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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera Studiom kompostovania polyhydroxybutyratu (PHB)
a polyesteru kyseliny mliecnej (PLA). Experimentéalna Cast’ je zamerana na kompostovaci test
zalozeny podl'a normy IS/ISO 20200, v ktorom boli v priebehu 8 tyzdinov degradované
biopolyméry. Vyhodou kompostovacieho testu bolo jedine¢né pouzitie vreciiSok na granule
polymérov, ¢im bola zjednodusend manipulacia so vzorkami. Umiestnenie polymérov
zabezpeCovalo rovnomerné zat'azenie kompostu, ktoré simulovalo prostredie skladky,
¢im bol tiez tento experiment vynimo¢ny. Pouzitie réznych metod analyzy zabezpecilo
skamanie vplyvu kompostu na degradaciu polymérov, ale aj vplyv polymérov na mikrobiom
kompostu. V prostredi kompostu doslo k degradacii vSetkych skamanych polymérov.
V pripade PHB doslo po 8 tyzdinoch k ubytku hmotnosti o priblizne 40 %. Amorfné PLA
kompletne degradovalo uz v 5. tyzdni experimentu, kym semikryStalické PLA stratilo
hmotnost’ o priblizne 70 %. Pomocou SEM snimok aSEC analyzy dedukujeme,
ze degradacia PHB prebiehala prevazne biologicky. U vzoriek PLA bola zistena degradacia
prevazne abioticky. Analyzou vzoriek kompostu bolo zistené, ze v porovnani S kompostom
bez polyméru doslo v kompostoch s polymérmi k zvySeniu enzymatickej aktivity esteraz.
Pomocou Biolog EcoPlates™ bol analyzovany vplyv polymérov na mikrobiom v komposte.
Kompost s PHB vykazoval vysokt schopnost’ adapticie na rozne substraty av priebehu
kompostovania doslo k rozsirovaniu mikrobiomu. V pripade vzorky so semikryStalickym PLA
bolo zistené, Ze v poslednom tyzdni kompostovania doslo k zniZeniu schopnosti adaptacie
avyuzivania substratov mikroorganizmami, ¢o naznacUje mozny negativny vplyv
tohto polyméru na vyvoj kompostu.

KLEUCOVE SLOVA

Polyhydroxyalkanoaty, poly(3-hydroxybutyrat), polyester kyseliny mliecnej, biodegradacia,
kompost, IS/ISO 20200, EcoPlates™



ABSTRACT

This master’s thesis deals with the study of composting of polyhydroxybutyrate (PHB)
and polylactic acid (PLA). The experimental part focuses on the composting test based
on the IS/ISO 20200 standard, in which biopolymers were degraded within 8 weeks.
The advantage of the composting test was the unique use of bags for polymer granules, which
simplified the handling of samples. The placement of the polymers ensured an even load
of compost, which simulated the landfill environment, which also made this experiment
exceptional. The use of different methods of analysis ensured the investigation of the influence
of compost on the degradation of polymers, but also the influence of polymers on the compost
microbiome. In the compost environment all of the studied polymers degraded. After 8 weeks
the weight loss of approximately 40 % was detected in PHB. Amorphous PLA degraded
completely in the 5™ week of experiment, while semicrystalline PLA lost approximately 70 %
of its weight in 8 weeks. Using SEM images and SEC analysis, we conclude that PHB
degradation was predominantly biological. Degradation of PLA samples was found to be
predominantly abiotic. Analysis of compost samples revealed that the enzymatic activity
of esterases increased in composts with polymers compared to compost without polymers.
The effect of polymers on the microbiome in compost was analyzed using Biolog EcoPlates™.,
Compost with PHB showed a high ability to adapt to various substrates and microbiome
expanded during composting. In the case of a sample with semicrystalline PLA, it was found
that in the last week of composting, the ability of microorganisms to adapt and use substrates
decreased, which indicates a possible negative effect of this polymer on compost development.

KEYWORDS

Polyhydroxyalkanoates, poly(3-hydroxybutyrate), polylactic acid, biodegradation, compost,
IS/ISO 20200, EcoPlates™
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1 UvVOoD

Sucastou moderného Zzivota su petrochemické plasty, ktoré su rozsirené do vSetkych kutov
kazdodenného zivota. Spolu s nimi vSak prichddza zodpovednost' za znecCistenie planéty
nerozlozitelnymi latkami a tvorba mikroskopickych Ccastic plastov. Jednou z moznosti
ako odbremenit’ nasu planétu je hladanie novych materidlov s priaznivejSimi vlastnost'ami.
Z tohto dovodu vzbudzuju biologicky rozlozitelné plasty stdle vacSiu a vacSiu pozornost.
Pri pouzivani  biologicky = odburatelnych  plastov  je  potrebné sa  zamerat
nie len na rozlozitel'nost bioplastu samotného, ale aj na prostredie, v ktorom tento dej prebieha.

Medzi najCastejSic pouzivané Dbioplasty patria polyester kyseliny mlie¢nej (PLA)
a polyhydroxybutyrat (PHB). Biodegradabilita materialu, alebo biologicka odburatelnost’,
silno suvisi s podmienkami prostredia, kde mé prebiehat. Biodegradacia mdze prebiehat’
za pritomnosti enzymov produkovanych mikroorganizmami a znamena schopnost’ materialu
podliehat’ dekompozicii az na nizkomolekularne jednotky. Schopnostou biologicky rozkladat’
bioplasty disponuju mnohé mikroorganizmy, ktoré st hojne zastiipené v komposte.

Kompost predstavuje zmes bioodpadu, kde prebiehaji rozkladné procesy prostrednictvom
biologicky aktivnych cinitelov. Prostredie kompostu je vybornym hostitelom mikrobiému,
ktory sa priebechom ¢asu meni v zavislosti na aktualnych podmienkach, preto je takmer
idedlnym prostredim pre Stidium biodegradacie. Prostrednictvom kompostovania st skimané
ako Cisté polyméry, tak aj rozne kompozity. Predmetom tejto prace je nie len sledovanie
degradacie polymérov v bioaktivnom komposte, ale taktiez analyza zmien v prostredi
biodegradacie. Schopnost’ biodegradacie bude Studovana u polyhydroxybutyratu a polyesteru
kyseliny mlieénej. Polyhydroxybutyrat patri medzi zéastupcov bioplastov produkovanych
baktériami v réznych podmienkach. Baktérie st pri jeho produkcii schopné spracovat’ rozne
odpadné materialy. Vel'mi podobnou chemickou Struktirou disponuje PLA, avSak nadobuda
odli$né vlastnosti, ¢o mdze znamenat’ odliSnosti v biodegradacii.

Motivaciou tejto prace je analyzovat’ podmienky, pri akych dochadza k biodegradacii, a taktiez
analyzovat’ prostredie, v ktorom biodegradicia prebieha. Experimenty budt prebiehat
pri extrémnych podmienkach kompostu, ¢o ma za tlohu simulovat’ prostredie skladky.
Dolezitou sucastou prace bude analyza zmien mikrobiomu v komposte v priebehu
experimentu. Mikrobiom sa ¢asom meni, ¢o znamend, Ze urCitym mikroorganizmom
sa v danych podmienkach dari lepSie ako inym. Sucastou prace je taktiez analyza aktivity
enzymov zodpovednych za degradaciu v priebehu experimentu. V stGcasnosti su vo vicsine
Studii sledované iba polyméry ana samotny kompost nie je kladeny az taky doraz.
Preto predpokladame, Ze experimenty zahrnuté v tejto praci maji slubni budlcnost
pri sledovani biodegradacie a pre lepSie pochopenie, ako moze kompostovanie biologicky
rozlozitenych plastov ovplyvnit’ zivotné prostredie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biopolyméry

Medzi biopolyméry sa radia mnohé makromolekularne latky, ktoré st produkované zivymi
systémami. Biopolyméry st produkované z obnoviteInych zdrojov, ako je kukurica
alebo skrob, a st ozna¢ované ako udrzatel'na alternativa k syntetickym plastom na baze ropy.
V sucasnosti su rozsirené takmer do vsetkych odvetvi, ako obalové materialy, jednorazové
vrecka, pribory, ale nasli vyuzitie aj v medicine. Casto vyuzivanymi biopolymérmi su polyester
kyseliny mlie¢nej (PLA) a polyhydroxyalkanoaty (PHA). PHA je kompletne produkovany
pomocou metabolizmu baktérii, avSak u PLA je biologicky syntetizovany iba monomér,
ktorého polymerizicia musi byt zabezpeCend chemicky. Oba biopolyméry patria
medzi biologicky rozloziteI'né latky [1].

2.1.1 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Polyhydroxyalkanoaty sa radia do skupiny biologicky odburatelnych plastov. Mechanickymi
vlastnost’ami sa pribliZzuji prave petrochemickym plastom, avSak ich vyhodou je kompletna
biodegradabilita, produkcia z obnovitelnych zdrojov a dalSie vlastnosti priaznivé
nielen pre Zivotné prostredie, ale aj pre spotrebitel'ov [2].

2.1.1.1 Charakteristika a Struktira

PHA sa radia medzi organické polyméry, ktoré nie su toxické voci prirode. Su syntetizované
mikroorganizmami ako zasobné latky pre pripad, kedy by sa dostali do stresovych podmienok.
V nepriaznivych podmienkach im sliZia ako zasoba ddleZitych Zivin a tieZ potrebnej redukénej
sily, ¢o im zabezpeCi docasné prezitie. Mdozu byt produkované z rastlinnych olejov
a odpadnych substratov, ako napriklad odpad z potravinarskeho a pol'nohospodérskeho
priemyslu [2, 3]. Mikroorganizmy ich syntetizuju v pripade nadbytku zdroja uhlika pri sti¢asne;j
limitacii esencialnych prvkov, ako je kyslik, dusik alebo fosfor. St syntetizované v cytoplazme
vo forme hydrofobnych granul, ktorych velkost méze byt 0,2-0,5 um [4]. Monomérne
jednotky — hydroxyalkdnové kyseliny, su na rozdiel od hydrofobnych granul rozpustné
vo vode. U uréitych typov mikroorganizmov mozu granule predstavovat’ az 90% hmotnosti
vysusenej biomasy, ¢o je zobrazené na obr. 1 [5].

Obr. 1: Granule PHA v bunkdch C. necator [5]



Intracelularne granule PHA — karbozomy, pozostavaju z hydrofébneho vnatorného priestoru,
kde sa nachadza samotny polymér vamorfnom stave. Okolo polyméru sa nachadza
fosfolipidova monovrstva, ktora obsahuje rdzne proteiny, ako je PHA syntaza, PHA
depolymerazy a tzv. phasiny, proteiny, ktoré maju za ulohu stabilizovat’ granule v cytoplazme
bunky a zabranit’ koagulacii jednotlivych granul [5, 6].

Z chemického hladiska patria PHA medzi linearne polyestery hydroxyalkanovych kyselin
(HA). NajcastejSie sa vyskytuji ako 3-hydroxyalkanové kyseliny, avSak u niektorych
mikroorganizmov moze ist’ aj o 4-, 5- alebo 6-hydroxyalkanové kyseliny [7]. VSetky jednotky
HA sa vyskytuju v R konfiguracii kvoli stereo$pecifite polymeriza¢ného enzymu PHA syntazy
[2]. Molekulova hmotnost PHA je v rozmedzi 200-3 000 kDa a zavisi na druhu produkéného
mikroorganizmu, zdroji uhlika a jeho koncentracii [8]. Na obr. 2 je zobrazena vSeobecna
Struktara PHA.

R 0
|

CH C
™ e ~,

(0]

R = alkylova skupma
x=1+4
n = 100-30 000

Obr. 2: Chemicka struktura PHA [10]
2.1.1.2 Typy PHA a ich vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty sa delia podl'a zastipenia monomérnych jednotiek na homopolyméry
a heteropolyméry. Medzi homopolyméry patri napriklad poly(3-hydoxybutyrat) — P3HB,
poly(3-hydoxyvalerat) — PHV a poly(4-hydorxybutyrat) — PAHB. Heteropolyméry obsahuju
minimalne dva rozdielne monomery a patri sem kopolymér
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) — P(3HB-co-3HV). DalSou moZnostou
rozdelenia je podl'a dizky uhlikového ret'azca na short-chain-length PHA (SCL PHA), medium-
chain-length PHA (MCL PHA) a long-chain-length PHA (LCL PHA) [10, 11].

SCL PHA sa vlastnostami podstatne lisia od MCL PHA, ¢o je popisané v tab. 1. Retazce
pozostavajuce z 3—5 atomov uhlika patria do skupiny SCL PHA. Tato skupina vykazuje vysoky
stupenn krystalinity, ktory ¢asto dosahuje az 80% [9]. Dosahuju vysoku pevnost’ v tahu,
ale aj krehkost’, preto ich mensou nevyhodou je nizke relativne predizenie [7, 12]. Pre zlepsenie
fyzikdlnych vlastnosti PHA su vytvarané heteropolyméry, najcastejSie kopolymér
P(3HB-co-3HV). Percentudlne zastipenie monomérnych jednotieck ma vplyv na vlastnosti
ajedané v zavislosti od produkéného mikroorganizmu. Tento kopolymér disponuje
vylep§enymi vlastnostami ako je vyrazné zvysenie relativneho prediZenia [12, 13].

MCL PHA obsahuji monomérne jednotky s dizkou 6-14 atémov uhlika. Patria
medzi flexibilné a elastické materialy s nizkym stupfiom kryStalinity a nizSou hustotou.
Na rozdiel od SCL PHA je ich schopnost’ relativneho prediZenia nisobne vyssia [14].
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LCL PHA obsahuju monomérne jednotky pozostavajuce zviac nez 15 atomov uhlika.
Tento typ PHA bol zisteny iba pri in vitro produkcii [8].

Tab. 1:Porovnanie viastnosti SCL PHA, MCL PHA a polypropylénu (PP) [9]

Vlastnosti SCL PHA MCL PHA PP
Krystalinita [%] 40-80 2040 70
Maximalne prediZenie [%] 6-10 300-450 400
Pevnost’ v tahu [MPa] 43 20 34
Hustota [g.cm™] 1,25 1,05 0,91
Teplota topenia [°C] 80-180 30-80 176
Teplota skleného prechodu [°C] -148-4 -40-50 -10
Odolnost’ voci rozpustadlam slaba slaba dobra
Biologicka odburatelnost’ vyborna vyborna Ziadna

2.1.2 Polyester kyseliny mlie¢nej (PLA)

Polyester kyseliny mliecnej, alebo polylaktat, patri do skupiny alifatickych polyesterov.
Je vyrabany z obnovite'nych zdrojov ako je kukurica, cukrova trstina alebo zemiaky. Podobne
ako PHA patri medzi biologicky odburatelné a biokompatibilné polyméry. Zakladnou
monomérnou jednotkou PLA je kyselina mlie¢na (kyselina 2-hydroxypropanova),
ktora sa ziskava fermentaciou sacharidov zo zdrojov. Komer¢na produkcia LA prebieha
najCastejSie pomocou baktérii mlieCneho kvasenia. V zavislosti na druhu baktérii moézu byt
spracovavané jednoduché sacharidy, ako je glukéza, maltéza, sachardza alebo laktdza.
Kyselina mliecna saako vysledny produkt mliecneho kvasenia vdaka pritomnosti
asymetrického uhlika vyskytuje v dvoch opticky aktivnych formach, a to kyselina L-mlie¢na
a D-mliecna. Fermentaciou je mozné ziskat' prevazne kyselinu L-mlie¢nu s optickou
Cistotou priblizne 98,5 % [15, 16].

2.1.2.1 Syntéza PLA

Syntéza PLA uZ nie je biologicky proces, ale musi byt’ zabezpecena chemicky. Mo6zZe prebiehat
viacerymi spOsobmi, ktoré su zobrazené na obr.3. Prvym sposobom je priama
polykondenzécia, avSak tymto sposobom je mozné ziskat iba nizkomolekuldrny polymér.
Pri komerc¢nej vyrobe je najCastejSie vyuzivany spdsob polymerizacie s otvorenim kruhu
laktidov (dimérov kyseliny mlie¢nej), anglicky tzv. ring-opening polymerization. Laktidy
su pripravované depolymerizaciou nizkomolekularnych oligomérov a musia byt purifikované,
aby bola dosiahnuta vysokd molekuldrna hmotnost PLA. Pri vyrobe tymto spdsobom

je vytazkom polymér s vysokou Cistotou a molekulovou hmotnostou minimalne
100 kDa [15, 17].
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Dalsim spdsobom na pripravu vysokomolekularneho PLA je azeotropna dehydrataéna
polykondenzacia. Touto metodou je PLA pripravené priamo, bez potreby pridavat ¢inidla
na predizenie refazca. Pre zlepSenie vytazku reakcie je pridavana vysoka koncentracia
anorganického katalyzatoru. Zostatkovy katalyzdtor mdze spOsobovat rozne problémy,
ako nechcena degradacia polyméru a nepredvidatel'na rychlost’ hydrolyzy. V pripade pouzitia
Vv medicinskom prostredi moze byt polymér nepouziteIny z dovodu toxicity katalyzatora
alebo mozu nastat’ rézne problémy pri postupnom uvolnovani [15, 18].

CHy 0 CH,
0 OH
HO 0
(o] CHS n 0
CE?
5{9 Nizkomolekularny prepolymeér
i3
g
) , . e e e ae,
A& Ret'azcové spojovacie ¢inidla

5‘0,1
%i

d, N g Hs
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Obr. 3: Mechanizmy syntézy vysokomolekularneho PLA [15]

Environmentalne priaznivou metédou je enzymatickd polymerizacia, ktord je mozné
uskutocnit’ za miernych podmienok. Chanfreau a kol. skiimali enzymaticki polymerizaciu
vyuzitim idnovej kvapaliny a biokatalyzatoru lipazy B ziskanej z huby Candida antarctica
(viz. [19]). Podarilo sa im syntetizovat poly-L-laktid svytazkom 63 % apocetne
strednou molekulovou hmotnostou 37,8.10° g/mol [19].
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2.1.2.2 Typy a vlastnosti PLA

PLA sa vyskytuje v troch stechiometrickych formach, a to kyselina poly(L-mlie¢na) (PLLA),
kyselina poly(D-mlie¢na) (PDLA) a kyselina poly(D,L-mlie¢na) (PDLLA). PLLA a PDLA
su semikrystalické, izotaktické polyméry, ktorych kopolymeraciou vznikne amorfny
kopolymér PDLLA [20]. Fyzikalne vlastnosti PLA suvisia s optickou cistotu, morfologiou
a molekulovou hmotnostou. PLA moéze byt produkované ako kompletne amorfné,
alebo az do 40 % v krystalickom stave. Polymér obsahujuci viac ako 93 % kyseliny L-mlie¢nej
je semikrystalicky, ale ak obsahuje 50 az93 % kyseliny L-mlie¢nej, tak je kompletne
amorfny [21]. NajbeZnejSie vyskytujucim sa typom je PLLA, pretoze védéSina bakterialnych
producentov produkuje prave L-formu kyseliny mlie¢nej. VSeobecne, PLA vykazuje vysSiu
teplotu skleného prechodu a nizsiu teplotu topenia ako stc¢asné ropné polyméry [15]. Tepelné
vlastnosti su zavislé na optickej Cistote, molekulovej hmotnosti a tepelnej historii. Amorfna
PLA ma teplotu skleného prechodu okolo 60 °C, ¢o obmedzuje jej pouzitelnost [22].
Semikrystalicka forma polyméru je uz pouzitel'nejsia aj pri vyssich teplotach, az po jej teplotu
topenia 140-170 °C [22]. So zvySujiacim sa obsahom druhého izoméru sa znizuje krystalinita,
teplota skleného prechodu aj teplota topenia [16].

