoty CHSK
(87,79 %) byl jednim z nejvyssich v celém experimentu.

8.5.2 Druha faze biodegradacniho testu (15. — 28. den)

Pro tento test byly pouzity folie z prvnich ¢trnacti dni a vlozeny do nové pfipraveného a
zaoCkovaného média. V pribéhu testu byl opét sledovan rast biomasy a zména CHSK, po
ukonceni kultivace byla provedena mikroskopickd analyza, srovnani degradovanych PUR
folii s nedegradovanymi a posouzeni miry degradace jednotlivych folii. Také byl stanoven
hmotnostni tbytek folii po degradaci.
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Tab. 11: Rust termofilui v pritomnosti PUR folii v kompletnim syntetickém médiu

¢ [g/1]

K CMC | HEC AC AS REF [ ¢as [hod]
0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0
0,0782 | 0,0932 | 0,0613 | 0,1046 | 0,1076 | 0,0894 25
0,0744 | 0,0874 | 0,0633 | 0,0944 | 0,0985 | 0,0853 49
0,0709 | 0,0785 | 0,0544 | 0,0901 | 0,0919 | 0,0772 73
0,0608 | 0,0732 | 0,0463 | 0,0853 | 0,0874 | 0,0732 97

0,0987 0,1081 0,0805 0,0995 0,1139 0,1071 170
0,0990 0,1106 0,0856 0,0987 0,1228 0,1152 193
0,0823 0,0929 0,0694 0,0861 0,1066 0,0977 217
0,0727 0,0932 0,0825 0,0871 0,1025 0,0967 241
0,0696 0,0987 0,0765 0,0927 0,1096 0,1033 265
0,0706 0,1124 0,0960 0,1122 0,1296 0,1238 337

0,14 -
0,12 -
0,10 - ——K
—a—CMC
= 008-
Ko —a—HEC
o 0,06 AC
0,04 - —a—AS
0.02 | —e—REF
0,00 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
¢as [hod]

Graf 15: Rust kultury v pritomnosti PUR folii v kompletnim syntetickém médiu
Rustové parametry kultur kultivovanych s PUR f6lii byly vesmés velice podobné, vSechny

krom& folie modifikované 10 % HEC prterostly kulturu bez folie. Folie s HEC pterostla
kulturu az skoro na konci kultivace po 230. hodiné.
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8.5.2.1 Zména CHSK béhem biodegradace

Tab. 12: Zmeéna CHSK (mg/l) v pribehu kultivace kultury s folii

CHSK [mg/l]

K CMC HEC AC AS REF cas
40500 40500 40500 40500 40500 40500 0
61500 9150 9400 8750 10150 10350 50

8000 9000 9000 8000 12500 14500 98
35500 63500 31500 55500 74000 40000 170
31500 36500 30000 36000 35500 32500 194
13667 14333 11333 15833 16333 16000 218
20167 20667 20500 21000 22333 22500 290

Ubytek

50,21 48,97 49,38 48,15 44,86 44,45 CHSK [%]

80000

70000

= 60000 K
g’ 50000 CMC
% 40000 —=—HEC
5 30000 AC
20000 e AS
10000 —a—REF
0
50 100 150 200 250 300

¢as [hod]

Graf 16: Zména CHSK (mg/l) v priubehu kultivace kultury s folii

8.5.2.2 Hmotnostni ubytky folii

Tab. 13: Hmotnostni ubytek folii

Am [%]
CMC 0,04
HEC 0,45
AC 0,04
AS 0,04
REF 0,04
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Graf 17: Hmotnostni ubytek folii 1. faze biodegradacniho testu
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Graf 18: Hmotnostni ubytek folii 2. faze biodegradacniho testu
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Graf 19: Celkovy hmotnostni ubytek folii obou fazi biodegradacniho testu
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8.5.2.3 Mikroskopicka analyza

Tab. 14: Mikroskopicke snimky PUR folii (zvetseno 40krat):

Folie Nedegradovana
o O

Degradovana

10%
CMC
PUR

10%
HEC
PUR

10%
AC
PUR

10%
AS
PUR

Nejvétsi hmotnostni ubytky CMC a HEC Ize vypozorovat 1 z mikroskopickych snimki, kdy
muzeme vidét velké rozdily mezi foliemi pred a po degradaci kulturou. Naopak Ize vidét, ze
pii malych ubytcich (AS a AC) jsou snimky prakticky stejné.
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Na zédkladé dosazenych vysledki 1ze formulovat nasledujici dil¢i zavéry:

REF folie: U této folie bez plnidla vykazovala kultura po celou dobu kultivace vysokou
koncentraci biomasy a piesahovala tak kontrolu. U referen¢ni folie doslo celkové k
nejniz§imu hmotnostnimu Ubytku 0,49 %. Pokles CHSK byl 44,45 %, coZz predstavuje
nejnizsi hodnotu.

