Anaerobni rozklad bilkovinného hydrolyzatu
sitovaného vysokomolekularnimi bis-epoxidy

Bc. Jifi Olsak

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2006 Fakulta technologicka










ABSTRAKT

Tato prace obsahuje souhrn poznatkii o biologickém rozkladu piipravenych vzorki
sitovanych vybranymi bis-epoxidy za anaerobnich podminek. Kromé biologického
rozkladu byla vénovdna pozornost stanoveni stupné zesitovani (fixacni indexy) a
rozpustnosti. Z prace vyplyva, Ze srostoucim zesitovanim Hykolu klesd rozloZitelnost

modifikovanych bilkovin.
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ABSTRACT

This thesis contains survey of know-how about biodegradation of prepared samples
crossed-link with chosen bis-epoxides under anaerobic conditions. Part of the work was
focused on level of cross-linking and solubility. It is clear that cross-linking of Hycol is

dropping down the possibility microorganisms to biodegradation of modified protein.
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UvVOD

V dnesni dobé je celosvétovd poptavka po plastech vyssi nez 100 miliont tun/rok. Ve
vyspélych statech je spotfeba plastli na osobu 100 kg/rok. V soucasnosti jsou syntetické
polymery hojné vyuzivany ve vSech primyslovych a spotiebnich oblastech pro své velmi
dobré chemické a fyzikdlni vlastnosti a Casto slouzi jako ndhrada za bé&Zné¢ pouZzivané
materidly jako papir, sklo, dfevo, kovy, aj. Dal§i nespornou piednosti je jejich ekonomicka

vyhodnost.

Nejvétsim problémem je likvidace resp. recyklace po skonceni jejich Zivotnosti. Prevazna
¢ast plastovych odpadii (hlavné obaly) kon¢i na sklddce, kde predstavuji zdvazny problém
pro Zivotni prostfedi a jeho ochranu, diky své vysoké odolnosti proti mikrobidlnimu

rozkladu, resp. enzymatické degradaci.

Resenfm by mohly byt tzv. biorozloZitelné polymery, které jsou po skonéenf své Zivotnosti
snadno degradovatelné v ptirod¢. Piirodni polymer jako celuoza, Skrob, Zelatina, pektin
maji ve svém hlavnim fetézci mista vhodnda pro enzymatické Sté€peni, které umoznuji jejich
dobrou biorozlozitelnost a jsou tedy vhodnym materidlem pro piipravu diskutovanych
polymerti. Pro zlepSeni predevsim jejich mechanickych vlastnosti se pfirodni polymery
modifikuji. Velmi rozsiteny zplisob modifikace patii jejich sitovani rtiznymi Cinidly.
Sitovani musi byt provadéno tak, aby nebyla ohroZena ptirozend biodegradabilita takto
modifikovanych biopolymert.

Vhodnym materidlem mohou byt také odpadni bilkoviny jako napt. bilkovinny hydrolyzat.
Sitovanim bilkovinného hydrolyzatu (Hykol) vysokomolekuldrnimi bis-epoxidy a jeho

naslednym bilogickym rozkladem za anaerobnich podminek se zabyva tato prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOLOGICKY ROZKLAD

Vv

Béhem tohoto pochodu jsou rozklddany organické latky na jednodussi slouceniny, které se
mohou ndsledn¢ zapojit do procest, které probihaji v pifirod¢. V aerobnim prostiedi
dochdazi k rozkladu substratu na CO,, vodu a vznikd biomasa. V anaerobnich podminkach

se substrat rozklada na CHy4, CO,, vodu a opét za tvorby biomasy.

Vyznamny vliv na rozklad polymert v biosféfe md UV zdfeni, které sniZuje molarni
hmotnost a zhorSuje mechanické vlastnosti substratu. Mikroorganismy se pfi biodegradaci
uplatnuji obvykle az v zavérecné fazi, které predchazi fyzikdlni a chemické rozkladné
procesy. K nejvyznamnéj$im mikroorganismiim podilejicim se na biodegradaci patii

nejruzngjsi druhy bakterii, plisni a hub.

Kameya a kol. [1] studovali obecné¢ biodegradaci nékterych organickych sloucenin.
Z jejich prace vyplyva, Ze vétSina alifatickych uhlovodik a karboxylovych kyselin se
rozkladd velmi dobfe. Opakem jsou rozvétvené uhlovodiky nebo slouceniny, které
obsahuji etherovou vazbu, a jsou podstatné hiie rozlozitelné. Dal§im poznatkem bylo, Ze
slouceniny obsahujici priméarni hydroxylovou skupinu, aldehydickou skupinu, nebo —OH
skupinu jsou dobife odbouratelné. Velmi téZce obouratelné jsou latky, které obsahuji

nitroskupinu, halogeny a sulfoskupinu.