PLA disponuje vysokym modulom pruznosti, vysokou pevnostou v tahu, ale aj vysokou
krehkostou a nizkou razovou huzevnatostou [22]. Z tohto dovodu je PLA modifikované
za ucelom zvySenia taznosti a rdzovej hizevnatosti. Pouzivaju sa aditiva a rozne kopolyméry,
avSak pre zlepSenie niektorych vlastnosti opticky Cistej PLA (napriklad zniZenie krehkosti) staci
pridanie druhého optického izoméru. Délezitym parametrom je taktieZ zachovanie biologickej
rozloziteI'nosti a kompostovatel'nosti [15].

Jednym z najddlezitejSich faktorov pri pouZiti polymérov ako obaly na potraviny
je priepustnost’ pre plyny, ako Oz, CO2 a vodnu paru. Obsah stereoizomérov PLA neovplyviiuje
priepustnost’ plynov, avSak stupeil kryStalizacie znizuje priepustnost pre plyny. Vhodny stupeni
krystalizacie vykazuje dostato¢ni priepustnost’ pre plyny, vdaka ¢omu moZze byt PLA
pouzivané na vyrobu obalov [23].
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Tab. 2:Porovnanie viastnosti PLA a polypropylénu (PP) [22, 24]

Vlastnosti PLLA PDLLA PP
Krystalinita [%] 0-40 0 70
Maximalne prediZenie [%] 67 54 400
Pevnost’ v tahu [MPa] 1,5-150 27,6-50 34
Modul pruznosti [GPa] 2,7-4,1 1-3,5 1,7
Hustota [g.cm™] 1,24-1,30 1,25-1,27 0,91
Teplota topenia [°C] 170-200 amorfné 176
Teplota skleného prechodu [°C] 55-65 50-60 -10
Biologicka odburatelnost’ dobra vyborna ziadna

2.2  Biokompatibilita biopolymérov

Biokompatibilita polyméru je jednou z najdodlezitejSich vlastnosti pre pouzitie v medicine.
Po in vivo zavedeni polyméru dochadza v organizme K interakciam medzi povrchom materialu
a biologickym prostredim. Sila a druh interakcii zavisia na povrchovych vlastnostiach
materialu [25]. V biologickom prostredi prebiecha interakcia polyméru s prostredim
prostrednictvom proteinov, ktoré st prvym ajednym z najddlezitejsich c¢lenov
biokompatibility. Chemicka $truktara, povrch a ¢istota materialu méze ovplyvnit' adsorpciu
proteinov, interakciu buniek a tieZ odpoved’ hostitel'a. Adsorbovana proteinova vrstva ma velky
vplyv na nasledujuce reakcie, vratane adhézie a aktivacie krvnych dosti¢iek [26].
Preto m4 stadium interakcii medzi proteinmi a povrchom ddéleziti tlohu a je najddleZitejSim
faktorom pri navrhovani biokompatilinych materialov [27].

2.2.1 Vyuzitie biopolymérov v medicine

Vyznamnou oblastou aplikacie rdoznych biopolymérov je medicina. Materialy vSak musia
vyhovovat' r6znym poziadavkam ako je biokompatibilita, vhodné mechanické vlastnosti
materialu a udrzatel'nost’. Preto v sucasnosti dochadza k nahrade dlho vyuZivanych materialov,
ako st polyuretany, polykaprolakton alebo derivaty polyetylénglykolu réznymi prirodnymi
polymérmi. Medzi tieto prirodné polyméry patria PHA a PLA [28].

PHA maju vel’ky potencial prekonat’ niektoré polymérne materialy najmé v oblasti mediciny.
Degradac¢né produkty P3HB a P(3HB-co-3HV) patria medzi prirodzené zlozky l'udskej krvi
ako kyselina 3-hydroxybutanova, ktorej prirodzena produkcia je zabezpecena peceniou
pri procese  ketogenézy.  Homopolyméry = PHA  vykazuji  menSie  nevyhody
Vo svojich vlastnostiach, ako napriklad prili§ nizky alebo prili§ vysoky stupen krystalinity,
nepredvidatelny stupen biodegradacie apriemerné mechanické vlastnosti  [29].
Preto st vyvijané rozne pokro€ilé produkéné metddy, ktoré vylstuji do genetického
inzinierstva. Medzi tieto metody patri napriklad genetickda modifikéacia substratovej Specifity
PHA syntaz, ktoré s hlavnym enzymom pri syntéze PHA. ZlepSenie vlastnosti moze byt
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zabezpecené pridanim roznych funkénych skupin, napriklad dvojitych a trojitych vézieb,
amino skupin, benzénovych skupin a inych [30]. Taktiez s vyvijané rozne nové kompozitné
materidly, ktoré obsahuji PHA spolu s inymi prirodnymi polymérmi alebo anorganickymi
materialmi [29]. V sucasnosti sa mnoho §tadii zaobera kompozitom vytvorenym z PHA
Vv spojeni s PLA. Tento kompozit ma vylepsené vlastnosti, ako napriklad nizsia krystalinita,
vylepSené mechanické vlastnosti a prijatelnejSie spravanie pri degradacii. Znizenim
kryStalinity materialu je zabezpeCena lepSia adhézia a prerastanie buniek na povrchu [31].
Vlastnosti st ovplyvniteI'né typom PHA pouzitého v danom kompozite, avSak tento material
je eSte vo faze vyskumu a jeho komerc¢né vyuzitie v biomedicinskom prostredi eSte nebolo
zaznamenan¢ [32]. V tkanivovom inzinierstve su na tvorbu komplexnych Struktar vyuzivané
biopolyméry, ktoré ale prirodzene neobsahuju bioaktivne zlozky (napriklad enzymy,
ktoré zabezpecuju odozvu buniek). Z tohto dovodu su vytvarané kompozity biopolymérov
S bioaktivhou anorganickou zlozkou, ktord je inkorporovand bud ako vypln,
alebo ako povrchova vrstva. Najéastejsie sa vyuziva hydroxylapatit a bioaktivne sklo vo forme
Castic alebo vlakien [33].

Prvou farmaceutickou aplikaciou PHA bolo ich vyuzitie v systéme uvolfiovania lie¢iv. In vivo
degradacia PHA prebiecha omnoho pomalSie ako degradacia PLA
alebo poly(laktat-co-glykolatu) (PLGA), preto si PHA vyuzivané ako nosice pre postupné
uvoltiovanie pri dlh§om ¢ase [34, 35]. Dalsie vyuzitie majo PHA v oblasti implantatov,
kde sa ¢asto skima P3HB a jeho kompozity, pretoze maju podobny modul pruznosti a pevnost’
v tahu ako kosti [33, 36]. V porovnani s klinicky vyuzivanymi polymérmi maju P3HB
implantaty vyhodu v tom, Ze pri degradacii sa pH hodnota v okoli miesta nemeni, ¢o ich robi
vel'mi dobre tolerovanymi imunitnym systémom a bunkami [29]. Implantaty obsahujuce PHA
mozu byt vyuzité v tkanivovom inZinierstve ako nahrada ciev, kosti, nervov, ale aj srdcovych
chlopni [37]. Rozne typy PHA boli skimané pre rozne vyuzitie, avSak doteraz bol schvaleny
na medicinske pouzitie iba poly(4-hydroxybutyrat) po takmer 10 rokoch klinickych studii [35].

Obr. 4: Dizajn srdcovej chlopne vytvorenej z nanovldkien PGA, ktoré su pokryté
1% P4HB [37]

PLA a jeho kopolyméry majt dlhu historiu pouzitia a bezpecnosti v 'udskom tele. Su pozivané
vdaka biokompatibilite arozlozitel'nosti prostrednictvom hydrolyzy esterovej vézby,
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¢im vznikaji netoxické oligoméry kyseliny mlie¢nej. Pre pouzitie v tkanivovom inZinierstve
st vytvarané rbézne kopolyméry akompozity sPLA, pretoze samotnd PLA ma slabé
mechanické vlastnosti pre takéto vyuzitie (viz. tab.2). Casto sa vyuziva na vyrobu
tzv. scaffoldov, ktoré tvoria leSenie pri nahrade kosti a zabezpecuju tvorbu kostného tkaniva
a obnovu samotnej kosti [20]. Podobne ako u PHA, st skimané kompozity s hydroxylapatitom,
ktory zabezpecuje osteogenézu cez aktivaciu osteoblastov (kostnych buniek) [38].

Dalsie vyuzitie ndgjdu PLA v spojeni s kardiovaskuldrnymi ochoreniami. Pacienti, ktory trpia
ochorenim koronarnych tepien vyzaduju po Case bypass, ktory je v sicasnosti vykonavany
transplantaciou hrudnej tepny alebo zily zdolnej koncatiny. Po c¢ase moze dojst
k opakovanému zGzeniu daného Stepu, preto su skimané nové metody transplantacie.
Jednou z nich je vytvorenie syntetického Stepu z PLA, ktory dokaze zabezpeéit' dostatocnii
mechanicku podporu ama dobra biologicki odburatelnost’, ktora je vhodna pre proces
hojenia [39]. PLA a jeho kopolyméry st vyuzivané aj v rade aplikacii suvisiacich s hojenim
ran, napriklad ako chirurgické nite, ktoré st reabsorbovatel'né. V sucasnosti obsahuji rozne
antibiotika,  baktericidne  a antimikrobidlne latky. Spojenim  mikrocastic = PLA
a karboxymetylcelul6zového gélu  bola  vytvorend injek¢énd zmes  (Sculptra®,
Dermik Laboratories, Berwyn, PA), ktora sa vyuziva pri tvarovej lipoatrofii ako vypli
postihnutych miest na tvari (viz. [42]).

PLA sa vyuziva takmer v celom lekarskom svete, medzi d’alSie vyuzitie patria nosice lieciv
S postupnym uvolfiovanim. Skupina vedcov Sadr S. H. akol. zistili, Ze nosi¢e zlozené
z nanovlakien PLA V spojeni s Casticami magnetitu (FesO4) maji pozitivny efekt na Specifitu
lie¢iva, €o sa vyuziva pri znizeni vedlajsich ucinkov (viz. [40]). Tie m6Zu nastat’ pri interakcii
lie¢iva s bunkou, ktora nebola ciel'om liecby [40]. Medzi d’alSie vyuzitia PLA v medicinskom
prostredi patria nahrady koZe, nanocastice pre transdermalny prenos, prenos toxickych lieciv
enkapsulovanych v micelach a lipozomoch, nahrady ciev a mnoho inych [41]. V stcasnosti
st PLA filamenty pouzivané pri 3D tlaci, ¢o sa vyuZziva pri tvorbe protéz [42].

2.2.2 Ostatné vyuZzitie

V stcasnej dobre sa celosvetova produkcia roznych obalovych materidlov zameriava
na nahradu syntetickych plastov biopolymérmi. Obalové materialy tvorili v roku 2005 v Europe
25 % (56,3 milion ton) z celkového tuhého komunalneho odpadu [43]. Metody na znizenie
znecistenia prostredia su recyklacia a kompostovanie. ViacSina v suCasnosti vyuzivanych
plastov modZe byt efektivne obnovend recyklaciou, avSak znecistenie jedlom alebo
inym biologickym materialom to znemoziiuje. Preto je kompostovanie vhodnej$im postupom
pri znizeni znecCistenia [43]. Vhodnymi materidlmi na nahradu syntetickych plastov
st polyhydroxyalkanoaty  a polyester  kyseliny  mlie¢nej, ktoré si  oznaCované
ako kompostovatel'né [32].

PHA maja vlastnosti blizke syntetickym plastom, preto patria medzi idedlnych kandidatov
naich nahradu (viz. tab.1). Samotné PHA nemaji vSetky vlastnosti, ktoré su
od nich o¢akavané, preto st skiimané rézne kompozity alebo pridavané plastifikatory.
Medzi jeden z biologickych plastifikatorov a tepelnych stabilizatorov patri epoxidovany
brokolicovy olej, ktory bol skimany z dovodu nizkej ceny a dobrej biologickej odburatelnosti,
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¢o pozdvihuje ekologické vlastnosti PHA [44]. Po zmieSani s PHA dochadza k znizeniu
modulu pruznosti, zvy$eniu maximalneho prediZenia a k zniZeniu teploty skleného prechodu
[44]. Tento plastifikator je vyuzivany pri vyrobe baliacich folii. Medzi d’alSie vyuzitie PHA
materidlov patri vyroba kozmetickych obalov, flia§ na Sampony, kartonov na mlieko a hrebenov
[8, 45]. Z kopolymérov, ktoré maji mierne odlisné vlastnosti su vyrabané plienky, odpadkové
vrecka a obaly na potraviny [46]. V stGcasnosti je vSak ich produkcia nizka vzhl'adom na vysoké
vyrobné ndklady, preto su vytvarané kompozity s inymi polymérmi, ¢o znizuje nie len cenu
produkcie, ale aj zlepSuje niektoré mechanické vlastnosti [47].

Dlhtt dobu bola aplikdcia PLA obmedzend na medicinu vdaka jej vysokej cene.
Aj ked’ je jej cena stale vysSia ako cena syntetickych polymérov, vdaka ekologickym
vlastnostiam je onfustale vacsi zaujem. Vyrabaju sa znej hlavne obalové materialy
ako st pohare, kelimky na jogurty, flaSe na vodu, pribory a iné [48]. Obaly z PLA su vyuzivané
na uchovavanie Cerstvych potravin ako je zelenina a ovocie [49]. PLA sa vyuziva na vyrobu
jednorazovych vreciek, ¢o predstavuje ekologickejsiu, ale drah$iu variantu. V sucasnosti
vyrabané a celosvetovo rozsirené jednorazové vrecka z HDPE maju lepSie mechanické
vlastnosti, st tenké, flexibilné a lacné [50]. Ich najvac¢Sou nevyhodou je ich vysoka stabilita,
vd’aka comu moZu znec€istovat’ prirodu niekol'ko desiatok az stoviek rokov. PLA vrecka maji
vyhodu vo svojej biologickej odburatel'nosti, av§ak su krehkejsie [51]. Pre zvysenie krehkosti
s vyvijané rézne kompozity, ako napriklad kompozit PLA a polykaprolaktonu (PCL).
Vytvorenim tohto kompozitu bolo zistené, Ze sa zlepsili mechanické vlastnosti, tepelna stabilita
a zvysila sa krehkost’ [52]. PLA sa vyuziva aj v textilnom priemysle na vyrobu niti, pot'ahov,
vreckoviek, kobercov, zaclon ainych. V elektronickom priemysle sa vyuziva
napriklad na vyrobu ovladacov a CD/DVD nosicov [31].

O BEs RN

Obr. 5: Vyuzitie PLA v priemysle: (a) obalovy materidl; (b) CD disk od spolocnosti
SANYO MarwickMedia [47]

Cisté PHA a PLA maju limitacie vo vlastnostiach, ako napriklad krehkost’ a tepelné nestabilita,
¢o obmedzuje ich aplikacie. Tieto nevyhody moézu byt ovplyvnené vytvorenim kompozitu
PHA/PLA. P3HB/PLA kompozit (v pomere PHA/PLA 75:25) s pouzitim plastifikatoru
je vhodnym kandidatom na jednorazové pouzitie, napriklad na obalové materialy pre rychle
obcerstvenie [53]. PHA/PLA kompozity mozu byt vyuzivané nie len v potravinarskom
priemysle, ale aj vkozmetike, napriklad na vyrobu hygienickych vreckoviek [31].
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Dalsie vyuzitie mozu najst’ na vyrobu roznych elektronickych produktov, ako st displeje
a senzory [31].

2.3  Degradacia biopolymérov

Degradacia je proces, pri ktorom v materiali dochadza k StruktGrnym zmenam a zmenam
vo vlastnostiach. Podliechaju jej ako prirodné, tak aj syntetické plasty. Zmeny v Strukture
makromolekul mozu byt vyvolané fyzikalnymi, biologickymi a chemickymi vplyvmi [54].
Chemicka degradacia je proces, ktory vyuziva prostredie ako zdroj chemicky u¢innych latok,
ktoré indukuju degradaciu polyméru. Je t¢inna hlavne pre plastické hmoty, ktoré maji v retazci
zavedené funkcéné skupiny, ako napriklad hydroxylovu alebo acetdtova skupinu. Fyzikalna
degradacia je iniciovana napriklad ultrafialovym Ziarenim ateplom. Slne¢né Ziarenie
je absorbované vizbami v polyméroch a musi mat’ va¢s§inou charakter ultrafialového Ziarenia.
Pri degradacii teplom dochadza k chemickym aj fyzikdlnym zmenam. Makromolekula
je Stiepena v mieste najslabSej védzby a dochadza k zmene konformacie molekuly.
Biodegradacia je Specialnym typom degradacie, ktori zabezpecuju rdozne biologické ¢initele,
ale primarne enzymy [55]. Z ekologického hladiska je pri degradacii syntetickych a prirodnych
polymérov dolezitym faktorom toxicita koneéného produktu [56].

2.3.1 Biodegradacia

Bioplasty sa delia na biologicky odburatel'né plasty, kde patria napriklad PHA, PLA, PBAT,
PBS aPCL abiologicky =zalozené plasty. Biologicky odburatelné plasty
mozu byt syntetizované priamo biologicky, ¢iasto¢ne biologicky alebo chemicky. Biologicky
zalozené plasty, tzv. bio-based su pripravované na zaklade biologicky ziskanych monomérov,
napriklad z citrusovych Supiek, kukurice, fermentacne pripraveného etanolu a glycerolu.
Syntéza prebieha chemicky anie vzdy su biologicky odburatel'né.
Patri sem napriklad PLA, bio-polyetylén  (BioPE),  bio-polyetyléntereftalat  (BioPET)
a podobne [57].