CMC félie: Kultura kultivovana v pfitomnosti PUR félie s 10 % CMC vykazovala vysokou
koncentraci biomasy v pribchu celé kultivace a piesahovala tak kontrolu. Hmotnostni tibytek
folie byl 0,04 % (celkovy pak 5,64 %). Pokles CHSK byl v tomto testu 48,97 %.

HEC folie: Tato folie jako jedina nepodporovala rist kultury nad uroven kultury bez folie
(kontroly) skoro po celou dobu kultivace a pterostla kontrolu az asi po 230. hoding. Narust
biomasy byl ze vSech f6lii nejmensi. Pokles CHSK piedstavoval 49,38 %, coz predstavuje
druhou nejvyssi hodnotu, ale mezi jednotlivymi fo6liemi byly v tomto parametru malé rozdily.
Hmotnostni tbytek folie byl ze vSech nejvyssi, a to ptiblizné 0,45 % (celkovy pak 10 %) coz
znamena, ze plnidlo HEC s piivodnimi 10 % bylo kulturou celé vycerpano.

AC félie: Rust kultury v ptitomnosti PUR folie s AC byl druhy nejprudsi, ale poté dochéazelo
k vétsimu tthynu termofili nez u ostatnich. Hmotnostni ubytek této folie byl 0,04 % (celkovy
pak 0,66 %) a ubytek CHSK byl nejnizsi a to 48,15 %.

AS félie: Rust kultury v piitomnosti PUR folie s AS byl nejprudsi. Hmotnostni ubytek folie
byl 0,04 %, celkovy ubytek pak 1,45 % a pokles hodnoty CHSK (44,86 %) byl druhy nejnizsi
v celém experimentu.

Folie silné ovliviiuji riist termofilni kultury, na jedné strané nékteré folie siln€ podporuji riist
kultury v obou fazich testu (CMC, AC), tyto folie dokaze pravdépodobné kultura vyuzit ke
svému rustu. Naopak u nékterych folii (AS, AC, REF) doslo v prvni fazi testu k pozorovani
neobvykle dlouhé lag faze. Ta je pravdépodobné zplsobena uvoliiovanim toxickych
komponent do média. Tyto latky nésledné inhibuji rast kultury, nicméné kultura se dokaze
adaptovat, pripadné dokaze toxické latky odbourat (viz AC a REF folie). Jen u folie AS byla
koncentrace toxickych latek natolik vysoka, Ze nedovolila kultufe vibec rist. V druhé ¢asti
testu uz byly toxické latky z folii pravdépodobné odstranény, takze zadnad inhibice rlstu
nebyla pozorovana, a naopak folie AS, ktera v prvni ¢asti testu rist siln€ inhibovala, ho ve
druhé ¢asti testu siln€ podporovala.

Hmotnostni ubytky folii maji pravdépodobné abioticky charakter — dochazi k samovolnému
uvoliiovani nebo rozpousténi latek z folii, pficemz nebyl pozorovan vyrazny vliv bakterii na
samotny proces rozpadu folii, z toho vyplyva, ze proces ma abioticky charakter. Nicmén¢
degradacni produkty nésledné silné ovliviuji rast kultury, predevsim nékterd plnidla dokaze
kultura vyuzit ke svému rtstu, a proto pravdépodobné folie CMC a HEC (které¢ vykazovaly
vyrazny hmotnostni Ubytek pravdépodobné v disledku rozpusténi modifikaéniho cinidla)
podporovaly rtst kultury.

Prabéh CHSK byl u vSech f6lii velmi podobny, pokles CHSK se pohyboval okolo 50 %.
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8.6 Biodegradacni test modifikovanych PUR félii p¥i absenci zdroje C nebo N

8.6.1 Test vyuzitelnost folii jako jediného zdroje uhliku

Tento test byl zaméten na studium moznosti vyuziti modifikovanych PUR {6lii jako mozného
zdroje uhliku nebo dusiku. Princip testu spocival v pfidani narostlé a zcentrifugované kultury
do syntetického média, ve kterém chybél bud’ zdroj uhliku, nebo dusiku.