U polymernich materidlii, jsou-li biologicky odbouratelné, jsou predpokladany stejné nebo
podobné degradac¢ni predpoklady, jako u pfirodnich polymert. V dobé, kdy jsou
pouzivany, by m¢ly mit stdlé fyzikalni a chemické vlastnosti, po skonceni Zivotnosti by se

m¢ély v pfirod¢ rozlozit.

Stupenn biodegradace se dd zvysit fadou zplsobl, napf. zménou chemické struktury
polymeru pii kopolymeraci slehce rozlozitelnymi monomery, zavedenim lehce
rozlozitelnych funk¢nich skupin, atd. Jednou z mozZnosti je mechanické smiseni plastu
s lehce rozlozitelnou latkou. Mohou to byt napi. Skrob, bilkoviny, celuoza, poly-
hydroxymadselna kyselina aj. Témito kroky je umozZnéna fragmentace polymeru na mensi

¢asti, které jsou sndze atakovatelné mikroorganismy.
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2 ANAEROBNI ROZKLAD A JEHO SLEDOVANI

Anaerobni rozklad je soubor biologickych procest, které na sebe navazuji a na kterém se
podileji rizné skupiny mikroorganismi. Konecnymi produkty anaerobniho rozkladu jsou
methan a oxid uhli¢ity. Aby rozklad mohl probihat, museji byt produkty jedné mikrobidlni
skupiny substratem pro mikroorganismy druhé skupiny. Pokud se narusi pochody v jedné

skuping, je naruSen cely rozklad a tim je ovlivnéna i jeho ucinnost.

Anaerobni rozklad je také Siroce vyuZivan pii Cisténi odpadnich vod. Divodem je jeho
ekonomickd, prostorova a energetickd nendroCnost. Anaerobni rozklad produkuje méné
biomasy neZz za aerobnich podminek, piislusné mikroorganismy maji malé naroky na
Ziviny; nevyhodou tohoto procesu je mald reak¢ni rychlost. Ta se da ovlivnit napf.

zvySenim teploty, nebo michdnim smési.

Aby anaerobni rozklad mohl sprdvné probihat, musi byt dodrZeny urcité podminky

prostiedi:
> SloZeni substratu a anaerobniho kalu

Biogenni prvky jsou uhlik, dusik a fosfor, bez jejich pfitomnosti nedochdzi k rlstu
baktérii. Minimdlni koncentrace N ve 100 g suSiny kalu je 2,5 g, u fosforu 0,5 g. Pomér
C : N : P pfi anaerobnich podminkdch by mé¢l byt 100 : 10 : 0,2, pfi aerobnich
podminkdch 100 : 10 : 1. Anaerobni rozklad probihd pomaleji neZ rozklad aerobni,

protoZze anaerobni mikroorganismy maji del$i generacni dobu.

» Teplota
S rostouci teplotou (do cca 65 °C ) roste rychlost vSech probihajicich procest. Se
zménou teploty se také méni zastoupeni jednotlivych skupin mikroorganismi (miiZe se
porusit rovnovdha systému). Tvorba methanu, hlavni sloZky anaerobniho rozkladu,
probihd v Sirokém rozmezi teplot (4 — 65 °C). VétSina procest probihd v mezofilni
oblasti (30 — 45 °C), poptipad€ v thermofilni oblasti (45 — 60 °C), kdy je reakéni
rychlost nejvyssi.

> pH
Optimdlni hodnota pH je v rozmezi 6,5 — 7,5. Mimo toto rozmezi je biorozklad znacné

omezen (pfi¢inou sniZzeni pH je pfedevsim piitomnost nizSich mastnych kyselin).
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» Toxické latky
Pro striktné anaerobni organismy je nejvice toxicky kyslik, ddle pak sulfidy, kyanidy,

sifi¢itany a soli tézkych kovu (Cr, Pb, Cu, Cd).
Z organickych sloucenin jsou toxické zejména rozpoustédla, fenoly a pesticidy [2,3].

Anaerobni rozklad je ovlivnén fadou faktorti. Plati, Ze ¢im je molekulovd hmotnost
polymeru mensi, tim jsou jeho fetézce krat$i a proto je snadnéji rozlozitelny. Schopnost

biodegradace je vyrazné€ ovlivnéna sitovanim, vétvenim a stupném krystalinity.

Pokud je tetézec polymeru vétveny, nebo prostorové sitovany, tak se rapidné zhorSuje
biodegradabilita polymeru [4,5]. Velmi dulezité je dodrZet co nejmensi rozdil polarit mezi
polymerem a rozpouStédlem, ve kterém probihd biodegradace. NejpouZivangjSim
rozpoustédlem pii biodegradaci je voda. Rozpustnost polymeru ve vodé usnadiiuje piistup

enzymd k fetézclim a také usnadnuje piipadnou hydrolyzu fetézct.
Anaerobni rozklad je rozdé€len do 4 fazi:

1. faze: hydrolyza — pti hydrolyze dochdzi k rozkladu vysokomolekuldrnich latek na
nizkomolekuldrni l4tky ¢i monomery; na tomto rozkladu se podileji extracelularni
hydrolytické enzymy.