Biodegradacia je definovana ako mineralizacia organickych materialov mikroorganizmami,
ktorej vysledkom su pri aerébnych podmienkach oxid uhliity, voda a mikrobialna
biomasa [58]. Biopolyméry (PHA, PLA) obsahuji medzi jednotlivymi monomérmi esterové
vézby, preto je prvym krokom biodegradacie ich hydrolyza, ktora zabezpeci vznik mensich
molekul. Proces biologického rozpadu biopolymérov zavisi na r6znych vlastnostiach molekuly,
napriklad na povrchovej Strukture, funkénych skupinach v retazci, molekulovej hmotnosti,
teplote topenia, krystalinite ainych [54]. Zavisi taktiez na pridanych aditivach
a plastifikatoroch. Kinetika biodegradacie zavisi rovnako na vlastnostiach prostredia,
ktoré sa mozu vyrazne odliSovat. Rychlost’ mikrobidlneho pdsobenia sa bude menit’ v suchom
prostredi, v morskom prostredi, na skladkach, v kompostoch alebo v morskom prostredi [57].
Velky vplyv na biodegradaciu maju faktory ako pH prostredia, svetlo, teplota, vlhkost
a biologicka aktivita [54]. ZloZenie mikrobidlnecho konzorcia je taktiez Specifické
pre kazdé prostredie. Biodegradaciu zabezpeCuju extracelularne enzymy vyluCované
roznymi mikroorganizmami a v pripade exogénnych biopolymérov prebieha vo vonkajSom
prostredi [59]. Mensie molekuly (oligoméry a monoméry) mdézu byt nasledne prenesené
do vnitra mikroorganizmov, kde prebieha degradacia pomocou rdznych intracelularnych

18



enzymov. Pri biodegradécii ide hlavne o povrchovu erdziu, z dovodu, ze enzymy su relativne
velké Castice a nie su schopné preniknit’ do Struktiry polymérov ako napriklad chemikalie
aradikaly. Abiotickd degradacia funguje ako objemovad aj povrchovd degradacia
a Casto prebiecha ako predpriprava pred biodegradaciou. Objemova erdzia pri abiotickej
degradacii zabezpec€uje rozlozenie vzorky na mensie Casti a znizenie molekulovej hmotnosti.
Medzi abiotické fyzikalne faktory patri napriklad teplota prostredia, vlhkost, UV ziarenie
alebo pH prostredia. Mechanicka degradicia moze byt zabezpeCena prerastanim polyméru
r6znymi druhmi hiab alebo mechanickou pracou dazd’oviek a podnych ¢ervov [57, 60].

Mikrobialna degradacia zahfia Styri kroky, a to biodeterioraciu, biofragmentaciu, asimilaciu
a mineralizaciu. Pri biodeterioracii dochadza k tvorbe mikrobidlneho filmu na povrchu
a vo vnutri polyméru, ¢o urychl'uje jej proces. Dosledkom st chemické zmeny, ako napriklad
odstranenie aditiv a fyzikdlne zmeny. Dalsim krokom je biofragmentacia, ktord zahfiia
mikrobidlnu  aktivitu enzymov  produkovanych mikroorganizmami na  povrchu.
Medzi tieto enzymy patria oxygenazy, lipazy, esterazy a endopeptidazy [61]. Tie zabezpecuju
Stiepenie polymérov na kratSie oligoméry a monoméry. Poslednym krokom biodegradacie
je asimilacia a mineralizacia. Monoméry vytvorené v procese biofragmentacie st absorbované
bunkami mikroorganizmov, kde dochddza k mineralizacii. Prostrednictvom katabolickych drah
st monoméry oxidované na primarne a sekundarne metabolity. Vytvorend energia
je d’alej bunkami vyuzivana na tvorbu novej biomasy [62]. Vysledné produkty zavisia
aj na pritomnosti kysliku. Pri anaerobnych podmienkach st Kk Stiepeniu vézieb vyuZzivané
dusi¢nany, sirany aoxid uhli¢ity ako findlne akceptory elektronov. V tomto pripade
pri degradacii vznika predovSetkym metan aoxid uhli¢ity. Anaerébne podmienky
su zabezpecené najmi na sklddkach a v kompostoch, kde su neziadtce. Pri aerébnej degradacii
je kyslik vyuzivany ako termindlny akceptor elektronov, ktory mé za ulohu Stiepit’ organické
molekuly na mensie. Pri tejto biodegradacii vznika hlavne oxid uhli¢ity a voda [60, 63].

2.3.1.1 Mikroorganizmy podiel’ajiice sa na biodegraddcii

Hlavné skupiny mikroorganizmov a degrada¢né drahy zapojené do degradacie biopolymérov
zavisia na podmienkach prostredia, v ktorom degradacia prebiecha [64]. Medzi mikroorganizmy
podiel’ajuce sa na biodegradéacii PHA patria ako baktérie, tak aj plesne. Prvé, PHB degradujtce
mikroorganizmy boli objavené uz v 60. rokoch minulého storocia. Patria sem rody Bacillus,
Pseudomonas a Streptomyces [65]. Medzi d’alSie aerobne aj anaerobne druhy mikroorganizmov
izolované z pody patria druhy Pseudomonas lemoigne, Acidovorax faecalis, Aspergillus
fumigatus. Mikroorganizmy boli izolované aj z aktivneho kalu (Alcaligenes faecalis, llyobacter
delafieldi) a morskej vody (Comamonas testosterone, Pseudomonas stutzeri). Vicsina
z tychto druhov bola izolovana z mezofilnych podmienok, iba malo znich je schopnych
degradovat PHB pri vysokych teplotach. Percentudlne bolo zo vSetkych znamych
mikroorganizmov stanovené mnozstvo PHB degradujucich na 0,5-9,6 % [66].

Z dovodu, ze PLA nie je beZzne vyskytujicim sa biopolymérom v prirode neexistuju
ani Specifické depolymerizatné enzymy. Kyselina L-mlie¢na moze byt mikroorganizmami
rozpoznana ako L-alanin, ktory tvori mnoho polypeptidov. Mnoho kmenov rodu Amycolatopsis
a Saccharothrix je schopnych degradovat’ PLA a aj hodvabny fibroin rovnakym enzymom [67].
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Niekol’ko proteinovych materidlov, medzi ktoré patri hodvabny fibroin, Zelatina, elastin
a niektoré peptidy a aminokyseliny stimuluji produkciu enzymov, ktoré st schopné rozkladat
ako spomenuté materialy, tak aj PLA. Taktiez bolo zistené, Ze enzym proteinaza K z druhu
Tritirachium album je schopna degradacie PLA [66].

2.3.2 Biodegradacia polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty st vhodné materidly na biologicku recyklaciu, pretoze degradacia
pomocou mikroorganizmov méze prebichat ako za aerdbnych, tak aj za anaerdbnych
podmienok. Biodegradacia PHA ma niekol’ko vyhod, napriklad pouzitie PHA na pomalé
uvolfiovanie aktivnych latok v polnohospodarstve a zaroven nezanechavanie rezidui
po kratkom case. Schopnost’ degradacie PHA a produkcie intracelularnych a extracelularnych
PHA depolymeraz je rozsirena medzi mnohymi baktériami a plesinami [68]. Degradacia PHA
prebieha cez acetyl-CoA, ktory je centralnym metabolitom. Mikroorganizmy zvycajne
absorbuju a vyuzivaji fragmenty (oligoméry a monoméry), ale nie st schopné degradovat
polyméry s vidcéSou molekulovou hmotnostou. Biodegradacnd rychlost je vysSia
u kopolymérov, vdaka vacsej amorfnosti. Niz§i stupen kryStalinity zabezpeCuje lepSiu
dostupnost’ pre degradac¢né enzymy, preto bude napriklad kopolymér P(3HB-c0-3HV) s vys§im
percentualnym obsahom monoméru 3HV degradovat’ rychlejsie ako homopolymér P3HB [69].

Biodegradidcia PHA sa deli na intracelularnu a extracelularnu degradaciu, pricom kazda
z nich je katalyzovana inymi enzymami. Tieto enzymy sa nazyvaji PHA depolymerazy a patria
do skupiny esteraz [5].

2.3.2.1 PHA depolymerazy

Enzymy, ktoré katalyzuju intracelularnu degradaciu PHA sa nazyvaju intracelularne PHA
depolymerazy (i-PHA depolymerazy). Pri intraceluldrnej degradacii ide o aktivnu degradaciu
mikroorganizmom, ktory dany polymér akumuloval. Pri extracelularnej degradacii sa jedna
0 vyuzivanie polyméru mimo bunky mikroorganizmami, ktoré produkuju extracelularne PHA
depolymerazy (e-PHA depolymerdzy) a nemusia byt producentom polyméru. PHA pritomné
V bakteridlnych bunkéch vo forme granal a material nachadzajici sa mimo bunky predstavuja
dva rozne fyzikélne stavy. Intraceluldarne PHA, alebo nativne PHA (nPHA) st vysoko amorfné
a vonkajSia vrstva granul je pokryta fosfolipidovym obalom obsahujicim proteiny. PHA
uvolnené z buniek po smrti producenta a bunkovej lyze sa nazyvaju denaturované PHA.
V prostredi v§ak I'ahko krystalizuje, preto je extracelularne PHA v ¢iasto¢ne krystalickom stave
(50-60 %) [70].

Extracelularne PHA depolymerazy sa delia do dvoch skupin v zavislosti na ich substratove;
Specifite. Prvou skupinou su PHAscL depolymerazy, ktoré rozkladaju iba PHB
a jeno monolyméry. Do druhej skupiny patria PHAmcL depolymerazy, ktoré primarne
rozkladaju alifatické a aromatické PHA pozostavajuce z6-14 uhlikatého retazca [70].
Viacsina PHA degradujucich mikroorganizmov produkuje iba jeden typ PHA depolymeraz,
bud’ PHAscL alebo PHAwmcL depolymerazy [71]. Jednym z najviac prestudovanych PHA
degradujticich mikroorganizmov je baktéria Pseudomonas lemoignei, ktora produkuje
az 5 typov PHA depolymeraz, ktoré sa lisia v biochemicke;j struktare [72].
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Purifikované ~ PHA  depolymerazy  pozostavaji  z  polypeptidového  retazca
s molekulovou hmotnostou medzi 37-60 kDa [71]. Ich primarna Struktura pozostava
z dvoch oblasti, ktoré su spojené spojovacim tsekom. Oblast’ na C konci ret'azca zabezpecuje
viazanie substratu a oblast na N konci retazca sa nachadza katalyticka oblast’. Specificky
sa na C koniec viaze vo vode nerozpustné PHB, je v§ak nepristupny pre vo vode rozpustné
oligoméry PHB [71]. Katalyticka oblast obsahuje katalyticky aparat, ktory pozostava
z aminokyselin serinu, histidinu a kyseliny asparagovej [73]. Serin je sucastou
pentapeptidového lipazového boxu (Gly-X-Ser-X-Gly) ako aktivna oblast’, ktora bola najdena
v d’al$ich hydrolazach, ako su lipazy, esterazy a serinové proteazy [74].

2.3.2.2 Extraceluldarna degraddcia PHA

Schopnost’ degradovat’ extracelularne PHA ma mnoho mikroorganizmov a zavisi na produkcii
enzymov extracelularnych PHA depolymeraz. Enzymy podielajice sa na depolymeracii PHA
s vysoko Specifické. Extracelularne PHA depolymerazy hydrolyzuji PHA nachadzajtce
samimo bunky vV krystalickom stave a intracelularne PHA depolymerazy su S$pecifické
pre nPHA [75]. Niekol’ko PHB depolymeraz bolo izolovanych zrbéznych druhov
mikroorganizmov, napriklad Alcaligenes, Comamonas a Pseudomonas [76—78].

2.3.2.3 Intraceluldrna degraddcia PHA

Vsetky mikroorganizmy, ktoré produkuju PHA su tiez schopné ich degradovat’. Intracelularna
degraddcia nastdva, ked’ sa bakteridlna bunka nachadza v stresovych podmienkach
s nizkou dostupnostou uhlika. Dochadza k hydrolyze akumulovanych PHA granul v bunke,
z ktorych je baktéria zasobovana uhlikom a energiou. V procese intracelularnej degradacie
posobia enzymy intracelularne PHA depolymerazy (PhaZ), ktoré sa spolu PHA
syntazou (PhaC) nachadzaju v stabilizacnej proteinovej vrstve, ktora tvori obal okolo granul
polymérov [79].
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Obr. 6: PHA cyklus [80]

PHA depolymeraza Stiepi PHA na monomérne jednotky — hydroxyalkanové kyseliny.
Monoméry su d’alej oxidované dehydrogenazami na acetoacetyl-CoA. B-ketothioldza Stiepi
acetoacetyl-CoA na acetyl-CoA, ktory pri aerébnych podmienkach pokracuje do Citratového
cyklu, kde vznika oxid uhli¢ity a redukované prenasace elektronov [2, 79]. Intracelularna
degradacia PHA je velmi pomaly proces, asi desatkradt pomalSi neZ biosyntéza PHA,
aj to len v pripade, Ze sa bunka nachadza v najvhodnejSich podmienkach pre depolymerizaciu
[81]. Obr. 6 zobrazuje systém intracelularnej a extracelularnej degradacie.

2.3.3 Biodegradacia polyesteru kyseliny mlie¢nej

V prirode dochadza k biotickej a abiotickej degradacii PLA sGcasne, v zavislosti
na podmienkach prostredia. Polyester kyseliny mlie¢nej moze podliehat’ prirodzenej degradacii
jednoduchou hydrolyzou esterovych vizieb. Pri vhodnej kombinacii vlhkosti, prisunu kyslika
a prirodzene sa vyskytujiicich mikroorganizmov v pdde do6jde k rozlozeniu PLA pri aero6bnych
podmienkach na vodu, CO> a biomasu a pri anaerobnych podmienkach na metan, uhl'ovodiky
a biomasu [82]. Rychlost’ degradacie PLA zavisi na mnohych faktoroch, ako st vlastnosti
materialu (obsah izomérov, velkost' atvar) a vlastnosti prostredia (teplota prostredia, pH,
vlhkost’ a koncentracia kyslika) [83]. Degradacia PLA pomocou mikroorganizmov nastava
po hydrolyze vysokomolekularneho PLA na polymér svelkostou do 10 kDa [82].
Mikroorganizmami st ndsledne vylu€ované extracelularne enzymy, ktoré hydrolyzuji mensie
molekuly PLA. Pritomnost’ stimulantov na aktivaciu procesu, ako napriklad Zelatina, elastin
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alebo rozne aminokyseliny podporuje degradaciu, a to hlavne kvoli indukcii sekrécie proteaz,
ktoré degradujii PLA [83]. Po enzymatickej hydrolyze intramolekularnych esterovych vézieb
vznikaji oligoméry a monoméry, ktoré moézu byt nasledne infiltrované mikrobidlnymi
membranami. Nasledne pdsobia intracelularne enzymy, ktoré rozlozia Spécie na konecné
produkty. Tieto molekuly sluzia ako zdroj zivin pre rast bakterialnych buniek [83]. Materialy
Z PLA su menej nachylné k mikrobialnemu ataku v prostredi v porovnani s inymi biologicky
rozlozitenymi polyestermi. Medzi mikroorganizmy schopné degradovat PLA patria
hlavne aktinomycéty a malé mnozstvo baktérii a hub [84].

Tab. 3: Niektoré mikroorganizmy a ich enzymy schopné degraddcie PLA (prevzaté z [84])

Kmen Substrat Typ enzymu pHopt  Topt [°C]
Aktinomycéty

AmycolatopsisHT-32, N0.3118, KT-s-9 PLLA proteaza - -
Amycolatopsisorientalis PLLA proteaza 7,0 30
ActinomaduraT16-1 PLLA proteaza 10,0 70
LaceyellasacchariLP175 PLLA protedza 9,0 60
Baktérie

Bacillusbrevis PLLA - - -
BacillussmithiiPL21 PLLA esterdza 55 60
AlcanivoraxborkumensisABO2449 PDLLA esteraza 95-10 30-37
Huby

Tritirachium aloum ATCC 22563 PLLA protedza 8,6 37
Cryptococcussp. S-2 PDLA kutindza 7,0 37

Enzymy degradujuce PLA zahfniaji hlavne proteazy, esterazy a kutinazy [84]. Bolo zistené,
Ze proteazy Stiepia hlavne polyester PLLA a esterazy preferuju polyester PDLA [85]. Alkalické
proteazy produkuju znaéné mnoZzstvo kyseliny mliecnej z PLA, pricom kyslé a neutradlne
proteazy vykazuju nizku aktivitu pri Stiepeni polyesteru [83].

2.3.4 Abioticka degradacia PHA a PLA

Biologicky odburatelné polyméry moézu byt rozlozené mnohymi abiotickymi drdhami,
ktoré zahfhiaju hlavne alkoholyzu, hydrolyzu a depolymerizaciu [86]. Pri enzymatickej
degradacii PLA, ktord je spomenutd v kapitole 2.3.3, jej predchadza degradéacia polyméru
pomocou hydrolyzy, preto bude spomenuty iba tento typ abiotickej degradacie.

2.3.4.1 Hydrolyticka degraddcia esterovych viizieb

Hydrolyticka degradacia moze byt definovana ako Stiepenie vézieb polyméru molekulou vody
za vzniku dvoch alebo viacerych produktov s niZSou molekulovou hmotnostou ako pdvodny
material. U polyesterov dochadza k Stiepeniu esterovej vdzby. DOleziti ulohu zohravaja
konjugované vizby, ktoré zvysuju odolnost molekuly k hydrolyze. Dalim délezitym faktorom
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je stérické branenie, ktoré nedovoli molekule vody atakovat' vidzbu medzi atomami [87].
Hydrolyza mdze byt katalyzovana kyslo alebo bazicky. V pripade hydrolyzy polyesterov
dochadza k autokatalyze reakcie produktami, konkrétne rasticou koncentraciou kyselin,
ktoré vznikaju v procese reakcie [86]. Hydrolyticka degradacia PLA prebieha vo vodnych
roztokoch nahodnym Stiepenim esterovej védzby a zavisi na rychlostnej konstante, mnozstve
absorbovanej vody, difiznom koeficiente fragmentov a rozpustnosti produktov [88].
Moze prebehnut’ dvomi mechanizmami, a to povrchovou alebo objemovou erdziou
(viz. obr. 7). Prvy typ vo vSeobecnosti prebicha rychlejsie ako objemova erdzia. Degradacia
semikryStalického PLA moze byt rozdelena do dvoch etdp. Prvou je nadhodné Stiepenie
esterovych vizieb, po ktorom nasleduje diftizia molekul vody do amorfnych oblasti. Postupnou
degradaciou amorfnych oblasti zacne stupat’ stupenn krystalinity. V druhej etape dochadza
k hydrolytickému stiepeniu od konca retazca do stredu krystalickych domén, pricom amorfné
oblasti uz st z vacsej Casti zdegradované [89].

Povrchova erdzia Objemova erodzia

Nedegradovany
| | polymér
| |
| | Degradovany
—-— , /" polymér
|

Obr. 7:Rozdiel medzi degraddaciou z povrchu a objemu [83]

Hydrolyza P3HB moze taktiez prebiehat’ v kyslych aj bazickych podmienkach. V miernych
podmienkach ide o relativne pomaly proces, ale jeho rychlost’ je ovplyvnitelna viacerymi
faktormi, ako je teplota, pH akrystalinita polyméru [90]. Reakcia prebicha nahodnym
Stiepenim esterovej vizby a produkuje monomérne jednotky polyméru. U P3HB je omnoho
ucéinnejsia bazicka hydrolyza, ktora prebieha rychlejsie [91].