Tab. 15: Rust kultury (c (g/l)) na modifikovanych PUR foliich pri limitaci uhlikem

¢ e/l
K CMC HEC AC AS REF | ¢as [hod]
0,0638 | 0,0714 | 0,0636 | 0,0646 | 0,0643 | 0,0408 0
0,0268 | 0,0337 | 0,0304 | 00215 | 0,0314 | 0,0071 21
0,0496 | 0,0405 | 0,0109 | 0,0154 | 0,0281 | 0,0066 45

0,0641 0,0522 0,0177 0,0162 0,0317 0,0091 117
0,0565 0,0496 0,0180 0,0099 0,0273 0,0053 141
0,0425 0,0438 0,0008 0,0003 0,0203 0,0020 165
0,0620 0,0577 0,0175 0,0073 0,0291 0,0101 189
0,0717 0,0656 0,0122 0,0101 0,0089 0,0091 286
0,0666 0,0623 0,0099 0,0086 0,0056 0,0061 309
0,0479 0,0456 0,0035 0,0081 0,0078 0,0071 334

0,08
0,07
0,06
——K
0,05
= —a— CMC
k=)
= 0,04 —a—HEC
o
0,03 AC
0,02 ——AS
—e—REF
0,01
0,00 ‘
0 50 100 150 200 250 300 350

¢as [hod]
Graf 20: Rust kultury na modifikovanych PUR foliich p7i limitaci uhlikem

Tab. 16: Hmotnostni ubytek folii

Am [%)]
CMC 9,95
HEC 9,15
AC 0,73
AS 1,58
REF 0,56
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Graf 21: Hmotnostni ubytek folii

Kultury limitované uhlikem po celou dobu kultivace nepterostly kontrolu, u které neméla
termofilni kultura ani folii jako dal$i mozny zdroj uhliku. Bakterie pravdépodobné nedokéazaly
prekonat toxicky efekt folii bez pritomnosti jiného zdroje uhliku (glukosy).

Smésna termofilni kultura obsahujici ptedevSim rody Bacillus a Thermus neni schopna

utilizovat $tépné produkty modifikovanych PUR f6lii jako jediny zdroj uhliku.

Pokud se jednd o hmotnostni ubytek folii zejména CMC a HEC (9,95 a 9,15 %), tak zde se

spisSe jedna o abioticky rozklad folii.

8.6.2 Test vyuzitelnosti folii jako jediného zdroje dusiku

Tab. 17: Rust kultury (c (2/l)) na modifikovanych PUR foliich pri limitaci dusikem

¢ [eg/]

K CMC HEC AC AS REF | &as [hod]
0,0557 | 0,0782 | 0,0782 | 0,0582 | 0,0681 | 0,0671 0
0,0304 | 00456 | 0,0694 | 0,0760 | 0,0218 | 0,0519 21
0,1220 | 0,0208 | 0,0322 | 0,0425 | 0,0071 | 0,0261 45
0,1484 | 0,0468 | 0,0347 | 0,0514 | 0,0170 | 00762 117
0,1360 | 00641 | 00319 | 0,0461 | 0,0147 | 0,0701 141
0,1106 | 0,0762 | 0,0220 | 0,0296 | 0,0010 | 00755 165
0,1119 | 0,0889 | 0,0329 | 0,0324 | 0,0099 | 0,0932 189
0,1218 | 00924 | 0,1380 | 0,1213 | 0,0182 | 0,1043 286
0,1258 | 0,1038 | 0,1474 | 0,1200 | 0,0271 | 0,1069 309
0,1094 | 0,0828 | 0,1382 | 0,1036 | 0,0038 | 0,0952 333

70




0,16
0,14 -
0,12 \ K
_ 010 a7 —=—CMC
D 0,08 —a—HEC
o
0,06 \ AC
R —=—AS
0,04
\, —e—REF
0,02
0,00
0 50 100 150 200 250 300 350
¢as [hod]
Graf 22: Rust kultury na modifikovanych PUR foliich p7i limitaci dusikem
Tab. 18: Hmotnostni ubytek folii
Am [%]
CMC 8,57
HEC 9,56
AC 0,61
AS 1,41
REF 0,27
10
9 4
8
X 7 m CMC
= 6 m HEC
f 5 mAC
) 4 mAS
>
o REF
g .
2 4
1 4
o

Graf 23: Hmotnostni ubytek folii

Kultury limitované dusikem stejn¢ jako u limitace uhlikem po celou dobu kultivace
nepterostly kontrolu.

Tato smésna termofilni kultura rodt Bacillus a Thermus neni schopna utilizovat S§t€pné
produkty modifikovanych PUR {6lii jako jediny zdroj dusiku.
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Vyjimkou je ale folie modifikovana 10 % HEC, kterou termofilni kultura jako jedina vyuZzila
jako zdroj uhliku skoro na konci kultivace (asi po 270. hodin¢) a pterostla tak kontrolu.

Pokud se jedna o hmotnostni ubytek folii CMC a HEC (8,57 a 9,56 %), tak v ptipad¢ folie
modifikované 10 % CMC se jedna spiSe o abioticky rozklad, kdezto u folie s HEC je mozné,
ze na rozkladu folie se ¢astecné podilela 1 bakteridlni kultura, ¢astecné je tedy mozny bioticky
rozklad (vysoky stupeni rozkladu folie).