2. fdze: acidogeneze — hydrolyzované produkty se ddle rozkladaji na jednodussi
organické latky (kyseliny a alkoholy). Zastoupeni téchto produktl je zdvislé na
charakteru prvotniho substratu a na podminkéch prostredi.

3. fdze: acetogeneze — v této fazi dochdazi k oxidaci na CO,, vodu a kyselinu octovou

v’ v

(ta tvoii az 75 % substratu pro zavérecny methanogenni proces).

4. fdze: methanogeneze — je posledni fazi, ve které mikroorganismy produkuji predevsim

methan.
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1. faze POLYMER
U Hydrolyza
2. fdze MONOMER A OLIGOMER
U Fermentace
3. faze MEZIPRODUKTY
, U<::(>U ,
4. faze H,+CO; acetat
Anaerobni oxidace
Hydrogenotrofni U U Acetotrofni
methanogeneze CH4+CO, methanogeneze

Obr. 1: Schéma anaerobniho rozkladu [6]

B¢hem anaerobniho rozkladu mikroorganismy pieménuji substrdt na plynné slozky, vodu a
novou biomasu. Proto miiZzeme sledovat zmény koncentrace oxidu uhlic¢itého, methanu
nebo mnozstvi vzniklé biomasy. Sledovani zmén mnoZstvi biomasy je obtizZné, protoze jeji
narist je velmi pomaly a obtizné¢ méfitelny. Z tohoto divodu je lepsi sledovat produkci
plynt pfi konstantni teploté. Produkce plynl se pfi rGznych teplotich 1isi a to diky
rozdilné reak¢ni rychlosti. Bioplyn, ktery se tvoii, obsahuje cca 70% methanu, zbytek je

pfedevsim oxid uhlicity; mohou se zde nachézet stopy H,S, NHs, Hy, aj. [6]

Pro studovéni rozkladu polymerti pomoci mikroorganismll je moZzné pouzit fadu metod.
Napi. Day a kol. [7] sledovali degradaci polymeru na zdklad¢ produkce CO,, CHyu,

snizovani viskozity, ibytku hmoty, aj.
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3 CHARAKTERISTIKA NEKTERYCH BIiLKOVIN A JEJICH
BIOLOGICKY ROZKLAD

Bilkoviny piedstavuji velice rozsdhlou skupinu latek. V pfedklddané diplomové praci
zkoumany bilkovinny hydrolyzat je produktem enzymové hydrolyzy kolagenu. Pro
zékladni informaci jsou proto ddle uvedeny nékteré charakteristiky ptivodniho polymeru
(kolagenu) degradovaného substratu kolagenu (Zelatiny) a bilkovinného hydrolyzétu

ziskaného z kozeluzského odpadu.

3.1 Kolagen

Kolagen je nerozpustna fibrilarni bilkovina, kterd je zdkladnim stavebnim prvkem
zivocisnych tkani, svald, vaziv a kize. Kolagen na svém fetézci ma kyselé a bazické
funk¢ni skupiny. Podle pH prostiedi nesou tyto skupiny elektricky ndboj. Kolem kazdé
nabité funk¢ni skupiny se vytvoii elektrostatické pole, které umoZznuje orientovat molekuly
vody, a tak vytvafet hydratacni obaly kolem téchto skupin. Hustota vysledného ndboje je

zavisla na aktivité¢ H" iontd a iontové sile.

3.2 Zelatina

Pii zahiivéani roztoku kolagenu nad 60°C dochdzi k vyraznym strukturdlnim zméndm, které
jsou provazeny zvySenym bobtndnim a zménou fyzikdlné¢ mechanickych vlastnosti.
Modifikace, €ili zména vlastnosti, je také zavisld na pH, iontové sile a stupni kovalentniho
zesitovani kolagenu. Takto modifikovany kolagen tj. Zelatina vykazuje mj. nizsi odolnost

vici proteindzdm a md niz§{ stupen prostorového usporadani [8].