2.4  Kompostovanie

Kompostovanie je biochemicky dej, pocas ktorého je procesom mineralizacie organicka hmota
premenend na stabilnejSie zlozky, ktoré st prekurzormi huminovych latok. Hlavné suroviny
pouzivané na kompostovanie st  polnohospodarske a agropriemyselné odpady,
ale aj potravinarske organické zvysky. Ide o kontinudlny proces, ktorym su organické latky
redukované na menS$ie objemy. Deje sa za prirodnych alebo kontrolovanych podmienok,
v ktorych dochéadza k rozkladu organickych latok za aerdébnych podmienok na produkt
prostrednictvom mikrobialnych aktivit [92]. Pomocou kompostovania je zabezpecena
recyklacia mineralnych Zivin, ako je dusik, fosfor a draslik, ktoré moézu byt d’alej vyuzité
V polnohospodarstve ako hnojivo. Je ovplyviiovany fyzikdlno-chemickymi faktormi,
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ako je teplota, pH, velkost’ Castic, pomer C/N, obsah vlhkosti a pristup kysliku. Termofilny
charakter kompostovania zabezpeCuje eliminaciu patogénnych mikroorganizmov v odpade

[93].
2.4.1 Fazy kompostovania

Proces kompostovania sa deli do troch hlavnych faz, kde patri mezofilna faza,
ktora je nasledovana termofilnou fazou, a posledna je faza chladenia a dozrievania kompostu
(viz. obr. 8). Trvanie kazdej fazy je zavislé na po¢iato¢nom obsahu organickej hmoty, vlhkosti,
kvality a zlozenia mikrobialneho zakladu pre kompost [94].

V prvej faze zabezpecCuje mezofilnd teplota a substrat bohaty na uhlik narast mezofilnych
mikroorganizmov, ktoré rasti pri teplote v rozmedzi 1545 °C, a dosahuju optimum rastu
pri teplote 30-39 °C [95]. Pomocou mikroorganizmov dochadza k degradacii jednoduchych
zlucenin, ako su sacharidy, aminokyseliny a proteiny. Tymto procesom sa zvysuje okolita
teplota prostredia a tvorbou organickych kyselin dochadza k zniZzovaniu pH. ZvySovanie
teploty preukazuje aktivitu kompostu a nasledne prechadza do druhej, termofilnej fazy [94, 96].

V termofilnej faze dochadza k degradécii vac¢Siny organickej hmoty a vznika oxid uhli¢ity, voda
a amonne i6ny. Termofilné mikroorganizmy nahraddzaju mezofilné mikroorganizmy pritomné
pocas prvej fadzy. Pomocou nich st degradované hlavne mastné kyseliny, celul6za
a hemiceluloza. Ich optimalna teplota pre rast je v rozmedzi 40-80 °C a pritomné s hlavne
aktinomycéty a termofilné baktériec rodu Bacillus [97]. Vysokou teplotou je zabezpetena
eliminacia patogénnych mikroorganizmov a semien rastlin. V okrajovych ¢astiach kompostu
modzu byt pritomné niektoré mezofilné huby, ktoré po ukonceni termofilnej fazy rekolonizuju
prostredie kompostu. Ku koncu termofilnej fazy dochadza k postupnému vycerpavaniu zdroju
uhlika, ¢im sa zniZzuje aktivita pritomnych mikroorganizmov atym aj teplota kompostu.
V tomto bode prechadza kompost do ochladzovacej a dozrievacej fazy [94].

Konec¢na faza dozrievania sa vyznacuje teplotou okolo 25 °C. Po vy¢erpani uhlikového zdroja
dochadza k rekolonizacii mezofilnymi mikroorganizmami zo spor, v ktorych prezivaju
nepriaznivé podmienky, ako st vysoké teploty. Pritomnost’ ur¢it¢tho mnozstva dostupnych
substratov sa stava limitujicim faktorom, co vedie k poklesu mikrobidlnej aktivity a zniZeniu
teploty. V tejto faze dochadza k tvorbe prekurzorov pre huminové latky [99].
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Obr. 8: Casovy priebeh teplét v procese kompostovania [99]

2.4.2 Mikrobiilne konzorcium v komposte

Pri kompostovani ide hlavne o fermenta¢ny proces tuhych organickych latok,
ktory je zabezpeCovany hlavne termofilnymi aerébnymi mikroorganizmami. Aj ked’ sa jedna
0 aerébny proces, ktory zahfna hydrolyzu organickej hmoty na humus, bola zaznamenana
pritomnost’ aj anaerobnych mikroorganizmov, ako napriklad baktérii z rodu Clostridium [100].
Prostrednictvom mikrobiomu kompostu dochddza k rozlozeniu odpadu za vlhkych, samovol'ne
zahrievajucich sa podmienok. Na procese sa podielaju predovSetkym huby a aktinomycéty,
ktoré zohravaju kIiCova ulohu pri kompostovani. Pritomnost’ réznych druhov baktérii
alebo plesni méze mat’ na proces kompostovania ako pozitivny, tak aj negativny vplyv [93].
Negativny vplyv ma hlavne kompost, ktory je nezrely a nestabilny. Jeho pouZitie do pddy mdze
sposobovat’ problémy, ako napriklad uvolnovanie toxickych latok a obmedzovanie rastu
rastlin [96]. Nespravne zlozenie mikrobiomu mdze tiez spdsobovat’ zapach a pri nespravnych
podmienkach (hlavne anaerobnych) méze dojst’ k tvorbe neziadtcich produktov [96]. Velky
vplyv na rozmanitost’ mikrobiomu v komposte ma vyber a mnozstvo povodného organického
materidlu. Rozmanitost’ a vyvoj mikrobidlneho konzorcia pocas kompostovania zavisi
na mnohych faktoroch, ako je dostupnost’ kyslika, pritomnost’ a charakter zivin, teplota a obsah
vihkosti. Mikroorganizmy pritomné v komposte vylucuju enzymy do prostredia, ktoré maju
za tlohu hydrolyzovat’ organicki hmotu do stabilnej a utilizovatel'nej formy, eventualne méze
dojst’ k produkcii humusu alebo bioplynu [101].

Délezitou funkciu mikroorganizmov je premena a prenos zivin v pode a v komposte. V procese
kompostovania je pritomné mnozstvo baktérii, ktoré zabezpecuji transformdciu dusika,
ale aj baktérie a huby podporujiice rozpustnost fosforu a draslika. Baktérie pritomné
vV komposte st vicSinou saprofyty, ktoré patria do skupiny chemoorganotrofnych
mikroorganizmov. Patria sem hlavne rody Pseudomonas, Burkholderia, Zymomonas
a Xanthomonas [102]. Aktinomycéty st skupinou baktérii, ktoré su dolezitou sucast'ou procesu
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kompostovania, pretoze dokazu rast’ pri vysokych teplotach, zasaditom pH a st schopné
degradovat’ komplexné zluceniny, ako st zmesi polymérov v mrtvych rastlindch a zivoc¢ichoch
[98]. Ich pritomnost prevlada v termofilnej faze procesu kompostovania. NajcastejSie
zastipenie maju  druhy  Streptomyces thermovulgaris, Actinobifida chromogena,
Thermoactinomyces vulgaris, Micromonospora carbonacea a Streptomyces lincolnsesis [103].

Huby su prirodné dekompostéry a v komposte st aktivne v prvej (mezofilnej) a poslednej faze
(dozrievanie). NajcastejSie vyskytujuce sa rody sa Aspergillus, Acremonium, Chrysosporium,
Fusarium, Mortierella, Penicillium a Trichoderma [104].

2.4.3 Technolégie kompostovania

Existuyje mnoho metéd kompostovania ako v priemysle, tak aj Vv doméacnostiach.
Patri sem napriklad vermi-kompostovanie, riadkové kompostovanie, prevzdusiiované statické
kompostovanie a kompostovanie v boxoch [94]. Metéodou vermi-kompostovania
je produkovany kompost pomocou aktivity dazd’oviek. Dazd’ovky rozkladaji organicky odpad
ako na tuhy kompost, tak aj na tekuty, ktory je bohaty na Ziviny ako dusik, fosfor a draslik.
Tekuty kompost sa vyuziva ako hnojivo na =zalievanie pddy. Vermi-kompostovanie
je mezofilny proces, v ktorom musi byt striktne optimalizovana vlhkost’, teplota a pH.
Dézdovky su citlivé na zmeny teplot, idealne teploty pre vermi-kompostovanie st v rozmedzi
13-25 °C. Tato metoda je vyuzivana hlavne v domacich kompostéroch [105].

Dalsou metddou je kompostovanie na riadku. Ide o jednu z najbeznejsie pouzivanych metéd,
pretoze nou mdze byt spracované vel’ké mnozstvo organického odpadu. Spociva v uskladneni
organického odpadu na dlhé azke hromady, ktoré su otacané ru¢ne alebo mechanicky.
Hromady st otac¢ané po dosiahnuti urcitej teploty (zvycajne okolo 55-60 °C), ¢im sa zabezpeci
ich prevzdu$nenie. Dizka, $irka a vyska riadkov zavisi od pouzitého odpadu. Tato metoda
je vyuzivana na kompostovanie vo velkom mnozstve, avSak nevyhodou je potreba
velkej plochy a ¢asova naro¢nost’ [106].

V prevzdusnovanom statickom kompostovani je vyuzivané prudenie okolit¢ho vzduchu.
Prechadza hromadou kompostu, ktora obsahuje organicky odpad a latky zvacSujice objem,
ktoré zabezpeCuju zvySenie porovitosti kompostu, ¢im je zlepSené priudenie vzduchu.
Téato metdda nevyZaduje otdcCanie, pretoZze aeracia je zabezpeCend prudenim vzduchu.
Touto metddou je mozna produkcia kompostu v kratSom casovom tseku (okolo 3—6 mesiacov)
a nevyzaduje vel’kt plochu ako pri riadkovom kompostovani [94, 107].

Kompostovanie v boxoch  je  Casto  vyuzivané v priemyselnom  prostredi,
ale taktiez v domacnostiach. Touto metddou moéze byt spracované velké mnozstvo
biologického odpadu, hlavne odpadu z potravin. Organicky odpad je umiestneny do nadob,
V ktorych bude prebiehat dekompozicia. Nadoby su pravidelne ruc¢ne alebo mechanicky
otacané, ¢im je zabezpecena aeracia [107]. Kvalita kompostu zavisi ako na organickej hmote,
tak aj na metdde, ktorou je kompost produkovany. Kvalita a stabilita findlneho kompostu
je dolezita, pretoze kompost vytvoreny vSetkymi metédami je ¢asto vyuzivany ako hnojivo
pre rozne rastliny [94].
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2.4.4 Regulacie kompostovania v ramci EU

V ramci c¢lenskych statov Eurdpskej tnie su v regulaciach kompostovania znacné rozdiely,
Z dovodu, ze na trovni Eurdpskej tinie nie su ustanovené normy a predpisy tykajiace sa kvality
kompostu. Vynimkou je Nariadenie Eurdpskeho parlamentu 2010/66/EC, ktoré ustanovuje
limity na predavanie kompostu ako produktu a ustanovuje ekologicky certifikait EU
Ecolabel [108]. Aby bol kompost povazovany za produkt v Ceskej republike, je potrebna
registracia ako ,.kompost jednej triedy* na zaklade analyzy vzoriek, ktoru vykonava Kontrolni
a zkuSebni ustav pro zemédélstvi. V ramci regulacii kvality kompostu jednotlivych krajin
je agronomickd hodnota (pomer C/N, minimalny obsah C) a pritomnost’ kontaminantov
(fazkych kovov) dostato¢ne stanovend. AvSak normy pre stanovenie obsahu patogénov
a fytotoxicity sa liSia v kazdej krajine [108].

2.5 Sucasny stav rieSenej problematiky

V sucasnosti sa Casto biodegradabilita materidlu hodnoti pomocou kompostovacich testov.
Pre laboratorne podmienky bolo vytvorenych mnoho noriem, napriklad norma IS/ISO 20200
a 1SO 14855-1 (viz. [109, 110]), ktoré popisuji rozne metédy analyzy stupna degradacie
skimanych materidlov. Skiimané st ako samotné polyméry, tak aj rdézne kopolyméry
a kompozity. Mnoho aktualnych $tidii sa zameriava na analyzu biodegradacie s pridavkom
roznych aditiv, ktoré mozu potencionalne urychlit' proces degradacie a zaroven zlepsit
vlastnosti materidlov. Aktudlne Studie sa zameriavaji na Studovany polymér, zatial’ co kompost
nie je predmetom vyskumu.

Sintim a kolektiv (viz. [111]) skimal biodegradaciu kompostovanim in situ pri teplejSich
a chladnejsich podmienkach. Okrem inych materidlov analyzovali aj kompozit zloZeny z PLA,
amorfného PHA, plastifikatora a aditiv. Ako kontrolné materialy boli pouzité celul6zovy papier
a polyetylén. Kompostovaci test bol vykonany podla normy ISO 14855-1, ktora popisuje
metddy sledovania degradacie analyzou uvolnené¢ho oxidu uhlic¢itého. Kompostovaci test
prebiehal po dobu 5 mesiacov v zimnom obdobi. Kompozit PLA/PHA degradoval v komposte
uz v priebehu dvoch tyzdnov [111]. Ked’Ze kompostovaci test prebiehal in situ, nebolo mozné
kvantifikovat’ mnozstvo organického uhlika premeneného na oxid uhlicity.

Arrieta a kol. (viz. [112]) kompostoval zmesi PLA/PHA podl'a normy IS/ISO 20200. Zmes
PLA/PHA bola vytvorena s pridanim plastifikatora do tvaru filmov o hrabke 200 um.
Ako kontrolna vzorka bol pouzity film vytvoreny z ¢istétho PLA. Podl'a vysledkov doslo
k degradacii vSetkych filmov v priebehu jedného mesiaca. Bolo zistené, Ze pritomnost
krystalického PHB spomal’ovala proces degradécie, zatial' Co plastifikdtory ho urychlovali
[112]. Termogravimetrickou analyzou bolo zistené, ze plastifikatory boli degradované
uz Vv pocCiatoénej faze degradacie [112].

Biodegradacii roznych typov PHA sa venoval Weng a kol. (viz. [113]). Bola skimana rychlost’
biodegradacie tenkych filmov zPHB, P(3HB-co-4HB) aP(3HB-c0-3HV) srdoznym
percentudlnym zastipenim 3HV. Kompostovaci test prebiehal podla normy ISO 14855-1.
Bolo zistené, ze filmy s najvyssim zastupenim 3HV a 4HB podliehali biodegradacii rychlejsie
ako ostatné [113]. Predpoklada sa, Ze to bolo spdsobené faktom, Ze amorfné oblasti degraduju
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rychlejsie. Zo vsetkych typov PHA méa PHB najvyssi stupen kryStalinity, preto degradoval
najpomalSie [113]. Stupen biodegradacie pre vsetky z pouzitych materialov prekrocil 90 %,
¢o je podl'a ISO 17088 hranica pre oznacenie materialu za biologicky odburatelny [114].

Tato diplomova praca nadvdzuje na diplomovi pracu Ing. Juraja Vodicku (viz. [115]),
ktory sa v druhej cCasti prace zaoberal kompostovanim granil PHB, amorfného PLA
a semikrystalického PLA podla normy IS/ISO 20200. Kompostovaci test prebichal po dobu
4 tyzdnov, po ktorych doslo k redukcii hmotnosti PHB 0 36 %. Amorfné PLA pocas 4 tyzdnov
degradovalo na malé Castice, ktorych hmotnost’ nebolo mozné stanovit. U semikrystalického
PLA doslo k redukcii hmotnosti 063 % atato degradacia bola analogicka k degradacii
amorfného PLA, iba spomalena. Taktiez bolo pomocou SEM potvrdené, ze degradacia PHB

prebieha pomocou povrchovej erdzie a degradacia PLA nastava primarne vplyvom abiotickych
dejov [115].
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité materialy
3.1.1 Pouzité chemikalie

« Hydroxid sodny (Lach-Ner)

« Kiyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

« Chloroform (Lach-Ner)

e Tris(hydroxymetyl)aminometan (Sigma-Aldrich)
e 4-metylumbelliferon (Sigma-Aldrich)

* 4-metylumbelliferyl acetat (Sigma-Aldrich)

« 2-metoxyetanol (Sigma-Aldrich)

Vsetky chemikalie boli v ¢istote p.a. alebo vysse;.
3.1.2 Polyméry a suroviny pouzité na kompostovanie

» Polyhydroxybutyrat — granule, Biomer® P310 (Biomer)

« Polyester kyseliny mlie¢nej, amorfny — granule, Ingeo™ 4060D (NatureWorks)

« Polyester kyseliny mliecnej, semikrystalicky — granule, Ingeo™ 4043D (NatureWorks)
e Drevené piliny

« Krmivo pre kraliky (Darwin’s, zloZenie viz. priloha (kapitola 8.1))

» Zrely kompost rastlinného povodu (Kompostarna Fertia Blansko)

» Kukuri¢ny Skrob (Amylon)

e Sachar6za, p.a. (Lach-Ner)

« Kukuri¢ny olej (Olitalia)

e Mocovina, p.a. (Sigma-Aldrich)

3.1.2.1 Specifikdcie skiimanych polymérov

Polymér PLA Ingeo™ 4060D od vyrobcu NatureWorks obsahuje 12 % D-izoméru kyseliny
mliecnej. Teplota skleného prechodu je stanovena v rozsahu 55-60 °C a teplota topenia
je 210 °C. Granule polyméru st priehl’adné.

Polymér PLA Ingeo™ 4043D od vyrobcu NatureWorks je pouzivany ako Standard pre pouZitie
v extrudéri na vyrobu filamentov pre 3D tla¢. Teplota topenia je vyrobcom stanovena
na 210 °C. Granule polyméru vykazuji jemné mliecne zakalenie.

Polymér PHB Biomer® P310 ma od vyrobcu stanoveny stupein krystalinity na 60—70 %.
Konkrétne ide o granule poly(3-hydroxybutyratu), ktory je biodegradabilny a ma vysoku
odolnost’ voci rozpustadlam. Idealne teploty pre pouzitie su v rozmedzi -30-120 °C.

3.1.3 Pouzité pristroje

e Analytické vahy PA224C (Ohaus)
e Vahy EW 620-3NM (Kern)
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« Termoblok SBH10D (Stuart)

» Temperovany biologicky inkubator BD 115 (Binder)

« SEC chromatograf, kolona PLgel mixed-C Sum, 300 by 7,5 um (Agilent Technologies)
o Detektor: MALS — Dawn Heleos II, diferen¢ny refraktometer Optilab T-rEX

(Wyatt Technology)

» Skenovaci elektronovy mikroskop EVO LS 20 (Zeiss)

« ELISA Synergy HTX multi mode reader (BioTek)

« Rotator Multi Bio RS-24 (BioSan)

« Vysokorychlostna centrifuga Z 36 RK (HERMLE)

e Vodny kupel’ BL4/150 (WSL)

« Temperovana orbitalna trepacka Incubator 1000 (Heidolph)

» Magneticka miesacka TKO (Kartell)

« pH meter pH Testr 10 (Thermo Scientific)

« Plastové doza pre kompost 3 1, rozmery 19,5x30%7,5 cm (Tontarelli)

e Bezné laboratdérne sklo a pomdcky

3.2  Pouzité metody
3.2.1 Priprava a postup kompostovania

Kompost bol zalozeny na zaklade parametrov prevzatych znormy IS/ISO 20200.
Bolo zalozenych 12 separovanych kompostov, zktorych 3 obsahovali granule
polyhydroxybutyratu, 3 obsahovali granule amorfného polylaktatu, 3 obsahovali granule
semikrystalického polylaktaitu a3 boli prazdne aplnili Glohu blanku. Tab.4 zobrazuje
komponenty, z ktorych bola namieSana zmes na kompostovanie.