8.7 Test vyuzitelnosti samotného plnidla v syntetickém médiu jako zdroj uhliku
nebo dusiku

V tomto testu byly testovany samostatné plnidla jako doplitkovy zdroj uhliku ke glukose
(8 g/l) v kompletnim syntetickém médiu (8.7.1.) ptipadné jako jediny dostupny zdroj uhliku
v syntetickém médiu bez glukosy (8.7.2). Koncentrace plnidel byla 8 g/l. Cilem testu bylo
ovéfit, zda termofilni bakterie umi vyuzit tyto plnidla pro sviij dalsi riist a tedy, zda pterostou
kontrolu.

8.7.1 Plnidla v kompletnim syntetickém médiu

Tab. 19: Rust kultury (c (g/l))v kompletnim syntetickéem médiu s plnidly

¢ [g/1]

K CMC HEC AC AS PB ¢as [hod]
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0
0,1464 0,0836 0,0114 0,2076 0,1704 0,2332 23
0,1532 0,1765 0,0119 0,2003 0,1861 0,2514 47
0,1565 0,2028 0,0119 0,1950 0,1691 0,4178 68
0,2043 0,1643 0,0116 0,2307 0,1980 0,4623 143
0,2015 0,1583 0,0114 0,2281 0,1950 0,4598 166

0,50 -

0,45 -

0,40 -

0,35 ——K
030 —a—CMC
> 025 —a—HEC
I: 0,20 - AC

0,15 - —a—AS

0,10 1 —e—PB

0,05 -

0,00 Ak : A ‘

0 50 100 150 200
¢as [hod]

Graf 24: Rust kultury v kompletnim syntetickem médiu s plnidly
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VétsSina testovanych plnidel podporuje rust kultury v pfitomnosti glukosy. Nejvyrazngjsi
podpora ristu byla pozorovana u vzorku pSeni¢né bilkoviny (PB), ta pravdépodobné
ptedstavuje pro kulturu vhodny substrat, ktery je pravdépodobné nejen zdrojem uhliku, ale 1
potencialnim zdrojem dusiku, pfipadné aminokyselin. Naopak hydroxyethyl celulosa silné
inhibovala rust bakteridlni kultury, takze prakticky nedoSlo k nartistu biomasy. Je
pravdépodobné, ze i samotné plnidlo vykazuje toxicky efekt.

8.7.2 Plnidla v syntetickém médiu bez glukosy

Tab. 20: Rust kultury (c (g/l)) v syntetickem médiu bez glukosy s plnidly

¢ [g/1]

K CMC HEC AC AS PB ¢as [hod]
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0
0,1464 0,1132 0,0127 0,2000 0,2076 0,2345 23
0,1532 0,1884 0,0132 0,2152 0,2005 0,2378 47
0,1565 0,2418 0,0443 0,2147 0,1709 0,3408 68
0,2043 0,1998 0,1770 0,2342 0,1826 0,3489 143
0,2015 0,1962 0,1757 0,2286 0,1790 0,3459 166

0,40 -

0,35 A

0,30 - ——K

0,25 | —a— CMC
= —a— HEC
S 0,20 4 AC
o N

0,15 4 —a—AS

0,10 - —e—PB
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0,00 ‘ | ‘ ‘

0 50 100 150 200

¢as [hod]

Graf 25: Rust kultury v syntetickém médiu bez glukosy s plnidly

Vysledky experimentu naznacuji, Ze 1 plnidla samotna mohou slouzit jako jediny zdroj uhliku
k ristu termofilni kultury. Opét nejsilngji podporovala rast kultury pSeni¢na bilkovina, ktera
je lepSim zdrojem uhliku pro rast kultury nez samotna glukosa. Podobny jev vykazuje
acetylovand celulosa, ostatni plnidla jsou stejné¢ vhodnym zdrojem uhliku jako glukosa.
Neobvyklé chovani bylo opét pozorovano u hydroxyethyl celulosy. Ta, pokud je v médiu
ptitomnd jako jediny zdroj uhliku, vyvold pomérné dlouhou lag fazi, kterd je vsak
nasledovana pomérné€ intenzivnim rastem. Tento jev je velice neobvykly, protoZe pokud byla
v médiu ptitomna hydroxyethyl celulosa, a zarovei i glukosa, riist viibec nenastal.
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8.8 Testovani lag faze

Cilem nasledujicich experimentii bylo ovéfit, které latky nachazejicich se ve foliich by mohly
byt zodpoveédné za protazeni lag faze.

8.8.1 Testovani jednotlivych komponent PUR f6lii jako moZnych piivodcii protaZzené lag
faze

Testovany byly:

- Diisokyanat — TDI (Toluen — 2,4 — (2,6) — diisokyanat)

Diisokyanat byl ptimo aplikovan pomoci automatické pipety a testované mnozstvi odpovidaji
procentudlnimu poméru (20 %) diisokyanatu, ktery se mohl z folii uvolnit.