3.3 Bilkovinny hydrolyzat

Hydrolyzat kolagenu (ddle jen Hykol) se ziskdva dvoustupnovou hydrolyzou (alkalickou a
enzymovou) chromocinénych postruzin za atmosférického tlaku s naslednym oddé€lenim
chrému a tuhych ¢astic. MnoZstvi zlstatkového chrému je 20 — 30 ppm. Hykol je doddvéan
v praskové formé¢ nebo v roztoku. Je levny a snadno biologicky rozlozitelny. Nejcetnéjsi
aminokyseliny v Hykolu jsou glycin (33,0 hm.%), prolin (12,5 hm.%) a hydroxyprolin

(10,0 hm.%). Hykol se vyuziva pii vytlacovani PVA jako plnivo, protoze je levnéjsi a

/////
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jako félie, seci pasky ¢i mulCovaci félie; modifikovany PVA ma také lepsi mechanické
vlastnosti; tepelnd stabilita f6lii PVA byla sledovédna s rGznymi poméry PVA a Hykolu.
Tepelna degradace se vyrazné snizila az pii vysSSich koncentracich Hykolu. Vyssi

koncentrace Hykolu mély za nésledek zvySeni viskozity a tim zhorSeni zpracovatelnosti

[9].
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4 MODIFIKACE BILKOVIN SITOVANIM EPOXIDY A JEJICH
BIOLOGICKY ROZKLAD

Pojmem sitovani se oznacuje proces vytvoreni trojrozmérné struktury, kterd je vytvoiena
spojenim reaktivnich skupin polymeru a sitovadla. Po vytvofeni sité se zméni mechanické,

chemické a fyzikalni vlastnosti.
Pti reakci pouze monofunkéniho epoxidu s aminoskupinou je schéma nasledujici:

§-NH; + CH3-CH,-CH-CH; — ¢-NH-CH,-CH,-CH-CH;
\ I
0] OH
Tomuto sitovéani se fikd maskovéni, protoZe nedochdzi k propojeni fetézcu bilkovin mezi

sebou.

Pfi sitovani polyfunkéniho epoxidu je schéma odlisné, protoze dochdzi ke spojovani

fetézcl bilkovin mezi sebou jak je mozné vidét na tomto schématu:

§-NH, + CH,-CH-CH-CH, +H,N-§ — § -NH-CH,-CH-CH-CH,-NH-§
\ / \ / I I
0] 0] OH OH
Takové sitovani se nazyva pravé a tkané€ sesitované t€mito epoxidy jsou méné pruzné nez

tkdn¢ sesitované monofunkcnimi epoxidy.

4.1 Sitovani kolagenu

Tuto oblast jsme si vybrali zejména z hlediska jeji propracovanosti. Z Siroké nabidky
relevantnich citaci uvddime pouze ty, které néjak koresponduji se zaddnim a cilem této

prace.

Sitovani bilkovin pomoci epoxidii md v dnesni dobé ¢im dal vétsi uplatnéni a to pfedevsim
v medicin€. Nejvice jsou zkoumdny mozZnosti uplatnéni takto zesitovanych kolagennich
bilkovin, jako ndhrazky za poSkozené cévy, Slachy, vazy, atd. Vytvoii se sit,, kterd méni
pruznost, pevnost, atd. V bilkovindch reaguje nejCastéji pifi sitovdni aminoskupina
bilkoviny s epoxyskupinou.

Autofi [10] zaméfili svoji praci na zkoumadni fyzikdlnich vlastnosti artérii, které byly
zpevnény pomoci epoxidl. Jako kontrolni vzorky byly pouzity zdravé, glutaraldehydem

zpevnéné artérie. Artérie opracované epoxidy (i glutaraldehydem) vykazovaly stejné
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narustajici hodnoty fixacniho indexu a teplota denaturace byla stejnd jako u zdravych
artérif, odolnost takto upravenych artérii vici bakteriim byla ve srovndni s nativnim

kolagenem obdobna.

Bylo zjisténo, Ze sitovani pomoci glutaraldehydu doprovizely cytotoxické vlastnosti,
pokud koncentrace piesdhla 25 ppm. Mista zpevnéné pomoci glutaraldehydu jsou pro
buniky neprostupné a proto se nemohou dostat ke ztencenému mistu. Pfi pouziti epoxidi
nebyla cytotoxicita tak velkd. Cytotoxicyta epoxidil se neprojevila ani pfi koncentraci 55-

Vev s

60 ppm., diky tomuto byly epoxidy mnohem vhodné&jsi neZ glutaraldehyd.

Dalsim faktorem, ktery zvyhodnuje epoxidy ptfed glutaraldehydem je podstatny vliv
teploty a pH na sitovaci efekt. Epoxidy byly schopny sitovat jak v zdsaditém tak
v kyselém prostfedi. Fixacni index se rapidné zvySoval s rostoucim pH a pfi zvySovani
fixani teploty. Dalsi prednosti epoxidi pied glutaraldehydem je také skutecnost, Ze
epoxidy mohou reagovat jak s aminoskupinami, tak i s karboxylovymi a hydroxylovymi
skupinami, ale glutaraldehyd mtiZe reagovat pouze s aminoskupinou. To je pfi¢inou

pouzivani epoxidu i v ptipadech kdy je maly pocet volnych aminoskupin.