Tab. 4: ZloZenie suchého kompostu

Komponent Hmotnostné zastupenie [%]
Drevené piliny 40

Krmivo pre kréliky 30

Zrely kompost 10

Kukuri¢ny skrob 10

Sachar6za

Kukuri¢ny olej 4

Mocovina

Krmivo pre kraliky vo forme grantl bolo rozdrvené a preosiate cez sito s priemerom 2 mm.
Vsetky komponenty boli poriadne zmieSané. Do veka plastového reaktoru bolo vyvitanych
8 aera¢nych otvorov s priemerom 5 mm a bol naplneny priblizne 250 g suchej kompostovacej
zmesi. Aby vlhkost’ vsadky predstavovala 55 %, kazda zmes bola zaliata 355 ml destilovanej
vody. Reaktory boli umiestnené do temperovaného inkubatoru na teplotu 58 °C. Pozicie
reaktorov na poschodiach boli menené jedenkrat do tyzdina o 1 poschodie. V ramci jedného
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poschodia boli pozicie reaktorov striedané priblizne kazdy druhy den. Na dno inkubatora
boli umiestnené Petriho misky naplnené destilovanou vodou, ktoré zohravali tlohu odparnikov.
Destilovana voda bola dopiiiana podla potreby. Vlhkost ovzdusia bola taktie zabezpedena
rozpraSovanim vody do prostredia inkubdatora priblizne kazdy druhy den. Aerécia reaktorov
bola zabezpecend premieSanim kompostu a prevetranim inkubdatora.

Do reaktorov bolo vlozenych dohromady 20 g granul polymérov, ¢o predstavuje 8% zat'azenie
kompostu polymérnym materialom. Toto =zataZzenie je vysSSie ako navrhuje norma
IS/1ISO 20200. Granule polymérov boli navazené do pripravenych vrecusok zo sietovinového
materialu (monofil). Do kazdého vrectska boli navazené 2 g granul s presnostou
na dve desatinné miesta a taktiez bolo vlozené Cislo vzorky na zalaminovanom papieri.
Dévodom pouzitia vrecusok bola lepsia manipulacia so vzorkami pri tyzdennych odberoch.
Vrecuska boli uzavreté zatavenim stran otvorov. Do kazdého reaktoru bolo vlozenych
dohromady 10 vrecuSok s polymérom. Kompostovaci test prebichal po dobu 8 tyzdnov.
V tab. 5 je popisany harmonogram kompostovacieho testu.

Tab. 5: Procedura kompostovacieho testu

Cislo diia Operiacia

0 Zalo?er&ie kompostu, zaliatie destilovanou vodou,
premiesanie

1,2,3,4,7,9, 11, 14 Pridavok vody, premiesanie

8, 10, 16, 18, 21, 23, 25, 28 | Zvlhéenie destilovanou vodou

30, 45 Pridavok vody, premieSanie

30-60 Zvlh¢enie destilovanou vodou, dvakrat do tyzdna

7,14, 21, 28, 35,42, 49, 56 | Odber vzoriek kompostu a vrecka s polymérom, analyza

Kazdy tyzdent bolo odoberané jedno vreciSko obsahujice polymér z kazdého reaktora
a taktiez reprezentativna vzorka kompostu. Odobratie reprezentativne] vzorky kompostu
bolo zabezpecené odobratim vzoriek z viacerych oblasti reaktora v celkovom objeme
priblizne 25-30 ml.

3.2.2 Priprava vzoriek na analyzu
3.2.2.1 Vzorky polymérov

Po odobrati vzorky polyméru zreaktora bolo vreciSko premyté destilovanou vodou
a umiestnené do susiarne na dobu 30 minut pri teplote 58 °C. Nasledne bola vzorka umiestnena
na Petriho misku na vzduch a dosusena pri laboratornej teplote.

3.2.2.2 Vzorky kompostu

Vzorky kompostu boli uchovavané pri teplote -20 °C. Nasledne boli zmrazené
nateplotu -80°C. Po 24 hodinach boli lyofilizované po dobu 24 hodin pri teplote
priblizne -80 °C a tlaku >0,02mbar. Po lyofilizacii boli vzorky zhomogenizované v trecej miske
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a na d’alSie analyzy bola odobrata najjemne;jsia frakcia do vialiek. Vymrazené vzorky kompostu
boli uchovavané pri teplote -20 °C pre nasledné analyzy.

3.2.3 Stanovenie hmotnostného ubytku polymérov

Vysusené vrecisko s granulami polyméru bolo rozstrihnuté apolymér bol zvazeny
s presnostou na dve desatinné miesta. Nasledne boli polyméry uchovavané vo vialkach
V suchom prostredi.

3.2.4 Sledovanie zmien molekulovej hmotnosti polymérov pomocou SEC

Molekulova hmotnost’ polymérov bola stanovena pomocou gélovej permeacnej chromatografie
s detektorom statického rozptylu svetla vo viacerych uhloch (SEC-MALS). Vzorky
boli pripravené do Srobovacich vialiek v objeme 1-3 ml a koncentracii polyméru rozpusteného
v chloroforme priblizne 4 mg.ml™. Zmesi vzoriek PHB boli nasledne zahrievané na termobloku
pri teplote priblizne 70 °C do rozpustenia a potom boli ochladené na laboratornu teplotu.
Vzorky PLA boli rozpustené pri laboratornej teplote. Necistoty zo zmesi boli prefiltrované
pomocou nylonového strickackového filtra s porozitou 0,45 pum do Srobovacich vialiek
v objeme v rozmedzi 0,5-1 ml. Vzorky boli nasledne vlozené do autosampleru a bola vykonana
analyza.

3.2.5 Sledovanie zmeny povrchu polymérov pomocou SEM

Pre analyzu skenovacim elektronovym mikroskopom boli vybraté vzorky granul polymérov
z kazdého druhého tyzdia procesu kompostovania. Vzorky boli pripevnené na matricu
pomocou uhlikovej obojstrannej pasky a nasledne pokovované zlatom. Urychl'ovacie napitie
bolo nastavené na 5 kV. Analyza vzoriek prebehla zachytdvanim sekundéarnych elektronov
pomocou detektora.

3.2.6 Stanovenie enzymovej aktivity esteraz v komposte

Principom stanovenia enzymovej aktivity esteraz je Stiepenie 4-metylumberillferyl acetatu
posobenim esterdz za vzniku fluoreskujiceho 4-metylumbelliferonu [116]. Pre analyzu
boli pouzité lyofilizované vzorky kompostu. Do centrifugaénych skiimaviek bolo navazenych
priblizne 0,01 g vzoriek. Nasledne bolo do kazdej sktimavky pridanych 4,5ml 0,1 M
Tris-HCI pufru o pH 7,5. Vzorky boli umiestnené do vodného kuipela o teplote 30 °C po dobu
10 minut. Po uplynuti ¢asu bolo do kazdej vzorky pridanych 0,5 ml 10 mM roztoku
4-metylumbelliferyl acetitu rozpusteného v 2-metoxyetanole. Nasledovala inkubacia
vo vodnom kupeli pri teplote 30 °C po dobu 10 mintt. Pre ukoncenie reakcie boli vzorky
ochladené v l'adovom kupeli a scentrifugované pri teplote 2 °C, zatazeni 4000 g po dobu
5 minut. Supernatant bol v chlade napipetovany do mikrotitracnej dosticky, ktora bola nasledne
vlozena do ELISA readeru na meranie. Spektrofluorometrické meranie prebehlo pri excitacnej
vinovej dizke 360 nm aemisnej vinovej dizke 460 nm. Rovnako boli pripravené vzorky
pre kontrolu, kde bol 10 mM roztok 4-metylembeliferyl acetatu pridany az po zachladeni
vzoriek.
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3.2.6.1 Kalibracéna krivka

Pre kalibracnu radu bol pripraveny 10 mM Standardny roztok 4-metylumbelliferonu rozpusteny
Vv 2-metoxyetanole. Bolo navazenych 0,01 g kompostu do 6 skimaviek, kde bolo nasledne
pridanych 4,5 ml 0,1 M Tris-HCI pufru o pH 7,5. Dalej bolo pridanych 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
a 0,5 ml Standardu a objem bol doplneny destilovanou vodou do 5 ml. Nasledoval rovnaky
postup, ako pri vzorkach kompostu okrem pridania substratu. Kalibra¢na zavislost’ je zobrazena
na obr. 9.
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Obr. 9: Kalibracna zavislost koncentrdcie Standardného roztoku 4-metylumbelliferénu na
intenzite fluorescencie

3.2.7 Sledovanie biodiverzity vo vzorkach kompostu

Pre sledovanie zmien biodiverzity kompostu boli pouzité mikrotitraéné dosticky
Biolog EcoPlates™. Dosticka obsahuje 96 jamiek, ktoré obsahuju 31 uhlikovych zdrojov
v triplikatoch a 3 kontrolné jamky bez uhlikového zdroja. Uhlikové zdroje pozostavaju
zo Siestich aminokyselin, dvoch aminov, desiatich uhlovodikov, siedmych karboxylovych
kyselin, dvoch fenolovych zlucenin a Styroch polymérov. RozloZenie uhlikovych zdrojov
v dosticke je zobrazené v prilohe (kapitola 8.2, tab. 7 ). Jamky tiez obsahuju redoxné farbivo
tetrazoliovu fialova, ktoré sliZi ako indikator utilizacie uhlikovych zdrojov mikroorganizmami.

Pre kazdu vzorku boli navazené 3 g lyfilizovaného kompostu do Erlenmeyerovej banky
a zaliatie 50 ml 0,85% roztokom NaCl. Nasledne prebiehala extrakcia enzymov na trepacke
pri teplote 30 °C po dobu 20 minat. Po ukonéeni extrakcie boli banky dekantované po dobu
10 minut. Nasledne bolo pipetovanych 15 ul supernatantu do jamiek a doplnenych do 100 pl
extrakénym roztokom NaCl. Dosti¢ky boli umiestnené na trepacku a pri teplote 30 °C boli
inkubované po dobu 7 dni. Prvé spektrofotometrické meranie prebehlo po 48 hodinach
na ELISA readery, kde bola zmerani optickd hustota pri vinovej dizke 590 nm.
Nasledne prebiehalo meranie kazdych 12 hodin, az do ¢asu 168 hodin.

Celkova miera vyuZitia substratu mikroorganizmami bola zistend vypocitanim priemerného
vyvoja farby jamky (AWCD) podl’a rovnice 1.
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AWDC = Z(C‘3—_1R) (1)

Kde Ci je opticka hustota v kazdej jamke obsahujtcej uhlikovy zdroj a R je opticka hustota
kontrolnej jamky. Pri vypocte boli vSetky zaporné hodnoty nastavené na nulu.
Cislo 31 zobrazuje poéet jamiek so substratom v jednej sade.

Pomocou Shannonovho indexu diverzity H' (rovnica 2) je hodnotena funk¢na diverzita
mikrobiomu.

H':'Zpi'lnpi 2)
kde

oD,
oD, 3)

pi =

kde v menovateli je suma vSetkych hodnét i jamiek v jednej sade a v ¢itateli je hodnota i jamky
v sade.

Analyza hlavnych komponentov (PCA) bola vypracovana z normalizovanych hodndt vyvoja
farby jamiek zposledného casu merania. Na jej vypracovanie bol pouzity softvér
STATISTICA, z ktorého boli pouzité vystupy na interpretaciu rozdielov aktivit vzoriek
na réznych substratoch.
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4 VYSLEDKY MERANI A DISKUSIA

4.1 Kompostovaci test

. - e’ TP . *

Obr. 10: Rozlozenie polymérov v komposte, vlavo — pociatok testu; vpravo — koniec testu
Obr. 10 zobrazuje rozloZenie polymérov vo vrecuSkach v komposte. Na snimke vpravo
su viditeI'né vrectiska s polymérmi a ich usporiadanie v komposte. Vd’aka nim bola ul'ah¢ena
manipulacia pri odoberani vzoriek. Tento systém bol vytvoreny v diplomovej praci
Ing. Vodicku (viz. [115]). Porovnanim kompostov z pociatku testu a z konca je viditelny
rozdiel vo farbe. Koneény kompost vyrazne zhnedol, ¢o je sposobené hlavne oxidaciou
polyfenolov, ale prispieva k tomu aj oxidacia viacerych zloziek kompostu. Zmeny vzhladu
kompostu sa tiez odvijaji od tdrzby a starostlivosti on. V priebehu kompostovacieho testu
doslo k narastu plesne, ktora sa prejavila ako na povrchu kompostu, tak aj na niektorych
vrecuSkach s polymérmi. Rozvoj plesiiovych kultur naznacuje spravne poradie prebiehajucich
biologickych procesov.

4.2  Vysledky analyz degradovanych polymérov
4.2.1 Sledovanie hmotnostnych ubytkov polymérov

Ciastkové odbery jednotlivych vzoriek boli zabezpedené odoberanim vrect$ok s polymérmi,
ktoré poskytli jednoduchy a spolahlivy spdsob ziskania experimentalnych dat. Vysledky
analyzy st uvedené vo forme stipcového grafu, ktory je pre tuto formu dat najvhodnejsi
(viz. obr. 11). Hmotnostné ubytky uvedené v grafoch boli spocitané ako priemerné hodnoty
hmotnostnych ubytkov daného polyméru z kazdého reaktoru. V grafoch st vysledky uvedené
v percentach. Hodnoty su vypocitané ako priemer z troch od seba nezavislych reaktorov,
ktoré mézu vykazovat’ rozdiely. Z tohto dovodu st vysledky zat'azené vysSou smerodajnou
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odchylkou, pretoze je potrebné brat do uvahy to, ze kazdy reaktor predstavoval samostatny
biologicky systém.
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Obr. 11: Vysledky sledovania hmotnostného ubytku amorfného, semikrystalického PLA
a PHB v percentach

Z obr. 11 je zrejmé, ze oba typy PLA podlichaju degradacii v prostredi kompostu. Na obr. 11
je zobrazeny priebeh hmotnostného ubytku amorfného PLA po dobu 8 tyzdnov. V prvom tyzdni
nebol uziadneho polyméru zaznamenany vysoky hmotnostny ubytok v porovnani
S ostatnymi tyzdnami, ¢o modze byt zapri¢inené adaptaciou mikrobidomu kompostu
na podmienky experimentu a substrat. V priebehu d’alsich tyzdnov doslo k prudkému narastu
hmotnostného ubytku amorfného PLA a taktiez k rozpadu grantil polyméru na mensie Castice,
az prach. Tento jav modze byt spdsobeny zvySenou teplotou prostredia. V piatom tyZdni
experimentu doSlo ku kompletnej degradacii amorfného PLA. Z tychto poznatkov mdZeme
konStatovat,  Ze degraddacia  amorfného PLA by mohla byt  podporovana
predovsetkym abiotickymi faktormi, ako teplota a vlhkost’. PLA je vo vieobecnosti nachylnejsi
k abiotickej degradacii ako PHB [82]. Rovnaké zavery konStatoval Ing. Vodicka
v svojej diplomovej praci (viz. [115]). Obr. 11 tiez zobrazuje priebeh hmotnostného ubytku
semikryStalického PLA. V pripade tohto polyméru bol v druhom tyzdni zaznamenany nizsi
hmotnostny ubytok, ¢o mdze byt spOsobené vySsim stupnom krystalinity. Rovnako
by na tuto skuto¢nost’ mohli vplyvat’ nevdzbové interakcie v ramci semikrystalickych Casti
molekuly. Semikrystalicky polymér je narozdiel od amorfného tvoreny oblastami
s istym druhom usporiadania ret'azcov, ktoré uréuju stupen krystalinity. To znamena, ¢im vyssi
stupen krystalinity polyméru, tym je v danom polyméri viac usporiadanych oblasti a dochadza
k narastu medzimolekularnych sil kvoli tesnejSiemu usporiadaniu ret'azcov. Tieto skuto¢nosti
moézu spomalovat’ proces degradacie polyméru. Na obr. 11 je vdruhom tyzdni
pri semikryStalickom PLA vidiet, ze smerodajna odchylka je vySsia ako pri ostatnych tyzdnoch,
¢o moze znamenat rézne biologické podmienky v jednotlivych reaktoroch.
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Semikrystalické PLA sa sklada zamorfnych a krystalickych casti, ¢o mohlo mat® vplyv
na postup degradacie v priebehu experimentu. Amorfna Cast' je nachylnejSia k degradacii
ako krystalicka. V spojeni zvySenej teploty a pritomnosti amorfnej ¢asti polyméru mohlo dojst’
k degradacii tejto Casti do treticho tyzdna a nasledne bola pre prostredie kompostu dostupna
uzlen krystalicka cCast polyméru, ktord podlicha abiotickej degradacii pomalSie.
Touto skutocnostou moze byt vysvetleny len slaby narast hmotnostného ubytku od treticho
do 6smeho tyzdna. Semikrystalické PLA dosiahlo na konci experimentu hmotnostny tbytok
priblizne 70 %. Z tohto vysledku m6zeme konstatovat’, ze vyssi stupen kryStalinity PLA moze
sposobit’ spomalenie procesu degradacie v prostredi kompostu.

Na obr. 11 je zobrazeny percentualny hmotnostny tbytok PHB v priebehu experimentu.
V prvom tyzdni nedoslo k vyraznému narastu hmotnostného ubytku, o modze byt spdsobené
rovnako, ako Vvpripade PLA, adapticiou mikrobiomu kompostu na podmienky.
Nizky hmotnostny ubytok v pociatkoch kompostovaciecho testu mohol byt spdsobeny
pritomnost'ou viacerych zdrojov uhlika — hlavne sachar6zy a polyméru. Tento jav sa nazyva
diauxia, a v takomto pripade dochadza k prvotnému spracovaniu jednoduchsicho zdroja uhlika
mikroorganizmami, v naSom pripade hlavne sacharézy. Zdrojom uhlika pre niektoré druhy
mikroorganizmov mohol byt aj kukuri¢ny olej alebo Skrob, avSak druhy spomenuty uz patri
medzi polyméry. Skrob moze byt niektorymi mikroorganizmami utilizovany jednoduchsie
ako PHB, avsak U niektorych mikroorganizmov to moze byt’ prave naopak. Preto nie je mozné
jednoznacne urcit, ¢i islo o vyuzitie polysacharidov dodanych v komposte, alebo skimanych
polymérov. V druhom tyzdni experimentu bol zaznamenany hmotnostny ubytok okolo 5 %,
ktory linearne stipal az do 5. tyzdia, kedy dosiahol priblizne 33 %. Tento vysledok je zatazeny
vys$Sou smerodajnou odchylkou, ¢o méze byt dosledkom zmeny mikrobidlneho konzorcia
Vv prostredi kompostu. Tato zmena méze mat’ za dosledok aj konStantny hmotnostny tbytok
az do siedmeho tyzdna. PHB je nachylnejsi k biologickej degradacii, avSak je potrebna
pritomnost’ mikroorganizmov, ktoré produkuju PHA depolymerazy [68]. V prostredi kompostu
mohlo v tomto ¢ase dojst k prevahe mikroorganizmov, ktoré neprodukuju tieto enzymy,
atym bola degraddcia spomalend. V poslednom tyzdni experimentu doSlo k ndrastu
hmotnostného ubytku na hodnotu priblizne 40 %. Vysledky tohto experimentu moézu
naznacovat, ze v porovnani srychlostou hmotnostného tubytku PLA, PHB podlieha
predovSetkym biologickej degradacii, avSak pre potvrdenie tejto hypotézy prebehli nasledujice
analyzy.