- DBTL - Dibutylcinlaurat

Také katalyzator byl aplikovéan pfimo. Testované mnozstvi katalyzatoru bylo 50 % z mnozZstvi
pritomného ve folii.

- Polyetherpolyol - PEP

Testovan byl také polyetherpolyol (PEP; v mnoZstvi odpovidajici 20 % folie).

Tab. 21: Hodnoty jednotlivych komponent PUR folii v syntetickém médiu

¢ [gN]

TDI 20% DBTL 50% PEP 20% Kontrola ¢as [hod]
0,001 0,001 0,010 0,001 0
0,371 0,159 0,390 0,358 12
0,842 0,431 0,748 0,947 24
0,727 0,387 0,657 0,980 36
0,693 0,389 0,596 0,882 48
0,626 0,442 0,706 0,718 72
0,774 0,442 0,724 1,008 147

1,2

1,0

0,8

= \'__//’ —e—TDI
D 06 —s—DBTL
(8]

- PEP

0,4

—a— Kontrola

0,2

0,0 &

0 50 100 150
¢as [hod]

Graf 26: Rust kultury s jednotlivymi komponenty PUR folii v syntetickém médiu
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Diisokyanat vykazuje piekvapivé relativné nizkou toxicitu. Za prodlouZenou lag fazi tedy
TDI pravdépodobné nemuze. Katalyzator vykazuje vic¢i kontrole vyrazné vyssi toxicitu.
V porovnani s kontrolou je vyrazné niz$i mérna rustova rychlost i mnozstvi nakultivované
biomasy. Nicméné ani katalyzator nema na kulturu stejny efekt jako samotna folie — tedy
nataZzeni lag faze a az poté nastartovani rdstu. Ani polyol nevykazuje vysokou toxicitu a
neprotahuje lag fazi.

8.8.2 Testovani kombinaci komponent PUR félii jako moZnych piivodcii protaZené lag

faze u termofilni kultury v syntetickém médiu s mineraly a vitaminy

Test vlivu kombinaci slozek PUR f6lii byl proveden stejné jako u samotnych komponent, tedy
aplikaci jednotlivych latek pfimo do média. Latky byly aplikovany v nasledujicich
mnozstvich: TDI 20 %, PEP 20 %, DBTL 100 %.

Tab. 22: Hodnoty kombinace komponent PUR folii v syntetickém médiu

c [g/1]

50

c [g/]
TDI + PEP | TDI + KAT | PEP + KAT | TDI + PEP Kontrola ¢as [hod]
+ KAT
0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0
0,825 0,108 0,010 0,010 1,416 19
1,108 0,446 0,010 0,010 1,322 48
1,180 0,483 0,010 0,010 1,336 72
0,986 0,518 0,012 0,027 1,346 91
0,996 0,606 0,755 0,029 1,567 136
1,006 0,664 1,039 0,036 1,912 158
1,074 0,809 0,991 0,118 2,053 182
1,121 1,001 1,080 0,116 2,307 206
1,102 1,203 1,195 0,116 2,329 230
1,128 1,457 1,380 0,502 2,314 254
2,5 -

—¢— TDI + PEP
—@— TDI + KAT
PEP + KAT

—8-— Kontrola

—4— TDI + PEP + KAT

100

150

¢as [hod]

200 250

300

Graf 27: Rust kultury s kombinacemi komponentit PUR folii v syntetickém médiu
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Natazeni lag faze je mozné pozorovat, pokud je v médiu pfitomny polyetherpolyol spole¢né
s katalyzatorem, anebo pokud jsou v médiu pritomné vSechny tfi slozky soucasné.

Pokud je pfitomen katalyzator spole¢né s polyolem dochazi k nastartovani riistu po 96.
hodin¢. Rist je poté dynamicky a rychly, stejné jako je tomu u folii. Mizeme tedy
pfedpokladat, Ze protazeni lag faze zplsobuji prave tyto dve slozky.

8.8.3 Studium mechanismu u¢inku félie na délku lag faze termofilni kultury

Pro experiment byla vybrana referencni PUR folie, kterd v predchozim experimentu

cvwr

Testované vzorky:

Kontrola — kultura bez PUR f6lie

Bio — kultura kultivovana spole¢né s folii, zaockovana okamzité po ptidani folie do média
Abio — kultura zaockovand po 144 hodinach po ptidani PUR fo6lie a tfepani za stejnych
podminek jako ostatni kultivace (poté co doslo k nariistu vzorkid Bie). Cilem bylo ovéfit, zda
odbouravani toxickych latek je biotické nebo abiotické povahy.

Extr — folie byla tfepana 24 hodin bez kultury, poté byla folie vyjmuta a médium bylo
zaockovano. Cilem bylo potvrdit hypotézu uvoliiovani toxickych latek do média.