V jiné praci z oblasti mediciny, kde se také vyuzivaji vlastnosti epoxidu, je pfi vytvareni
protéz a ndhrazek mechanicky namdahanych kolagennich tkdni. Autofi [11] ve své préci
srovnavali také glutaraldehyd s epoxidy, ale srovnavali jesté rozdily mezi monofunkénimi
a polyfunkénimi epoxidy. Zatimco barva tkani zpevnénych epoxidy ziistala pfirozend, tak
barva tkdni zpevnénych glutaraldehydem se zménila na Zlutou. Rozdil mezi
monofunkénim a polyfunkénim epoxidem byl ptfedevsim v ohebnosti vysledného produktu.
Tkan zpevnénd monofunkénim epoxidem byla vice ohebna (diky maskovani) nez tkan

zpevnénd vicefunkénim epoxidem [12,13], tedy pfi pravém sitovani.

V jiné [16] studii byly zkoumdny zmény na kolagennich tkdnich, které byly zplsobené
baktériemi, které rozkladaji kolagen. Tkané byly sesitovany glutaraldehydem a epoxidem
(ethylen glykol diglycidyl ether). Jako kontrolni vzorek byly pouZity Cerstvé tkané. BEhem
degradace bylo na vysoce citlivém kalorimetru sledovano uvoliiujici se teplo. V prabéhu
méfeni byl také sledovan ubytek volnych aminoskupin, hodnoty denaturacnich teplot
vzorkl a jejich pruznost. Pisobenim baktérii dochdzi k rozStépeni peptidické vazby. To
zapfiCinilo zvySeni poctu volnych aminoskupin, sniZzeni denaturacni teploty a sniZeni
pruznosti. Bylo zjiSténo, Ze Cerstva tkan nedokaze odoldvat baktériim, ale tkan sesitovana

pomoci glutaraldehydu vykazovala dobrou odolnost vi¢i baktériim. Tkan sesitovana



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

pomoci epoxidu méla mensi odolnost nez tkan sesitovanad glutaraldehydem. Tento rozdil
mezi epoxidem a glutaraldehydem je zapfi¢inén rlznou hustotou vytvorené site.

s\ s v v s

Glutaraldehyd vytvaii hustéjsi sit’, kterd brani v piistupu enzymu ke tkani.

Fixacni rychlost sitovani roste s teplotou, s rostouci koncentraci sitovadla a pH. Tento jev
lze vysvétlit zvySenim koncentrace efektivnich reaktanti. Zasaditd aminoskupina vytvaii

v bilkovin€ rovnovéhu, kterd je naznacend na nasledujiim schématu:
Kol-NH; + H,O — Kol-NH;" + OH

Neprotonizovand aminoskupina na levé stran¢ je aktudlni reaktivni skupinou, kterd
vstupuje do reakce. Pokud se pH zvysi, tak je rovnovaha posunuta doleva. Pfi poklesu pH
vznikd stddium protonizovaného epoxidu. V zdsadité oblasti je aminoskupina silné

nukleofilni ¢inidlo.

Sitovani, které probihd mimo peptidickou vazbu podléhd hydrolyze. To je vlastni pficinou
biologického rozkladu kolagenu. Sit’, kterd se takto vytvaii, sice brani nékterym enzymulim,
aby se dostaly k reaktivnim mistim; vysledkem je, Ze mirn¢ klesne rychlost rozkladu a

bilkovina je stdle biologicky rozlozitelnd.

4.2 Sitovani zZelatiny

Prace stouto problematikou nds zajimaly pfedev§Sim proto, Ze byly provedeny na
materidlu, ktery je znacné blizky (aZ na mol. hmotnost) sledovanému bilkovinnému

hydrolyzatu.

Patil a kol. [13-15] zkoumali sitovani Zelatiny, které provadéli pomoci 1,2:3,4 —
diepoxybutanu (ddle jen DEB) a 1,2:7,8 — diepoxyoktanu (ddle jen DEO) a jeho vlivu na
rozpustnost. Rozpustnost rizn¢ zesitovanych vzorkl se liSila podle stupné sesitovani.
Vice sesitované vzorky mély strukturu vice propojenou, a proto se pomaleji nebo méné
rozpoustély. Rozpoustédlem byla voda a fosfatovy pufr o pH=8,2. Teplota rozpousténi
byla 50 °C. Na pocétku pokusu se rychleji rozpoustély vzorky sitované pomoci DEO, neZ

vzorky sitované pomoci DEB. Po uplynuti asi 3 hodin se jejich rozpustnosti vyrovnaly.

Dile byl zkouman v pudé [8] rozklad folii z zelatiny, které byly sitovany pomoci DEO a

DEB. K dokonalému rozloZeni vSech vzorki doSlo za 6 dni. Déle byla zkoumdna

M v

schopnost rozkladu sitované Zelatiny v fi¢ni a jezerni vodé. Vzorky se dokonale rozlozZily
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za 4-6 dni. Sitovana Zelatina je tedy za anaerobnich podminek rozlozitelnd ve vodném i

pudnim prostiedi.