4.2.2 Sledovanie zmien molekulovych hmotnosti polymérov pomocou SEC

Degradaciou polymérov dochadza k skracovaniu ich retazcov, o sa prejavi na ich molekulove;j
hmotnosti. Analyza molekulovych hmotnosti polymérov v priebehu kompostovania poskytne
informacie o ucinnosti hydrolaz, a teda schopnosti polyméru podliehat’ degradacii v prostredi
kompostu. Hmotnostne stredna molekulova hmotnost (Mw) je Vvhodnou veli¢inou
znézorfujicou zmenu dizky retazcov. Pocetne strednd molekulova hmotnost’ (Mn) je pri tomto
experimente taktiez vhodna, pretoze degradacia mdze v istom Case prebiehat’ iba na povrchu
a molekulové hmotnosti v jadre polyméru sa nemusia menit’. Tato veliina pracuje s pocetnym
zastipenim jednotlivych hmotnosti aspolu s Mw dodavaji celkovy obraz o zmene
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molekulovych hmotnosti. Poslednou doélezitou veli¢inou je index polydisperzity D
(viz. rovnica 4), ktory vyjadruje mieru uniformity vel'kosti retazcov polyméru.

p=" (4)

Kde My je hmotnostne stredna molekulova hmotnost a My je pocetne stredna molekulova
hmotnost’. Idedlny polymér ma b rovny 1, av§ak u biopolymérov sa pohybuje medzi hodnotami
1,8 az 2. Pre stanovenie molekulovej hmotnosti v tomto experimente boli vybrané vzorky
zo vsetkych 8. tyzdiov a taktiez povodné granule polymérov.
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Na obr.12 st zobrazené zmeny molekulovych hmotnosti PHB v priebehu experimentu
atiezzmena indexu polydisperzity. Vysledky ukazuju skracovanie retazcov v priebehu
experimentu, pricom najvacsi rozdiel nastal uz v priebehu prvého tyzdna. V 5. tyzdni doslo
Kk ustaleniu molekulovej hmotnosti na priblizne rovnakej hodnote, ¢o koreluje s vysledkami
Z gravimetrickej analyzy. V tomto momente mohlo ddjst’” k zmene mikrobiomu v prostredi
kompostu a mohli sa vyskytovat’" mikroorganizmy, ktoré neprodukuju PHA depolymerazy.
Taktiez sa mohlo stat’, ze polyméry uz neobsahovali dostatocné mnozstvo kratkych retazcov
pre enzymaticki degradaciu, ¢o moze potvrdzovat tiez index polydisperzity,
ktory medzi 4. a 5. tyzdiom viditeI'ne poklesol [117]. Tento jav popisal Li a kol. (viz. [117]),
ktory  Studovali enzymaticki  degradiciu  kopolyméru obsahujiceho monoméry
3-hydroxybutyratu a MCL-HA. Prisli na to, ze rychlost’ enzymatickej degradacie ovplyviiuje
dizka postrannych retazcov polyméru, konkrétne PHA s krat$imi postrannymi retazcami
st nachylnejsie k degradacii pomocou PHA depolymerazy [117]. Zmeny molekulovej
hmotnosti PHB boli skimané vedeckou skupinou Weng a kol. (viz. [113]), ktory pozorovali
degradaciu roznych kopolymérov, ale aj homopolyméru PHB. Sledovali vSak len pocetne
stredni  molekulovi hmotnost’ a pociatocna Mn PHB bola stanovenda na 240 kDa,
kym Vv tejto praci bola 137,6 kDa. Za 30 dni kompostovania pozorovali ubytok o 25 %,
pri¢om V tejto praci bol po 4. tyzdni ibytok Mn 0 priblizne 60 % [113].
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Obr. 13: Priklad chromatogramu z pristroja SEC-MALS pre PHB a PLA

Pre tato metddu boli tiez pripravené a stanovené vzorky amorfného a semikrystalického PLA,
avsak po analyze aspracovani vysledkov sa ukédzalo, Ze molekulové hmotnosti
kompostovanych polymérov st prili§ nizke, ¢o sposobilo vysoké smerodajné odchylky
stanovenia. Tieto hodnoty boli v medziach detekcie pristroja, ale hodnoty boli prili$ nizke
asplyvali so Sumom. Tiez boli zretelné viaceré piky o nizkych intenzitich. Na obr. 13 je
zobrazeny priklad chromatogramu vzoriek PLA v porovnani so vzorkami PHA, ktory nie je
pouziteI'ny na doveryhodné stanovenie molekulovych hmotnosti, pretoze vzorky PLA uz
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neposkytovali odozvu. Pre tieto vzorky by bola vhodna citlivejSia metoda schopnd detegovat
nizsie molekulové hmotnosti.

4.2.3 Hodnotenie povrchovych zmien polymérov

Hodnotenie vzhladu vzoriek degradovanych polymérov méze zabezpecit prvé informadcie
0 priebehu procesu. Vizualne hodnotenie na makroskopickej irovni méze prebiehat’ uz pocas
experimentu, a vd’aka takymto informaciam moéze byt postup kompostovania upravovany.
Vizualne hodnotenie bolo rozdelené na makroskopické — okom, a mikroskopické — pomocou
skenovacieho elektronového mikroskopu.

4.2.3.1 Vizudlne hodnotenie polymérov na makroskopickej urovni

Vizuélne zmeny jednotlivych polymérov boli dost’ odlisné, hlavne sa lisili zmeny granul PHB
od granul amorfného a semikrystalického PLA. Na obr. 14 je zobrazena degradacia amorfného
PLA po treti tyzden. V Stvrtom tyzdni vrecuSsko stile obsahovalo castice polyméru,
avSak ich mnoZstvo bolo minimalne a manipulacia s nimi naro¢na, preto tato vzorka nie je
zobrazend. Na pociatku experimentu bolo amorfné PLA vo forme priehl'adnych granul.
Uz po prvom tyzdni bola viditeI'na zmena v priehl'adnosti a tvrdosti granul pri krajani. Granule
sa pri manipulacii s nimi 'ahko rozpadavali a dochadzalo k odlupovaniu povrchovej vrstvy.
Po druhom tyzdni bol uz viditel'ny tbytok materidlu. Doslo k zmensSeniu granul a lamaniu
materialu na mensie a ostrejsie Castice. V tretom tyzdni bolo mnozstvo grantl viditeI'ne mensie
a objavilo sa vicsie mnozstvo malych, takmer prachovych ¢astic. Tieto pozorované zmeny
indikujt prevazne objemovu degradaciu, ktora prebieha prevazne pri abiotickej degradacii.

2. tyzden

Obr. 14: Priebeh degraddcie amorfného PLA

V pripade semikrystalického PLA boli zmeny pocas kompostovacieho testu podobné
ako pri amorfnom PLA, avSak prebichali pomalsie. Obr. 15 zobrazuje granule
semikrystalického PLA po dvoch, Styroch a Siestich tyzdioch experimentu.
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2. tyzden

Obr. 15: Priebeh degradacie semikrystalického PLA

Z obr. 15 je zrejmé, Ze granule v druhom tyzdni zacali javit' znamky degradacie. POvodné
granule maju mierne mliecne zafarbenie, kym granule v druhom tyzdni boli vyrazne belSie
a nepriehl'adné. Dochédzalo k Stiepeniu granil na mensSie Castice, az praSok. V Stvrtom tyzdni
doslo krozpadu grantl na menSie, nepravidelné Struktury. Taktiez sa viditelne znizilo
ich mnozstvo. V Siestom tyzdni je na vzorke viditelné mierne znelistenie z prostredia
degradacie (kompostu). V tomto tyzdni boli granule krehkejsie a boli viditené vacsie zhluky
viacerych granul, o mohlo byt sposobené teplotou prostredia. Tieto poznatky mozu
vykazovat’, rovnako ako pri amorfnom PLA, degradaciu granul prevazne abiotickymi faktormi.
Abioticky rozklad polymérov vedie k vzniku mikrocastic, ktorych osud je doposial’ nejasny.
V poslednej dobe st avsak Castou témou mikrocastice vzniknuté z petrochemickych polymérov
(tzv. mikroplasty), ktoré sposobuju velké problémy v zneéisteni zivotného prostredia.
Mozu sa dostavat’ do potravinového retazca alebo narusat’ niektoré vlastnosti pddy.
Mikroplasty moZzu vznikat' v oceane zneCistenom plastovym materialom, kde dochadza
kich rozpadu. Nasledne moézu klesnat’ na dno, kde hrozi pozitie morskou faunou,
¢im sa mozu dostat’ do morského potravinového retazca a dalej aj do I'udskej potravy [118].
Preto je dolezitou témou osud a ekologicky dopad mikro€astic PLA, ktoré mdzu vznikat
aj pri kompostovani.

2. tyzden

Obr. 16: Priebeh degradacie PHB

Degradacia PHB prebichala vizualne odlisne, ako degradacia PLA. Obr. 16 zobrazuje vzorky
odobraté po druhom, Stvrtom a 6smom tyzdni. Z obr. 16 je zrejmé, ze v procese experimentu
neubudal pocet granul, ani nedochadzalo k viditelnému Stiepeniu na mensie ¢astice. Po druhom
tyzdni nebola vidite'na Ziadna zmena oproti povodnym granulam. V nasledujucich tyzdiioch
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dochadzalo k povrchovym zmendm, ktoré su viditelné na vzorkdch zo Stvrtého
a 6smeho tyzdna. Dochddzalo k zmenSovaniu grantl a jemnému mliecnemu zakaleniu hran
peliet. V pripade PHB pozorované zmeny naznacuju, ze ide prevazne 0 biologicku degradaciu
a prebieha prevazne povrchovo.

4.2.3.2 Vizudlne hodnotenie polymérov na mikroskopickej uirovni pomocou SEM

Pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie sa naskytuje moznost’ blizsie sledovat’ zmeny
na povrchu materidlov, preto bola pouzitd ako v tejto praci, tak aj v inych studiach sledujicich
degrada¢né procesy (viz. [113, 119,120]). Pre analyzu boli vybraté vzorky z celého priebehu
experimentu a referen¢na vzorka pévodného materialu.

Na obr. 17 aobr. 18 s zobrazené snimky z elektronového mikroskopu vzoriek amorfného
PLA. V tomto pripade boli snimané vzorky z prvého, druhého a treticho tyzdna z dévodu
naslednej kompletnej degradacie granul. Na snimke B, ktora zobrazuje granulu po 1. tyzdni
experimentu, st viditelné povrchové zmeny, podla ktorych moze byt urCeny spdsob
degradacie. Na tejto snimke st viditelné porovité zmeny, ako aj opakované zlomy a €lenité
utvary. Zvrasnenia a Clenité utvary st vysledkom abiotickej degradacie, kavitacia je spdsobena
dezintegraciou materialu enzymami produkovanymi mikroorganizmami. Snimka C aD
na obr. 17 zobrazuje nasledujice tyzdne experimentu (2. a 3.). ViditeI'na je uz prevaha ulomkov
nad kavitami, ¢o mdze znamenat’ pociatocnu prevahu biodegradacie a naslednu degradaciu
krehkejSieho polyméru teplotou.
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Obr. 17: Snimka amorfného PLA, priblizenie 500x (A — povodnad,; B — 1. tyzden, C — 2. tyzden,
D - 3. yzden)
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Obr. 18 zobrazuje detailnt SEM snimku granule amorfného PLA v 1. a2. tyzdni.
Na snimke A st zobrazené¢ detailné poérovité useky, ktoré naznacuji pritomnost
mikroorganizmov schopnych produkcie depolymeraz a degradaciu polyméru pomocou nich,
teda biologickt degradaciu. Snimka B zobrazuje Clenité ttvary spdsobené pravdepodobne
tepelnou degradaciou. Tieto snimky ukazuji, Ze amorfné PLA teda podlicha ako abiotickej,
tak aj biologickej degradacii v prostredi kompostu. V uré¢itom okamihu (po 2. tyzdni) ale zacala
prevladat’ abiotickd degradacia vacsich granul, ktoré obsahovali eSte dlhé ret'azce polyméru.
Taktiez mohla popri tom pokracovat’ biodegradacia kratsich ret’azcov, avsak, ako bolo viditeI'né
aj z makroskopickych snimok granule sa uz rozpadavali na menSie Castice a prach. MenSie
Castice mohli byt zdrojom uhlika pre enzymy, avSak tieto vzorky nebolo mozné udrzat
Vo vrecuSku a d’alej analyzovat'.

Podobné zavery konstatoval aj Kale a kol. (viz. [121]). V ich stadii sledovali degradaciu flia$
vyrobenych z PLA Vv prostredi kompostu. Navrhovali zaver, ze degradacia PLA prebicha
dvojstupiovym  systétmom, ato  hydrolyzou  vidzieb na  kratSie  retazce,
ktoré mozu byt nasledne degradované enzymami [121].
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Obr. 19: Snimka semikrystalického PLA, priblizenie 500x, mierka zobrazuje 40 um (4 —
povodna vzorka; B — 2. tyzden; C — 6. tyzden; D — 8. tyzden)

Obr. 19 zobrazuje snimky z elektronového mikroskopu vzoriek semikrystalického PLA.
Na snimke B su viditeI'né zlomy a ¢lenité Gtvary, ktoré pokracovali aj v 6. a 8. tyzdni (C a D).
V porovnani je vzorka na snimke B ClenitejSia ako vzorky na snimke C a D. MoéZeme
konStatovat, Ze u semikryStalického PLA nebola viditelnd biologickd degradacia,
pretoze na snimkach zo SEM neboli ndjdené Ziadne podrovité cCasti spdsobené enzymami.
Biodegradacia mohla prebiehat’, podobne ako u amorfného PLA, uZ na odstiepenych Castiach
polyméru, ktoré obsahovali kratSie, uz degradované retazce. Snimky zobrazujice posledné
tyzdne experimentu (C a D) vykazuji vyssiu pravidelnost, ¢o moézu byt nedegradované
semikrystalické oblasti, ktoré podliechaju degradacii pomalSie. Tato skutocnost’
mdze byt spdsobend posobenim medzimolekularnych sil a usporiadanostou retazcov
v semikryStalickych oblastiach, vd’aka ¢omu je Stiepenie vdzieb medzi nimi narocnejsie.
Taktiez sa so zvySujicim sa obsahom semikrystalickej oblasti zvySuje teplotna odolnost’ PLA,
¢o modzeme aplikovat' aj na tento experiment. V porovnani s amorfnym PLA prebiehala
degradécia analogicky, avSak pomalSie. U semikrysStalického PLA pravdepodobne doslo
k prvotnej degradacii amorfnej oblasti, ktora je menej odolna voci teplote z dovodu mensej
usporiadanosti retazcov a naslednej postupnej degradacii semikrystalickych oblasti.
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Obr. 20: Snimka PHB, priblizenie 1000x, (A — 2. tyzden; B — 4. tyzden; C — 6. tyzden; D — 8.

tyzden)
Na obr. 20 st zobrazené snimky z elektronového mikroskopu vzorieck PHB. Snimky A, Ba C
zobrazuju vzorky PHB po 2., 4. a 6. tyzdni experimentu. Je viditeInd zvySena porovitost
povrchu, ¢o znamend degradaciu pomocou enzymov. Snimka D zobrazuje povrch granule
po 8. tyzdni kompostovania. Su viditelné¢ velké pory adezintegracia povrchu
oproti predchadzajucim snimkam, ¢o moze byt spdsobené hlavne enzymatickou degradaciou
materidlu od povrchu do vnutra.
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Obr. 21: Snimka PHB, priblizenie 500x (A — pévodna vzorka, B — vzorka po 8. tyzdnoch)

Na obr. 21 je zobrazené porovnanie povrchu poévodnej granule polyméru a granule
po 8. tyzdiioch experimentu. Snimka A zobrazuje pévodnt vzorku PHB, ktorda ma pomerne
hladky povrch neobsahujuci ziadne ¢lenité oblasti. Snimka B obsahuje mnoho vakancii a pérov,
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ale taktiez su viditelné priecne zlomy, ktoré moézu znamenat' degradaciu pomocou tepla,
ktord spdsobuje ldmanie granil na menSie. V porovnani s makroskopickym pozorovanim,
kedy bolo viditeI'né iba zmensovanie granul, mézeme konstatovat’, ze degradacia PHB prebieha
primarne biologicky, ale taktiez nemo6zme vylucit' abiotickil degradaciu po urcitom case.
Ked’ze priecne zlomy boli viditelné az na snimke z posledného tyzdna experimentu,
je pravdepodobné, ze k abiotickej degradacii PHB by doslo v pokrocilejsej faze rozkladu.
Pre potvrdenie by bolo vhodné, aby experiment s polymérom prebiehal v dlh§om ¢asovom
useku. V porovnani so semikrystalickym PLA (obr. 19, snimka B), ktory degraduje primarne
abioticky je velkost’ zlomov na povrchu PHB omnoho mensia. Podobné zavery konstatoval
Weng a kol. (viz. [113]), ktori tvrdili, Ze degradidcia PHB prebiecha enzymatickou erdziou
od povrchu do vnutra granule [113].

4.3  Vysledky analyz vzoriek kompostov
4.3.1 Stanovenie enzymovej aktivity esteraz
4.3.1.1 Optimalizdcia testu

Postup experimentu bol prebraty zknihy ,Methods in Applied Soil Microbiology
and Biochemistry*, kapitoly ,,Enzyme activities* (Kassem Alef a Paolo Nannipieri, viz. [116]).
Po uskutoc¢neni prvého testu bola kvoli podmienkam v laboratdriu a povahe testovanej latky
potrebnd optimalizacia. V pévodnom experimente bol Standardny roztok pred pouzitim
na kalibraciu riedeny 100-krat, avSak pre nase vzorky bolo vhodnejSie ho neriedit.
Taktiez bola optimalizovana navazka kompostu pre reakciu, vybrané boli navazky 0,1; 0,05;
0,01; 0,005 a0,001 g. Ako najvhodnejSia sa preukazala navdzka 0,01 g, ktord bola
d’alej pouzivana. Z hl'adiska casovej, finan¢nej a manipulac¢nej naroc¢nosti bola enzymova
aktivita stanovena pre jeden tyzden a vzorku povodného kompostu. Tento experiment slazil
primarne na hodnotenie pouzitelnosti metody pre analyzu kompostu ajej optimalizacie
pre d’alSie merania.

4.3.1.2 Vysledky analyzy

Pre vyuzitie polymérnych substratov mikroorganizmami je dodlezitd produkcia vhodnych
extracelularnych hydrolytickych enzymov. Tieto enzymy maji za Ulohu Stiepenie vézieb
Vv pouzitych polyméroch. V tejto praci boli pouzité prave polyestery, preto moéze byt oCakavana
pritomnost’ hlavne esteraz. Polyhydroxalkanoaty su Stiepené prevazne PHA depolymerazami,
ktoré¢ sa tiez radia medzi esterazy. Taktiez mdézu byt Stiepené pomocou niektorych
extracelularnych lipaz. Na rozdiel od nich vSak PHA depolymerazy vykazuji omnoho vyssiu
substratovu Specifitu a nie su schopné Stiepit’ esterovi viazbu lipidov [70]. Pre Stiepenie PLA
je vzhl'adom na esterovu vézbu potrebna pritomnost’ esteraz, avsak pre polylaktat nebol zisteny
Specificky degradacny enzym, ako pre polyhydroxyalkanoéaty.