Bio 24 — folie ze vzorki Extr byla pfidana do média a okamzit€ zaoCkovana kulturou. Cilem
bylo ovéfit dynamiku uvolilovani toxickych latek do média.

Tab. 23: Hodnoty koncentraci pri riiznych podminkach v syntetickem médiu

c [g/]

Bio Kontrola Abio Extr 24 Bio 24 ¢as [hod]
0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0
0,016 1,257 0,004 0,027 0,059 24
0,015 1,350 0,005 0,039 0,069 48
0,018 1,254 0,006 0,042 0,146 72
0,018 1,212 0,006 0,068 0,167 96
0,233 1,202 0,009 0,242 0,490 120
0,361 1,328 0,543 0,278 0,570 144
0,327 1,457 0,791 0,293 0,616 168
0,326 1,419 1,191 0,300 0,672 192
0,384 1,473 1,293 0,328 0,723 216
0,407 1,538 1,330 0,318 0,719 240
0,440 1,618 1,332 0,392 0,876 288
0,564 1,758 1,333 0,376 0,910 312
0,554 1,744 1,338 0,415 0,894 336
0,609 1,803 1,351 - - 360
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Graf 28: Rust kultury pri ruznych podminkach v syntetickém médiu

Vsechny vzorky ,,protahly* délku lag faze v porovnani s kontrolou a to na stejnou dobu — cca
96 hodin.

Vorky Bio a Extr vykazovaly velice podobny charakter rastu — délku lag faze (96 hodin) i
mnozstvi nakultivované biomasy. Tim je potvrzeno, ze toxické latky inhibujici riist opravdu
ptrechazeji z folie do média.

Vétsina toxickych latek se pravdépodobné uvolni béhem prvnich 24 hodin. To naznacuje
podobnost vzorkd Bio a Extr a také fakt, ze vzorky Bio 24 vykazovaly maly rist jiz pted 96.
hodinou a narostli vice nez vzorky Bio a Extr. Skute¢nost, ze délka lag faze byla u vzorka
Abio stejna jako u ostatnich vzorkl naznacuje, Ze mechanismus odbourdvani toxické latky je
biotické povahy.

8.9 Abioticka degradace PUR félii a analyza degrada¢nich produkti

V tomto testu byly folie vystaveny stejnym podminkdm jako pii ostatnich biodegradacnich
testech, ovSem tentokrat bez pfitomnosti bakterialni kultury. Na konci experimentu byl zjistén
celkovy hmotnostni ubytek téchto folii a stanoveno, jaké mnozstvi z uvolnénych latek byly
redukujici cukry, polysacharidy a v ptipadé PB (pSeni¢né bilkoviny) celkovych proteind.

Tab. 24: Celkove hmotnostni ubytky folii

CMC HEC AC AS REF PB
m (pied) 02334 | 02335 02740 | 02497 | 072513 0,2350
m (po) 0,2085 02152 | 02737 | 02470 | 0,2495 0,2326
Ubytek [%] | 10,67 7,84 0,11 1,08 0,72 1,02
Ubytek [mg]| 24,90 18,30 0,30 2,70 1,80 2,40
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Graf 29: Celkové hmotnostni ubytky folit

Hmotnostni tbytky pii abiotické degradaci PUR folii byly velmi podobné jako pii biotické
degradaci. Pti biotické degradaci je hmotnostni ubytek vétsi u HEC a AC a mensi u CMC a
REF nez u abiotické, ale rozdily jsou malé.

8.9.1 Hmotnostni ubytek polysacharidi (podle Duboise)

Vzorky byly proméieny metodou podle Duboise, ale nejdiive byla sestrojena kalibracni
ktivka.

Tab. 25: Kalibracni krivka

¢ [mg/l] Ayg90

0 0,000

5 0,052
20 0,200
30 0,289
40 0,434
50 0,563
60 0,663
70 0,728
80 0,822
90 0,925
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Graf 30: Kalibracni krivka

Poté¢ byly zmétfeny vzorky a vypocitana koncentrace a nasledné¢ celkova hmotnost

polysacharidl ve vzorcich.

Tab. 26: Ubytek polysacharidii

2

CMC | HEC AC AS REF PB
A [490 nm] 0,903 | 0,605 | 0057 | 0,053 | 0,000 | 0,000
¢ [mg/l] 172,000 | 115,238 | 11,904 | 5,048 | 0,000 | 0.000
Celkovy ubytek folie | .94 | 1830 | 030 2,70 1,80 2,40
[mg]
Mnozstvi PS 8.600 | 5762 | 0271 | 0252 | 0.000 | 0.000
uvolnénych z folii [mg]
PS = Polysacharidy
3
2 9
[3°]
§ °
©
g 7
S 61 mCMC
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Graf 31: Mnozstvi uvolnénych polysacharidii
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Podle vysledkl analyzy ptfedstavuji vyznamnou ¢ast latek uvolnénych z folii polysacharidy na
bazi celulozy (CMC, HEC). Tento fakt je pravdépodobné zpisoben dobrou rozpustnosti
téchto polysacharidl ve vodé.