4.3 Sitovani bilkovinného hydrolyzatu

Sitovanim Hykolu epoxycyklohexanem se ve své praci zabyval autor prace [17]; popsal
vysledky sniZeni stupné anaerobniho rozkladu po zesitovani. Vzorky byly piipraveny
sitovanim Hykolu E epoxycyklohexanem v koncentracich 1, 2, 5 a 10 hmot. %. Stupen
zesitovani vzorkll byl stanoven podle rozpustnosti v intervalu 90 minut pomoci bilance
TOC (analyzator uhliku) a pomoci UV-VIS spektroskopie v rozmezi 90,6 — 69,1 % resp.
86,4 — 66,2 %. Zbilance volnych aminoskupin, které byly stanoveny ninhydrinovou
metodou, byl spocitan tzv. fixacni index, ktery pro fadu s 1, 2, 5 a 10 hmot. % sitovadla
vzrostla z43,6 na 68,2 %. Pro zminénou fadu s rostoucim obsahem sitovadla bylo
pozorovano sniZeni stupné biodegradace (Dy) z 67,8 na 46,8 %. Z vysledkul je zjevné, Ze
rychlost rozkladu se sniZuje s rostoucim mnozstvim pouZzitého sitovadla. Konecny stupeii
rozkladu se postupné s casem bliZi hodnoté platné pro nativni hydrolyzat, tato skutecnost
je ptizniva pro Zivotni prostiedi.

Sitovanim Hykolu a néslednym anaerobnim rozkladem se zabyval také Jelinek [18].
Sitovadlem byl epoxybutan (EB) v ptfidavcich 1, 2, 5 a 10 hmot. % na susinu Hykolu.
Stupeni sitovani byl opét stanoven pomoci rozpustnosti sitovanych vzorka v intervalu 90
minut (bilance TOC) a pomoci UV-VIS spektroskopie v rozmezi 97,3 — 82,3 % resp.
97,2 — 78,4 %. Fixacni index pro vzorky s obsahem sitovadla v rozmezi 1 — 10 hmot. %
vzrostl z 6,7 na 47,7 %. Bylo pozorovano sniZeni celkové biodegradace (D) z 77,4 na
41,4 %. Je ztejmé, Ze s rustem obsahu pouZzitého sitovadla se snizuje rychlost biologického

rozkladu tak i celkova biodegradace.

Podrobnéji (z hlediska makromolekuldrniho) byla tato tématika jeSt¢ rozvedena

v diplomovych pracich [19 — 21] a publikovaném c¢lanku [22].
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5 ZHODNOCENI LITERARNI RESERSE A CIL PRACE

Z uvedeného literarniho piehledu (neni reSer§i v pravém slova smyslu) je ziejmé, zZe
sitovani bilkovinnych materidll je jednou z dilezitych cest zlepseni fady vlastnosti téchto
dalezitych latek. Jde o zlepSeni jejich vlastnosti z hlediska stability botndni aj. véetné
dalezitych parametrt mechanickych — pevnostnich. Toto hledisko je zejména dileZité u
kolagennich matric (Zivotné duleZité orgdny), kdy pravé sitovani vede ke zlepSovani
nutnych mechanickych vlastnosti napt. u cév, soucasti srde¢niho svalu aj. V tomto ohledu
je mozno v literatufe najit obrovské mnoZstvi citaci, které ale souviseji se zaddnim
diplomové prace pouze okrajove. Jde zejména o skutecnost, Ze ndmi zkoumany bilkovinny

hydrolyzat se samoziejmé da vice srovnavat s Zelatinou, neZ s kolagenem.

V pfipadé¢ pro nds kompatibilni Zelatiny existuji citace tykajici se sitovani
nizkomolekuldrnimi diepoxidy, ale prace s vyuZitim vySemolekuldrnich diepoxyslouc¢enin
chybéji. Pro ucely této studie byly proto vybrany nckteré obecné zavéry, které se mohou

tykat tohoto sitovani s jeho dopadem na bilkoviny obecné.

Cilem ptedlozené prace bylo pokusit se o sitovani siln¢ zhydrolyzovaného kolagenniho
materidlu (Hykol), ktery ma potencidlni 1 redlné vyuziti v praxi. Nebylo tedy zdmérem
pripravit mechanicky vyhodné&jSi materidl, protoZze na malé fragmenty rozlity kolagen
nemuZe ani sitovanim polymernimi bis-expoxidy dat mechanicky pevny materidl. VZdy
pujde o vice-méné kiehky produkt. Sitovani se ale méni fada jinych vlastnosti
bilkovinného hydrolyzédtu (rozpustnost, botnani, limitni viskézni ¢islo), vcetné ochoty
k biologickému rozkladu. Da se totiz predpoklddat, Zze do rizného stupné vytvoiend sit’
brani ptistupu mikroorganismi (vetné¢ enzymi) a zpomaluje i snizuje celkovou ochotu
takto opracovaného materidlu k biologickému rozkladu. Hlavnim pfedmétem prace bylo
tedy pokusit se o popis v hydrolyzatu sitovanim provedenych zmén, zejména o jejich vliv

na anaerobni biologicky rozklad.
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

22

6 POUZITE MATERIALY

6.1 Chemikalie

Pouzité anorganické chemikélie byly vyrobeny nebo distribuovany firmou Lachema a. s.,

Brno.