48



14 -

4
2 4
0

pévodny kompost a-PLA s-PLA bez polyméru

— —
oo [==] o8]
1 1 1

(=)}
1

a [pmolg-1.min-1]

Obr. 22: Aktivita esterdz v pévodnom komposte a vo vzorkach v 4. tyzdni

Na obr. 22 si zobrazené enzymové aktivity esterdz vo vzorke povodného kompostu
a vo vzorkach kompostu zo 4. tyzdna. Povodny kompost predstavoval kompost z pociatku
experimentu, ktory neobsahoval polyméry. Enzymové aktivita esteraz bola vo vzorke
povodného kompostu a vo vzorkach kompostu, ktoré obsahovali polyméry o nieCo vysSia
ako enzymova aktivita vo vzorke kompostu zo 4. tyzdna, ktory neobsahoval polymér.
Tato skuto¢nost’ naznacuje, ze v komposte boli pritomné mikroorganizmy schopné deterioracie
polyesterov anaslednej sekrécie esteraz. Vysoka enzymova aktivita bola zaznamenana
Vv komposte  obsahujuicom PHB. Esterazy pritomné Vv komposte spolu sPHB
pravdepodobne patrili do rodiny PHA depolymeraz. Tato vzorka je vsak tieZ zat'azena vysSou
smerodajnou odchylkou ako ostatné vzorky. Tato skuto¢nost’ modze byt spdsobend tym, Ze PHA
depolymeraza je vysoko $pecificka, a vzorky mohli byt odobraté prave z miesta kompostu,
kde bola nizSia abundancia tohto enzymu. V pripade vzoriek amorfného PLA
bola zaznamenana o nie¢o niz$ia enzymova aktivita. Kompost so semikrystalickym PLA
vykazoval enzymovu aktivitu esteraz vyssiu ako kompost s amorfnym PLA a takmer rovnaki,
ako vzorka kompostu s PHB. V porovnani skompostom bez polyméru mozeme
teda konstatovat, Ze pritomnost’ ¢i uz amorfného alebo semikrystalického PLA indukuje
produkciu extracelularnych esterdaz. Ako vsak naznacujui vysledky analyz ubytkov polymérov
(viz. kapitola 4.2) je schopnost’ tychto vyprodukovanych enzymov $tiepit’ tieto substraty mensia
ako v pripade PHB. Zaujimava je skutocnost, Zze aktivita esteraz v komposte so vzorkami
semikrystalického PLA je takmer rovnako vysoka, ako v pripade kompostu s PHB, kde bola
enzymatickd degradacia potvrdena pomocou SEM snimok (viz. obr. 20). V pripade
semikryStalického PLA vSak enzymatickd degradécia na zaklade predchédzajucich vysledkov
nefunguje v takom rozsahu, preto mohla byt zvysena aktivita esteraz sposobena pritomnostou
polyméru, avsak tieto esterazy neboli schopné plnohodnotne degradovat’ PLA.
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4.3.2 Sledovanie biodiverzity mikroorganizmov

Pre sledovanie biodiverzity mikroorganizmov v kompostoch boli pouzité mikrotitraéné
dosticky Biolog EcoPlates™. Obsahuji najvyuzitelnejSie zdroje uhlika pre fyziologické
profilovanie heterotrofnych mikrobialnych skupin v podach. Casto su pouZivané pre analyzu
dopadu ro6znych znecisteni pod, ako napriklad tazkych kovov alebo antibiotik (viz. [122]).
Vyrobca uvadza, ze tieto dosticky st vhodné pre analyzu mikrobiému rdznych pod, kompostu,
odpadovych vod, priemyselného odpadu a inych [123]. Ich vyuzitie vo vyskume ekologie
mdze mat’ pozitivny vplyv na zistovanie a hodnotenie zmien v Zivotnom prostredi.

V tejto praci boli pouzité na sledovanie zmien biodiverzity mikroorganizmov v komposte
v priebehu kompostovacieho procesu. Analyzovana bola vzorka pévodného kompostu, vzorky
kompostov zo vSetkych reaktorov v 4. tyzdni a v 8. tyzdni. Pomocou nich bolo cielom zistit,
ako a ¢i vobec jednotlivé polyméry ovplyviiuju mikrobiom v prostredi kompostu v porovnani
s kompostom bez polymérov. Boli spocitané¢ publikaciami odporucané hodnoty AWCD,
Shannonov index diverzity (H) adata boli spracované analyzou hlavnych
komponentov (PCA) [122, 124].

4.3.2.1 Priemerny vyvoj farby jamky (AWCD)

Priemerny vyvoj farby jamky ukazuje mieru intenzity vyuZzivania substratov v danej sade
jamiek pritomnymi mikroorganizmami. Touto S$tatistickou analyzou sa da urcit’ priemerna
aktivita danych mikroorganizmov v ¢ase, priCom hodnoty st znormalizované,
¢im je eliminovany vplyv pociato¢ného mnozstva buniek inokulovanych do jamiek.
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Obr. 23: AWCD pre vzorky kompostu zo 4. tyzdna a pévodného kompostu

Na obr. 23 je zobrazené AWCD vzorky povodného kompostu v porovnani so vzorkami
kompostu zo 4. tyzdina. Pévodny kompost reprezentoval kompost na pociatku experimentu
bez polymérov. Jeho analyza bola prevedena pre porovnanie vyvoja kompostov v procese testu.
Z obr. 23 je vidite'ny vyrazny rozdiel vo vyvoji farieb jamiek povodného kompostu a ostatnych
vzoriek. Nizky priemerny vyvoj farby jamiek moze byt sposobeny tym, Zze vzorka povodného
kompostu bola oproti ostatnym vzorkam v pociato¢nej faze dozrievania, preto v porovnani
so vzorkami z procesu kompostovania moze obsahovat’ niz$iu koncentraciu mikroorganizmov.
Rovnako sa mohlo stat, ze do kompostu boli v priebehu kompostovania zanesené
mikroorganizmy z vonkajsieho prostredia, ktoré rozsirili pocet druhov atym aj moznost
utilizacie vicsieho rozsahu substratov. Vo vzorkdch kompostov s PHB, semikryStalickym PLA
abez polyméru je Vprvych hodinach inkubacie viditelny strmsi narast AWCD,
¢o mdZe znamenat' rychlejSiu adaptdciu druhov mikroorganizmov na rbzne substraty.
V pripade vzorky kompostu s amorfnym PLA je tento narast pomalsi, avSak v kone¢nom
dosledku dosahuju vsetky vzorky z 4. tyzdna podobné hodnoty. Tato skutoCnost’ moze
znamenat, ze vo vzorkdch odobratych zo 4. tyzdna procesu kompostovania su druhy
mikroorganizmov schopné rychlejSej adaptacie na rozne druhy substratov ako vo vzorke
povodného kompostu. Narast AWCD vo vSetkych vzorkach zo 4. tyzdita mal podobny trend,
kym vo vzorke pévodného kompostu je vyvoj AWCD skor konstantny. Zaujimavost'ou bolo,
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ze pri vzorke povodného kompostu doslo k zmene farby kontrolnej jamky, ktora obsahovala
iba vodu, tetrazoliové farbivo adanu vzorku. Tetrazoliové farbivo sa redukuje zmenou
redoxného potencidlu, ¢o moédze znamenat, ze zmeny redoxného potencidlu vzorky
pocas inkubacie umoznili jeho redukciu.
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Obr. 24: AWCD vzoriek kompostu z 8. tyzdna

Obr. 24 zobrazuje AWCD pre vzorku pdvodného kompostu v porovnani so vzorkami kompostu
z 8. tyzdna, ¢ize posledného tyzdna degradacie polymérov. V tejto sade vzoriek je markantny
rozdiel medzi vzorkou kompostu obsahujucou semikrystalické PLA  (s-PLA)
a ostatnymi vzorkami. Tento rozdiel mohol byt spdsobeny niZSou aktivitou mikrobiomu
zdbévodu nepritomnosti amorfnej oblasti polyméru, ktora moéze byt nachylnejSia
k enzymatickej degradacii, ato vdaka lepSej pristupnosti k védzbam. V dosledku
toho mohlo dojst’ k hladovaniu niektorych druhov neschopnych utilizacie inych komponent
kompostu a k ich naslednému odumretiu. Podobne ako u vzoriek z 4. tyzdna (viz. obr. 23)
je vo vzorkach z 8. tyzdna viditeI'ny podobny trend narastu, kym v 4. tyzdni dosahuje s-PLA
najvyssie hodnoty spomedzi vsetkych vzoriek. Vzorka kompostu bez polyméru dosahovala
tiez nizSie hodnoty ako vzorky s obsahom PHB a amorfnym PLA. Mohlo to byt spdsobené
tym, Ze pritomnost biologicky odburatelnych bioplastov evokuje vysSiu rozmanitost
a pritomnost’ druhov schopnych rychlejsej adaptacie na viac druhov substratov.
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4.3.2.2 Shannonov index diverzity

Shannonov index diverzity (H') zobrazuje umerny farebny vyvoj jamky oproti celkovému
farebnému vyvoju vsetkych jamiek v sade. Ide o0 ¢asto pouzivany index, ktory sa zameriava
na meranie réznorodosti druhov vzhl'adom na ich jednotnost’ [125]. V tomto pripade hodnota
H' popisuje schopnost’ bakterialneho mikrobiomu utilizovat’ viac alebo menej typov zdrojov
uhlika, preto ide o index fyziologickej diverzity bakteridlnej komunity. Vyssie hodnoty indexu
dosahujt mikrobialne spolo¢enstva schopné utilizovat’ viac substratov [125].
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Obr. 25: Shannonov index diverzity pre vzorku povodného kompostu a vzorky z 4. tyzdna

Vo vzorkach kompostov z 4. tyzdina a pévodného kompostu (viz. obr. 25) nastal v celom
priebehu inkubécie mierny narast indexu biodiverzity, priemerne o 0,02, ¢o je vSak hodnota
blizka hodnotdm smerodajnych odchylok vo vSetkych vzorkach. Vzorka povodného kompostu
ma miernej$i nérast biodiverzity v procese inkubacie, ¢o znamenalo pomalSie zintenzivnenie
sfarbenia jamiek. Koneéna hodnoty indexu biodiverzity povodného kompostu dosiahla hodnotu
3,35. Této hodnota bola niz8ia v porovnani so vzorkami kompostov z 4. tyZzdiia kompostovania.
Tento fakt moze byt spdsobeny tym, ze pévodny kompost mohol byt’ este v pociatocnej faze
dozrievania, kedy dochadza k vyvoju mikrobiomu a nemusel obsahovat' dostatok druhov
mikroorganizmov.

V pripade vzorky kompostu obsahujiceho granule PHB bol index biodiverzity po celi dobu
inkubécie o nie€o vys$i nez u ostatnych vzoriek. Téato skutocnost’ méze znamenat zvysSenu
rozmanitost’ mikrobidlneho spolocenstva schopného spracovavat viac druhov uhlikovych
substratov. Vyssia kone¢na hodnota indexu biodiverzity kompostu s PHB nez pévodného
kompostu moéze znamenat’ lepSiu schopnost’ adapticie kompostu na rozne substraty.
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V porovnani so SEM snimkou povrchu degradovanych granil PHB (viz. obr. 20),
kde bola viditelna tvorba porov spdsobend enzymami, a faktom, ze PHB je enzymaticky
degradované pomocou S$pecifickych PHA depolymeraz, mézeme konStatovat, ze mierne
zvySenie biodiverzity oproti ostatnym vzorkam mohlo nastat z dovodu pritomnosti
mikroorganizmov metabolicky schopnych produkovat’ extracelularne PHA depolymerazy.

U vzoriek s amorfnym a semikrystalickym PLA bol kone¢ny index biodiverzity vyssi,
nez U vzorky povodného kompostu, avSak v porovnani sindexom biodiverzity kompostu
Z 4. tyzdna bez polyméru nebola zaznamenana ziadna vyrazna zmena. Porovnanim s analyzou
hmotnostného ubytku tychto polymérov (viz. obr. 11), mézeme konstatovat’, Ze nie je viditeI'na
vyraznejSia aktivita mikroorganizmov v pritomnosti semikrysStalického PLA Vv prostredi
kompostu.

U amorfného PLA (a-PLA) bolo pomocou SEM snimky (viz. obr. 17, snimka B) detegovana
povrchova degradacia enzymami v 2. tyzdni, ktort nasledne pravdepodobne prevysila abioticka
degradacia. Index biodiverzity vzorky zo 4. tyzdna ukazal, ze v porovnani so vzorkou
bez polyméru bola na pociatku inkubacie vyssSia biodiverzita vo vzorke s a-PLA. Analyza
aktivity esteraz (viz. obr. 22) tiez ukazala vysSiu aktivitu v porovnani so vzorkou bez polyméru,
¢o mdze znamenat zvySenu aktivitu niektorych druhov schopnych sekrécie extracelularnych
esteraz. Vo vreciSku zo 4. tyZzdna bolo ndjdené minimalne mnozZstvo grandl,
ktoré boli rozpadnuté na prach, preto mohli zvysky pritomné v komposte podliehat’ degradacii
esterazami za uc¢elom rozkladu exogénneho polyméru a vyzivovania ich producentov.
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Obr. 26: Shannonov index diverzity pre vzorku povodného kompostu a vzorky z 8. tyzdna
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Vo vzorkach kompostov z 8. tyzdna procesu degradacie (viz. obr. 26) nastal podobny trend
ako vo vzorkach z 4. tyzdina. Pocas celého procesu inkubacie doslo k miernemu narastu indexu
diverzity, ¢o je sposobené zintenzivnenim sfarbenia v jednotlivych jamkach, teda dosiahnutim
maxima rastu mikroorganizmami. Ddlezitym ukazovatelom je konecna hodnota,
ktora pri porovnani vzoriek kompostov s bioplastami a prazdneho kompostu ukazuje mieru
vplyvu pritomnosti bioplastov na biodiverzitu kompostu. Vzorka pdvodného kompostu
a kompostu z 8. tyzdia bez polyméru dosahovali takmer identické hodnoty indexu biodiverzity.
Porovnanim s kompostom z 4. tyzdna bez polyméru, kedy bola tato hodnota o nieco vyssSia,
mohlo dojst po 8. tyzdihoch k miernemu zostarnutiu kompostu, teda Kk vymretiu
niektorych mikrobialnych druhov. Podl'a Yang a kol. (viz. [126]) dosahuje vzorka kompostu
pridaného k pdde hodnoty H' okolo 3,2, ¢o je hodnota iba mierne nizsia ako hodnota dosiahnuta
V tejto praci. Podla Liu a kol. (viz. [122]) dosahuje Shannonov index biodiverzity pody hodnoty
priblizne 3,16, ¢o je hodnota blizka hodnote kompostu. Autori Furtak a kol. (viz. [127])
analyzovali rie¢nu vodu a zistili, ze index biodiverzity je priblizne 4,94, ¢o je omnoho vysSia
hodnota, ako v pode alebo komposte.

Nizsia hodnota biodiverzity kompostu s PHB z 8. tyzdna v porovnani so vzorkou kompostu
s PHB z 4. tyzdiia m6ze znamenat’ vyselektovanie druhov v procese kompostovania a nasledna
zvysenu aktivitu iba adaptovanych druhov. NiZsia biodiverzita moze tiez vysvetl'ovat’ stagnaciu
hmotnostného tbytku v predposlednych tyzdioch degradacie (viz. obr. 11). Yeng a kol.
(viz. [126]) zistili, ze hodnota Shannonovho indexu biodiverzity v komposte sa moze
pohybovat’ v rozmedzi 2,8-3,2, ¢o je v porovnani s nami stanovenymi hodnotami viditeI'ne
nizSie. To znamena, ze sa v mikrobiome nasich kompostov nachddza viac mikrobialnych
druhov, ateda pravdepodobnost vyskytu producentov PHA depolymeraz je vyssia.
To naznacuju aj snimky SEM analyzy PHB z 8. tyzdna (viz. obr. 21), kde st viditené pory
sposobené enzymatickou aktivitou.

Shannonov index diverzity bol pre vzorku s amorfnym PLA z 8. tyzdia v rovnakych hodnotach
ako v pripade vzorky z 4. tyzdna. Prekvapujuco v$ak dosahoval najvyssie hodnoty vV porovnani
s ostatnymi vzorkami z 8. tyzdna. V tomto tyzdni degradacie uz neboli vo vrecuskach
zachytené ziadne zvysky polyméru a pravdepodobne doslo ku kompletnej degradacii.
Ako je viditeI'né v makroskopickej analyze a-PLA (viz. obr. 14), vzorky dostatocne velké
pre manipulaciu boli iba do 3. tyzdha kompostovania. Pri SEM snimkach (viz. obr. 18)
boli viditelné zmeny na povrchu grantl sposobené enzymami. Podobné hodnoty H'
ako vo vzorke z 8. tyzdha boli zaznamenané vo vzorke kompostu z 4. tyzdna degradacie
(viz. obr. 25), kedy mohli byt vkomposte pritomné eSte nedegradované mikrocastice
polyméru. Preto by mohlo byt pravdepodobné, ze mikroorganizmy pritomné v mikrobiome
kompostu vyluCuju extracelularne esterazy, ktoré Stiepia PLA. PresnejSie tvrdenia
si vSak vyzaduju blizsie analyzy, ako napriklad molekularne genetické pristupy.

Vzorka so semikryStalickym PLA z 8. tyZzdiia zaznamenala niZ§i index diverzity ako bol zisteny
vo vzorke z 4. tyzdna. Tento vystup koreluje s AWCD rovnakej vzorky (viz. obr. 24), kedy bola
oproti vzorke z 4. tyzdna vyrazne znizena schopnost mikrobiomu utilizovat' viac druhov
substratov. Tato skuto¢nost’ mohla byt sposobend tym, Zze v poslednom tyzdni degradacie
s-PLA bola uz amorfna oblast’ degradovana a zostavala iba krystalicka oblast’, ktora nebola
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dostupnd pre niektoré¢ druhy mikroorganizmov, ¢im mohla byt znizend rozmanitost
mikrobiomu kompostu. Tuto teériu potvrdzuji aj analyza hmotnostnych ubytkov a SEM
snimky (viz. obr. 11 aobr. 19), kde je viditeI'ny postup degradacie, ktory ukazuje primarnu
degradaciu amorfnej oblasti anésledni pomalSiu degraddciu semikrystalickej Casti.
V porovnani s indexom biodiverzity kompostu z 8. tyzdna bez polyméru je tato hodnota
0 nieCo nizsia, ¢o mdze znamenat’ negativne ovplyvnenie rozmanitosti mikrobiomu kompostu
s dlhSou pritomnost'ou semikrystalického PLA. AvsSak tento rozdiel spadd do rozmedzia
smerodajnej odchylky, preto mdézeme povedat, Ze rozdiel medzi vzorkami nie je Statisticky
vyznamny.