8.9.2 Hmotnostni tbytek redukujicich cukri (podle Somogyiho — Nelsona)

Vzorky byly proméfeny Somogyiho — Nelsonovou metodou, ale nejdfive byla sestrojena
kalibra¢ni kiivka.

Tab. 27: Kalibracni krivka

C [mg/l] A530
0 0,000
5 0,010
20 0,093
30 0,145
40 0,201
50 0,245
60 0,299
70 0,341
80 0,393
90 0,452
100 0,516
0,6 -
0,5 | b4
0,4 -
g 0,3 -
S y = 5,00E-03x
2, 027 R? = 9.98E-01
<
0,1 -
0,0 ’ T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
c [ag/l]

Graf 32: Kalibracni kiivka

Pot¢ byly zméfeny vzorky a vypocitdna koncentrace a ndsledné¢ celkovd hmotnost
redukujicich cukrii ve vzorcich.
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Tab. 28: Ubytek redukujicich cukrii

CMC HEC AC AS REF PB
A [530 nm] 0,012 | 0,113 | 0,029 | 0,000 | 0,000 | 0,000
¢ [mg/l] 240 | 22.60 | 5.80 0,00 0,00 0,00
Celk"vy[l‘ﬂgtek folie 1 5400 | 1830 | 030 2,70 1,80 2,40
Mnozstvi RC 0,120 | 1,130 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
uvolnénych z folii [mg]
RC = Redukujici cukry
1,2
o)
'S € 10
n> e
C 3
>0=J ; 0,8 m CMC
©° 3 m HEC
E -‘:_J 0.6 @ AC
2L o4 mAS
’gl’ 5‘ O REF
le) 4
c S 02 @ PB
€%
= 00/

Graf 33: Mnozstvi uvolnénych redukujicich cukrii

Pti abiotické degradaci PUR folii se do média uvoliiuje malé mnozstvi redukujicich cukrt. Je
vSak mozné, Zze pozitivni reakci nedavaly vzniknuv§i monosacharidy nebo kratké
oligosacharidy, ale spiSe redukujici konce fetézci modifikovanych celul6z. Potom by

vysledek naznacoval, ze rozpad hydroxyethyl celulosy se v médiu rozpada na kratsi fetézce za

vzniku vét§iho poctu redukujicich konct. Je pravdépodobné, Ze rozpad hydroxyethyl celulosy
vede k ¢aste¢nému odstranéni hydroxyethyl- skupiny, coz by mohlo vysvétlit toxicky ucinek
samotné hydroxyethyl celulosy na smésnou termofilni kulturu.

8.9.3 Stanoveni proteini uvolnénych z modifikované folie (metodou dle Hartree —

Lowryho)

Hartree — Lowryho metodou byl proméfen pouze jeden vzorek, ve kterém se nachdzi

bilkoviny a tim byl PB (pSeni¢na bilkovina). Opét byla nejdiive sestrojena kalibracni kiivka.
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Tab. 29: Kalibracni kifivka

¢ [gN] Agso
0,00 0,000
0,03 0,098
0,06 0,186
0,09 0,342
0,12 0,416
0,15 0,483
0,18 0,547
0,21 0,645
0,24 0,735
0,27 0,739
0,30 0,861
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Graf 34: Kalibracni kifivka

Poté byl vzorek zmétfen a vypocitana koncentrace a nasledné stanovena celkovd hmotnost
celkovych proteini ve vzorku.

Tab. 30: Ubytek celkovych proteinii

PB
A [650 nm] 0,152
¢ [g/] 0,0498
Celkovy ubytek folie 2,40
[mg]
Mnozstvi ’C.P uvolnénych 2,490
z folie [mg]

CP = Celkové¢ proteiny
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U vzorku PB bylo zjisténo, Ze pravdépodobné vSe, co se uvolnilo z folie (s plnidlem PB) byly
proteiny. Celkovy ubytek folie s PB totiz ¢inil 2,40 mg a Hartree - Lowryho metodou bylo
stanoveno, Ze se uvolnilo celkem 2,49 mg proteini.

Tab. 31: Celkove hmotnostni ubytky pri abiotické degradaci

CMC HEC AC AS REF PB
Ubytek [%] 10,67 7,84 0,11 1,08 0,72 1,02
Celkovy abytek | 4 o 18,30 0,30 2,70 1,80 2,40
folie [mg]
Mnozstvi PS
uvolnénych 8,600 5,762 0,271 0,252 0,000 0,000
z folie [mg]
Mnozstvi RS
uvolnénych 0,120 1,130 0,090 0,000 0,000 0,000
z folie [mg]
Mnozstvi CP
uvolnénych 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,49
z folie [mg]
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9. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo popsat termofilni mikroorganismy a experimentalné ovérit
potencidlni  vyuziti smésné termofilni kultury k biodegradaci modifikovanych
polyuretanovych materialii ve formé elastomernich folii.