KH,PO,
K>HPO,
Na,HPO,.12H,0
(NH,)2 SO4
CaCl,

FeCl; .6H,O
MgS0.4.7H,0
FeS0O4.7H,0
ZnS04.7H,0
MnS0,4.4H,0
CuS04.5H,0
CoS04.7H,O
(NH4)¢M070,4.4H,0
CH3COONa

Kolagenovy hydrolyzat

dihydrogenfosforecnan draselny
hydrogenfofore¢nan draselny
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu draselného
siran amonny

chlorid vapenaty

hexahydrét chloridu Zelezitého
heptahydrat siranu hotfe¢natého
heptahydrét siranu Zeleznatého
heptahydrét siranu zine¢natého
tetrahydrét siranu manganatého
pentahydrat siranu méd’natého
heptahydrét siranu kobaltnatého
tetrahydrat molybdenanu amonného
octan sodny

Hykol E, vyrobce Kortan, Hrddek nad Nisou
(CR) — (déle HK)
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CH, - O -CH, - CH - CH, glycerintriglycidylether, dodavatel
Polysciencies, USA

| \
0
CH, -0 —CH, - CH - CH,

| \
o)
CH,- O - CH,- CH-CH,
v/
o)

CH,-CH-CH,-0O-[CH,-CH,-0]-CH,~CH-CH, ethylenglykoldiglycidylether,
dodavatel Polysciencies, USA
\ \
(0] o

CH, -CH-CH, -0 -[CH,-CH,-0],-CHy~CH-CH, polyethylenglykol(200)diglycidylether,
dodavatel Polysciencies, USA

\ \
(0] o

CH, - CH-CH, -0 - [CH,-CH, - O];3- CH~ CH-CH, polyethylenglykol(600)diglycidylether,
dodavatel Polysciencies, USA
\ / \ /
O (0]

6.2 Biologicky material

Pro testovani anaerobniho rozkladu byl pouzivan caste€né vyhnily aktivovany kal
z anaerobni stabilizace Cistirny odpadnich vod Zlin — Malenovice. Pred pouZzitim byl
anaerobni kal 10 minut probubldvan dusikem a ndsledn¢ odstfed’ovan 10 minut pti 3000 G.

Pomoci minerdlniho media byl fedén.

6.3 Mineralni medium

Minerdlni medium bylo piipraveno podle predpistt UIOZP vychdzejiciho z norem ASTM
D 5210-91 a ISO 11734 pro testovani biodegradability za anaerobnich podminek. Mnoz-
stvi nésledujicich roztokl je pouzito na 1 litr minerdlniho media (doplnéni destilovanou

vodou na 1 litr).
40 ml fosfatového pufru: 8,5 g/l KH,PO4
21,75 g/l Ko;HPO,
44,7 g/l Na,HPO4.12H,O

50ml (NH,),SO;, 10 g/l
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1ml CaCl, 27,5 g/l
1ml FeCl;.6H,O 0,25 g/l
1 ml MgSO,4.7H,0 22,5 g/l

1 ml roztoku stopovych prvki: 0,75 g/l H3BO;
3 g/l FeS04.7H,0O
0,1 g/l ZnS0O4.7H,0O
0,5 g/l MnS0O4.4H,0
0,05 g/1 CuS04.5H,0
0,1813 g/l CoSO4.7H,0O

0,05 g/l (NH4)6M07024.4H20

6.4 Testované vzorky a jejich priprava

Jako modelova latka pro ovéfeni spravné ¢innosti pouZzitého inokula i pfistroje byl pouzit
snadno rozlozitelny octan sodny (ddle jen NaAc). Jak NaAc tak i ostatni vzorky byly
davkovény tak, aby obsah organického uhliku v testovaci baiice (ve 100 ml kapalné fize)
byl cca 20 mg. Obsah uhliku pfed i po kazdém pokusu byl méfen na analyzatoru uhliku
Shimadzu, model TOC - 5000 A [16].