4.3.2.3 PCA analyza

Analyzou hlavnych komponentov (PCA) boli spracované vysledky inkubacie sledovania
biodiverzity kompostu. Pre analyzu boli pouzité normalizované hodnoty vyvoja farby (WCD)
jamiek z posledného ¢asu inkubécie, teda 168 hodin. Podla Xu a kol. (viz. [124]) su idealne
hodnoty pre pouzitie na PCA analyzu v rozmedzi 144—168 hodin inkubacie, kedy st hodnoty
uz ustalené a na vyvoji sfarbenia sa podiel'aju aj pomalSie rastice mikroorganizmy, ako st
plesne [124]. Pomocou PCA dochadza k zjednoduseniu velkého mnozstva premennych
do dvoch zékladnych komponent zobrazujicich vplyv vsetkych sledovanych premennych,
vdaka ¢omu je mozné sledovat podobnost vzorieck v dvojrozmernom zobrazeni.
V tomto pripade sme mali 31 premennych, ¢o znamenalo kazdu jamku obsahujicu konkrétny
substrat. Pre PCA bolo vSak pouzitych len 30 premennych, pretoze ziadna zo vzoriek
nevykazovala Ziadnu rastovu aktivitu na 2-hydroxybenzoovej kyseline.
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Tab. 6. Oznacenie substratov vo vystupoch zo softvéru STATISTICA

¢islo substrat dislo substrat
1 B-metyl-D-glukozid 16 N-acetyl-D-gluk6zamin
2 D-galaktono-y-lakton 17 y-aminobutanova kyselina
3 L-arginin 18 L-treonin
4 metyl-pyruvat 19 glykogén
S) D-xyléza 20 D-gluk6zaminova kyselina
6 D-galakturénova kyselina 21 itakonova kyselina
7 L-asparagin 22 glycyl-L-glutamat
8 Tween 40 23 D-celebidza
9 i-erytritol 24 gluko6za-1-fosfat
10 L-fenylalanin 25 a-ketobutanova kyselina
11 Tween 80 26 fenyletylamin
12 D-manitol 27 a-D-laktoza
13 | 4-hydroxybenzoové kyselina 28 D,L-a-glycerofosfat
14 L-serin 29 D-jabl¢na kyselina
15 a-cyklodextrin 30 putrescin
1.0
05
4
i 0,0
05
1,0

-1.0 -0.5 0,0 05 1,0
Factar 1: 55,50%

Obr. 27: Vystup pre vzorky 4. tyzdna (vyvoj premennych — substrdtov)

Na obr. 27 je zobrazeny vystup zo softvéru STATISTICA, ktory popisuje vyvoj substratov
pre vzorky z 4. tyzdina. Tento vystup nam dava zaklad pre hodnotenie aktivity vzoriek
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kompostov na vybranych substratoch pre dany tyzdenn kompostovania. Vidite'nd je vysoka
rozmanitost vyvoja substratov, avSak predovSetkym II. alll. kvadrant predstavuje
smer vysokej aktivity vzoriek na va¢sine substratov.

4

3 L

bez polyméru

Factor 2: 24 B9%

B
ol
b

-10 -8 -A 4 -2 0 2 4 G 8
Factor 1: 55,50%

Obr. 28: Vystup pre vzorky z 4. tyzdna (aktivita vzoriek)

Vzorka z 4. tyzdha bez polyméru (viz. obr. 28) sa nachadza v centre grafu pri nulovych
hodnotach hlavnych komponent, ¢o ndm ukazuje, Ze tento kompost nevykazoval Ziadnu
selektivnu aktivitu voc¢i konkrétnej sade substratov. Preto tato vzorka modZe byt brana
ako referen¢na pre porovnanie vplyvu pritomnosti polymérov na vyvoj mikrobidlnych
konzorcii kompostu. Porovnanim obr. 27 a obr. 28 mézeme vidiet', Ze vSetky vzorky z 4. tyzdna
s obsahom polyméru vykazovali zvySené aktivity na vybranych sadach substratov. Vzorka
kompostu z 4. tyzdna s obsahom PHB vykazovala zvySent aktivitu na dvoch z 31 substratov,
konkrétne na D,L-a-glycerofosfate a o-ketobutdnovej kyseline. To znamend, Ze PHB
obmedzovalo vyvoj mikrobiomu V4. tyzdni, pricom vyraznejSiu aktivitu vykazovali
len mikroorganizmy schopné rastu na tychto substratoch. Vzorka kompostu s amorfnym PLA
vykazovala zvySenti aktivitu tiez na obmedzenom pocte substratov, napriklad
na itakonovej kyseline  a L-fenylalanine. ~Vzhladom k predoslym vysledkom prace
je zaujimavé, ze kompost so semikrystalickym PLA vykazoval zvySenu aktivitu na najvac¢Som
pocte substratov. Tato skuto¢nost mdze znamenat’, ze pritomnost’ semikryStalického PLA
v komposte po 4. tyzdnoch podnecovala aktivitu najvac¢Sieho mnozstva druhov a tym utilizacie
viac druhov substratov. Je teda zrejmé, ze v 4. tyzdni kompostovania semikrystalické PLA
neovplyviiovala negativne vyvoj pestrosti mikrobiomu, naopak je pravdepodobné,
ze bol tento kompost mikrobialne vel'mi pestry a adaptativny.
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Obr. 29: Vystup pre vzorky z 8. tyzdna (vyvoj premennych — substratov)
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Obr. 30: Vystup pre vzorky z 8. tyzdna (aktivita vzoriek)

Obr. 29 zobrazuje vyvoj substratov na vzorkach kompostov z 8. tyzdia. Je viditelny podobny
smer pre vSetky substraty, ¢o ul'ahcuje interpretaciu vysledkov. Porovnanim obr. 29 a obr. 30
vynikaji vzorky kompostov z 8. tyzdna obsahujice PHB aamorfné PLA. Tieto vzorky
sa nachadzali v oblasti, ktord zobrazovala zvySent aktivitu na vSetkych substratoch.
V porovnani so vzorkami z 4. tyzdna, kedy bola zvysena aktivita u oboch vzoriek iba na malom
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pocte substratov (PHB na dvoch a amorfné PLA na priblizne Styroch) mézeme konstatovat,
ze V procese kompostovania dochadza k rozsireniu aktivity réznych druhov mikroorganizmov,
a tym aj schopnosti utilizovat’ viac druhov substratov. V pripade pritomnosti PHB dochédza
k pomalému vyvoju mikrobiému, avSak v neskorSich tyzdiioch kompostovania je mikrobiom
vysoko aktivny vocéi Sirokej Skale substratov. Tuto skuto¢nost’ moéze potvrdzovat aj narast
hmotnostného ubytku PHB v poslednych tyzdiioch (viz. obr. 11).

Vo vzorke kompostu so semikrystalickym PLA z 8. tyzdia nie je viditelna Ziadna zvysena
aktivita na vybranych substratoch. Porovnanim so vzorkou z 4. tyZdna doslo k znizeniu aktivity
mikroorganizmov, ktoré boli vtedy vysoko aktivne. Tato skuto¢nost’ potvrdzuje hypotézu
z predchadzajucej analyzy, kedy bolo v 8. tyzdni znizené AWCD (viz. obr. 24 aobr. 26).
Podla vysledkov tejto analyzy mézeme teda tvrdit, Ze pritomnost’ semikrysStalického PLA
v komposte po dobu 8 tyzdnov ma skor negativny vplyv na aktivitu mikrobiomu.
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5 ZAVER

Tato diplomova praca pojednava o procese kompostovania. Bol vykonany pilotny experiment
kompostovacieho testu, ktory bol navrhnuty v diplomovej praci Ing. Juraja Vodic¢ku [115].
V tejto diplomovej praci bol vykonany experiment, ktory zahfiial proces kompostovania
biologicky odburatel'nych biopolymérov, konkrétne poly(3-hydroxybutyratu) a dvoch typov
polyesteru kyseliny mliecnej (amorfného a semikrystalického). Kompostovaci test bol
pripraveny podl'a normy IS/ISO 20200, ktora bola upravena tak, aby simulovala prostredie
skladky (pociato¢né zat'azenie polymérmi na 8 %). VzhI'adom k ostatnym dostupnym $tadiam
boli v tejto praci pouzité granule polymérov umiestnené vo vreckach. Proces kompostovania
trval po dobu 8 tyzdiov, kedy boli v pravidelnych intervaloch odoberané vzorky polymérov
a kompostu, ktoré boli dalej analyzované. Tento novy pristup poskytol novy pohlad
na studovanu problematiku.

Pocas 8 tyzdnov doSlo kredukcii hmotnosti grantl poly(3-hydroxybutyratu) o 40 %
z ich povodnej hmotnosti. Ich hmotnostny tbytok vykazoval linearny priebeh po 5. tyzden
procesu, kedy nastala stagnicia na hodnote okolo 33 % avV poslednom tyzdni doslo
k opdatovnému rastu. Hmotnostne stredna a pocetne stredna molekulova hmotnost’ klesli
po 8 tyzdioch o priblizne 65 %. V pripade amorfného PLA doslo v 5. tyzdni ku kompletnej
degradacii granul avo vreciskach uz dalSie nezostali. U semikrystalického PLA doslo
k redukcii hmotnosti granil o 70 % z ich povodnej hmotnosti. Krivka ubytku hmotnosti bola
analogicka amorfnému PLA, iba spomalena dosledkom vyS$Sej krystalinity.
Zatial’ sme pomocou metdody SEC-MALS neboli schopni ur¢it’ molekulovi hmotnost’ oboch
typov PLA, ¢o mdze byt predmetom d’alSieho skiimania.

Pomocou makroskopického hodnotenia granul PHB bola predpokladand degradacia primérne
pomocou extracelularnych enzymov, konkrétne PHA depolymerdaz. Tento predpoklad
bol potvrdeny vytvorenim SEM snimok, ktoré zobrazovali zmeny povrchu grantl PHB
v procese kompostovania. Na povrchu bola viditelna tvorba porov, ktoré su vysledkom
enzymatickej degradacie. Porovitost’ sa do posledného tyzdna zvySila a v rovnakom cCase
boli zaznamenané aj zlomy, ku ktorym dochadza predovsetkym pdsobenim abiotickych
faktorov. Makroskopickym hodnotenim granil amorfného aj semikrystalického PLA bolo
predpokladané, Ze degradécia prebieha hlavne posobenim abiotickych faktorov, z dovodu
Stiepenia granul na mensie ulomky. Pomocou SEM snimok bolo tato predpoved’ v pripade
semikrystalického PLA potvrdena. Na vzorkach amorfného PLA z 1. tyZdna vSak boli objavené
ako abiotické zmeny, tak aj zmeny sposobené enzymatickou degradéciou.
Preto predpokladame, Ze degradacia amorfného PLA prebieha na pociatku enzymaticky
a nasledne krehkej$i material zdegraduje abioticky.

Sledovanim enzymovej aktivity esteraz pri biodegradacii biopolymérov bolo zistené,
ze pritomnost’ polyesterov indukuje produkciu a aktivitu extracelularnych esteraz v porovnani
s kompostom bez pritomnosti polyméru. V tejto praci bol pouzity experiment, ktory bol
optimalizovany pre nase vzorky a vykonany ako pilotny pokus pre vzorky zo 4. tyzdna.
Pre d’alSie skimania by bolo zaujimavé vykonat’ tento experiment pre vzorky zo vSetkych
tyzdnov procesu kompostovania.
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Poslednou metdédou na analyzu kompostu bolo sledovanie mikrobialnej biodiverzity kompostu
pomocou mikrotitracnych dosti¢iek Biolog EcoPlates™. Pomocou tejto metddy bolo cielom
zistit', ¢i pouzité biopolyméry ovplyviuji mikrobiém v komposte. Priemernym vyvojom farby
jamky (AWCD) bola sledovana schopnost’ a rychlost’ adaptacie mikrobiomu na substraty
pouzité v mikrotitracnej dosticke. Pomocou Shannonovho indexu biodiverzity bola sledovana
zmena biodiverzity vzoriek kompostov v procese kompostovania. V pripade vzoriek s PHB
bola schopnost’ adaptacie mikroorganizmov rychlejSia a dosahovala podobné hodnoty
vo vzorkach z 4. aj 8.tyzdna. Index biodiverzity dosahoval vysSie hodnoty vo vzorkach
z 4. tyzdna, ¢o naznacuje selekciu producentov PHA depolymeraz v komposte. Vo vzorke
z 8. tyzdna bol Shannonov index biodiverzity o nie¢o nizsi, avsak tento vysledok potvrdil
uvahu o miernej zmene mikrobiomu v poslednych tyzdinoch procesu kompostovania PHB.
Zmeny vS$ak boli v rozsahu smerodajnej odchylky, preto nie su Statisticky vyznamné a nemdze
im byt kladena vysoka vaha. Porovnanim AWCD vzoriek obsahujucich semikrystalické PLA
z4. a8. tyzdna bolo zistené, Ze v poslednom tyzdni bola zaznamenand nizSia schopnost’
adaptacie a vyuzivania substritov mikroorganizmami. Predpokladdme, Ze tito skutocnost’
mohla byt spdsobena nepritomnostou amorfnej oblasti v semikrystalickom PLA. Index
diverzity vzorieck kompostu s amorfnym PLA dosahoval velmi podobné hodnoty
v 4.3aj V8. tyzdni. Porovnanim s ostatnymi analyzami sme zistili, ze degradacia amorfného
PLA prebicha spociatku posobenim extracelularnych enzymov  produkovanych
mikroorganizmami v mikrobiéme kompostu. Pre vzorky kompostu so semikrystalickym PLA
nastalo v 8. tyzdni zniZenie indexu diverzity, ¢o mohlo byt spdsobené nepritomnostou
uz zdegradovanej amorfnej oblasti v polyméri a nedostupnostou krystalickej oblasti
pre niektor¢ druhy mikroorganizmov (enzymov). ZniZenie indexu diverzity nastalo
aj vV porovnani so vzorkami kompostov, ktoré neobsahovali polymér. Tato skuto¢nost’ moze
znamenat negativne ovplyvnenie mikrobidmu kompostu pri dlhSej pritomnosti
semikrystalického PLA, avSak rovnako nie je Statisticky vyznamna.

Analyza hlavnych komponentov ukézala, Ze vzorky kompostu s PHB vykazujt po 4. tyzditoch
zvysenu aktivitu iba na dvoch substratoch, kym po 8. tyzditoch bola vidite'na zvySena aktivita
na vacsine substratov. Znamena to, Ze pri pritomnosti PHB dochddza k pomalSiemu vyvoju
aktivity mikrobialneho konzorcia, avSak vyluCuje negativny vplyv na mikrobiom kompostu.
Vo vzorke kompostu so semikryStalickym PLA bolo zistené, Ze jeho pritomnost’ po dlhsiu dobu
znizuje aktivitu mikrobiému, ¢o naznacuje negativny vplyv na mikrobialny vyvoj kompostu.

Pre dalsie s$tadium tejto problematiky existuje velké mnozstvo vhodnych noriem,
ktoré navrhuju rézne kompostovacie parametre, usporiadania a metody analyzy vzoriek.
Podl'a dostupnych s§tadii sa ako vhodna analyza zrelosti kompostu javi zistovanie pomeru C/N
Vv celom procese kompostovania. Rovnako medzi vhodné metddy patri analyza degradacnych
zvySkov azlozenia kompostu pomocou infraCervenej spektrometriec s Fourierovou
transformaciou (FT-IR). Existuje mnoho vhodnych molekularne genetickych technik,
ktoré sa daju aplikovat’ na presnejSiu analyzu gendému kompostu, ako napriklad sekvencné
metody novej generacie (NextGen Sequencing). VSetky tieto metody sa javia ako vhodné
a predstavujua velky potencial v §tadiu procesu kompostovania biopolymérov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

PHA

P3HB

HA

PHV

PAHB
P(3HB-co-3HV)
PHB

SCL PHA

MCL PHA

LCL PHA

PLA

LA

PLLA

PDLA

PDLLA

PP

PLGA

PCL

PBAT

PBS

i-PHA depolymerazy
e-PHA depolymerazy
nPHA

PHAscL depol.

PHAMmcL depol.
CoA

SEC-MALS

SEM

polyhydroxyalkanoaty

poly(3-hydroxybutyrat)

hydroxyalkanova kyselina

poly(3-hydroxyvalerat)

poly(4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
polyhydroxybutyrat (v§eobecne)

polyhydroxyalkanoaty s kratkymi postrannymi retazcami
polyhydroxyalknoaty so stredne dlhymi postrannymi ret'azcami
polyhydroxyalkanoaty s dlhymi postrannymi retazcami
polyester kyseliny mliecnej

kyselina mliecna

kyselina poly(L-mlie¢na)

kyselina poly(D-mlie¢na)

kyselina poly(L,D-mlie¢na)

polypropylén

poly(laktat-co-glykolat)

polykaprolakton

polybutylén adipat tereftalat

polybutylén sukcinat

intracelularne PHA depolymerazy

extracelularne PHA depolymerazy

nativne PHA

depolymeraza polyhydroxyalkanoatov s kratkymi postrannymi
ret'azcami

depolymeraza polyhydroxyalkanoatov so stredne dlhymi
postrannymi ret'azcami

koenzym A

gélova permeacna chromatografia s detektorom statického
rozptylu svetla vo viacerych uhloch (anglicky ,,Size-Exclusion
Chromatography with Multi-Angle Light Scattering®)

skenovaci elektronovy mikroskop
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ELISA

AWCD

PCA

Imunoligickd  metdéda  stanovenia  antigénov  vyuZitim
enzymatického znacenia (anglicky ,Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay*)

priemerny vyvoj farby jamky (anglicky ,,Average Well Color
Development®)

Analyza hlavnych komponentov (anglicky ,,Principal Component

Analysis®)
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8.1

PRILOHY

ZlozZenie krmiva pre kraliky

Vedl'ajsie vyrobky rastlinného pdvodu

Obilniny
Kvasnice
Semena

Mineralne latky

Doplnkov¢ latky
o Vitaminy: A (20 000 m.j.*), D3 (2 000 m.j.*), C (160 mg)
o Stopové prvky: Fe (180 mg), Mn (87 mg), Zn (144 mg), Cu(29 mg), | (2 mg),
Se (0,3 mg)
o Antioxidanty

*m.j. — medzinarodna jednotka; zobrazuje mnozstvo u¢innej latky

8.2  RozloZenie substratov na Biolog EcoPlates™
Tab. 7: Substrdty na EcoPlates™
1 2 3 4
A Voda B-metyl-D-glukozid | D-galaktono-y-lakton L-arginin
metylester (o
B kyseliny D-xyléza D-galaktu_ronova L-asparagin
. kyselina
pyrohroznovej
C Tween 40 i-erytritol 2-hydroxyb_enzoova L-fenylalanin
kyselina
D | Tween 80 D-manitol 4-hydroxybenzoovd L-serin
kyselina
E | a-cyklodextrin | N-acetyl-D-gluk6zamin y-amlnobl_Jtanova L-treonin
kyselina
. D-glukézaminova o . glycyl-L-glutamova
F glykogén kyselina itakonova kyselina kyselina
., . , a-ketobutanova .
D-celobidza glukoza-1-fosfat kyselina fenyletylamin
H | o-D-laktéza D,L-a-glycerofostat D-jabl¢na kyselina putrescin

76