84

» V pribéhu biodegradacnich testi dochdzelo ke zfetelnému odbourdvani materiald,

pficemz mira degradace materialu siln¢ zavisela na pouzitém modifika¢nim cinidle.
K nejvyraznéj§imu hmotnostnimu ubytku dochazelo, pokud bylo jako modifikacni
¢inidlo pouzito karboxymethyl nebo hydroxyethyl celulosa. AvSak ani ostatni
materialy véetné referen¢ni folie nebyly viici degradacnim procestim zcela rezistentni.
Mechanismus rozpadu PUR f6lii pravdépodobné zahrnuje dva kroky. V prvnim
dochazi k abiotickému rozkladu materidlu, kdy se pfedev§im diky plsobeni vysoké
teploty a vodniho prostfedi z materiali uvoliiuji anebo rozpoustéji komponenty
materiald. Dle analyzy biodegradaénich produkti mizeme konstatovat, ze prevaznou
vétSinu takto uvolnénych latek predstavuji pouzitd modifikacni ¢inidla.

Druhym krokem, ktery nésleduje po abiotické degradaci materidlu je vyuziti
abiotickych degradacnich produkti bakteridlni kulturou. Ta dokéze tyto biotické
produkty vyuzit tak, Ze vkompletnim médiu vyrazné¢ podporuji jeji rust.
Nejintenzivnéji rast bakteridlni kultury podporovala PUR félie modifikovana
karboxymethyl celulosou.

V nékterych ptipadech byl pozorovan i nizky stupenn biotické degradace, nicméné
vzhledem pfi porovnani s rozsahem abiotické degradace se jedna o zcela minoritni jev,
ktery se vyznamné nepodili na celkové degradaci materilu.

Ackoliv samotnd plnidla vSak mohou slouzit jako jediny zdroj uhliku, testovana
bakterialni kultura nedokaze vyuzit PUR folie jako jediny zdroj uhliku nebo dusiku.
Pfi expozici bakteridlni kultury nékterym foliim (referencni, modifikované
acetylovanym Skrobem a acetylovanou celulosou) dochazelo k neobvyklému
protahovani lag faze. Experimentalné bylo ovéfeno, Ze tento jev byl zpiisoben dvéma
produkty abiotické degradace folii, a to polyetherpolyolu a katalyzatoru, pfi¢emz pro
nataZeni lag faze je nutné, aby oba komponenty byly v kultivaénim médiu ptitomny
soucasné. Doposud se na syntetické polymerni materialy pohlizelo pfedevsim jako na
zdroj pevného odpadu. To, Ze se ztéchto materiald mohou uvolilovat jiné latky o
nizké molekulové hmotnosti, které maji vyrazny ekologicky dopad, je pomérné malo
zdokumentovanou skutecnosti, kterd zaslouzi dal$i podrobné zkoumani. Zda se, Ze
toxicky efekt samotného materidlu (referencni f6lie) mize byt snizen vhodné zvolenou
modifikaci, kdy z materidlii testovanych v této praci nejlepsi vlastnosti vykazuje
karboxymethyl celulosa. Ta nevykazuje protaZzenou lag fazi, proto je mnozstvi
uvolnénych toxickych komponent velice nizké. Folie modifikovana karboxymethyl
celulosou vykazuje navic nejvyssi degradabilitu a nejintenzivnéji podporuje rust
smesné termofilni bakterialni kultury.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AC Acetylovana celuldza

AS Acetylovany Skrob

CMC Karboxymethyl celuldza

HEC Hydroxyethyl celuldza

K Kontrola

REF Referen¢ni péna bez plnidla

PB PSeni¢nd bilkovina

CHSK Chemicka spotieba kysliku (g/1)

BSK Biologicka spotieba kysliku

FUCHS ATAD proces | Aerobni termofilni stabilizace

ATAD proces Autotermni termofilni aerobni stabilizace kalu
TAS proces Termofilni stabilizace kalu

BETT proces Biologicky vylepSené termofilni ¢isténi

NAD', NADH+H"

Nikotinamidadenindinukleotid a jeho redukovana forma

ATP

Adenosintrifosfa

ADP + P; Adenosindifosfat + fosfatova jednotka
CoA Koenzym A

FAD Flavinadenindinukleotid

GTP, GDP Guanosintrifosfat, Guanosindifosfat
HSP Heat shock proteins

DS Dvojité zpracovani kalu

NTU Nephelometric Turbidity Unit

RPM Revolutions per minute
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