Sitované vzorky byly pfipraveny z roztoku bilkovinného hydrolyzatu (Hykolu)

v destilované vod¢ o susin€ 41,7 %. Jako sitovaci ¢inidla byly pouZity nasledujici latky :
glycerintriglycidylether (G)

ethylenglykoldiglycidylether (E)

polyethylenglykol (200) diglycidylether (PEG 200)

polyethylenglykol (600) diglycidylether (PEG 600)

Objem 40ml 41,7% Hykolu byl smichan s 0,6ml 12,1 M - NaOH. Alkalizovany Hykol
(pH=10) byl sitovan uvedenymi latkami vmichdnim v mnoZstvich uvedenych v tab.1-4.
Navazky alkalizovaného Hykolu a sitovadel byly promichdny a homogenizovany

pretlatovanim ze stiikacky do stiikacky.
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Samotné sitovani probihalo v Petriho miskdch vylozenych miskou z Al folie ve
sklenénych ampulkach v digestofi po dobu 1 dne pfi laboratorni teploté cca 25 °C, 1 den

pii teploté 90 °C a 1 den byly vzorky suSeny na otevienych miskach pii 100 °C.

Udaje pro piipravu vzorki jsou v tab. 1-4.

Tab.1.: Navazky G / Hykol a predpokladané * stechiometrické poméry oxiran / NH»

Vzorek G 08 Gl1e6 G 25 G33
G / Hykol [w/w suSina Hykol] 0,082 0,164 0,247 0,329
Ei‘;f;f}‘gg‘inﬁgﬁhrfﬁetﬁCk? pomer | 557 1,054 1,581 2,107
mg roztoku Hykolu pro 1820 mg suSiny 4042 3755 3505 3287
G [mg] 139 257 360 451

Tab.2.: Navazky E / Hykol a ptfedpoklddané * stechiometrické poméry oxiran / NH;

Vzorek E 07 E 15 E22 E 29
E / Hykol [w/w sugina Hykol] 0,073 0,146 0,219 0,292
1:) ieifgﬁljlg‘ﬁ?%mf)‘ffﬁgﬁemc@ POmer | 606 1,212 1,818 2,424
mg roztoku Hykolu pro 1820 mg suSiny 4076 3814 3584 3379
E [mg] 124 232 328 412

Tab.3.: Navazky PEG200 / Hykol a piedpokldadané * stechiometrické poméry oxiran / NH;

Vzorek PEG200/15 | PEG200/29 | PEG200/44 | PEG200/58
PEG200 / Hykol [w/w suSina Hykol] 0,146 0,292 0,438 0,584
Predpoklddany stechiometricky pomér 0,697 1,394 2,09 2,786
oxiran / NH, [mol / mol]

mg roztoku Hykolu pro 1820 mg 3817 3384 3038 2757
suSiny

PEG200 [mg] 232 412 555 671
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Tab.4.: Navazky PEG600 / Hykol a piedpokldadané * stechiometrické poméry oxiran / NH;

Vzorek PEG600/16 | PEG600/32 | PEG600/48 | PEG600/64
PEG600 / Hykol [w/w suSina Hykol] 0,159 0,318 0,477 0,636
Predpoklddany stechiometricky pomér 0,695 1,394 2,09 2,786
oxiran / NH, [mol / mol]

mg roztoku Hykolu pro 1820 mg 3774 3317 2958 2669
suSiny

PEG600 [mg] 250 440 588 708

* Vypocet piredpokladaného stechiometrického poméru oxiran / -NH, vychazi z hodnot

WPE udédvanych vyrobcem ( My, epoxi ) a ekv. hmotnosti

Hykolu pfipadajici na

jednu aminoskupinu / odhad z piedpoklddaného zastoupeni aminokyselin v fetézci Hykolu

Mekv. NH; = 930g suSiny Hykolu / 1 mol NH; skupin [24].
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7 PRISTROJOVE VYBAVENI

Micro-Oxymax fy Columbus, Columbus, Ohio, USA

Elektromagnetickd michacka Variomag Telemodul 40S, H+P

Labortechnik GmbH, SRN

Termostat MLW, typ U2C, SRN

Analytické vdhy KERN 770, SRN

PH metr OP 208, Mad’arsko

Sugdrna Chirana, CR

Analyzator celkového organického uhliku TOC-5000 A, Shimadzu Corp., Austrélie
UV-VIS Spektrometr, UNICAM, Thermo Electron Corporation, Madison, USA
Chlazena centrifuga MR23i, Jouan, Francie

YV oz

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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8 METODY STANOVENI

8.1 Stanoveni stupné anaerobniho rozkladu

Anaerobni kal byl nejprve odstftedovan 10 minut pfi 3000 G. Potom byl pomoci
minerdlntho media fedén na poZadovany obsah suSiny a probubldvidn dusikem. Takto
pfipravenym kalem byly plnény testovaci banky, do kterych byl poté piidan testovany
vzorek v mnoZzstvi cca 20 mg TOC na testovaci banku. Naplnénd banka byla probubldvana
dusikem, rychle uzaviena a pfipojena k méficimu piistroji. Bailkky byly umistény na
elektromagnetické michadlo ponofené do vodni 1dzné o stdlé teplot¢ 35°C a michdny

rychlosti 300 ot/min [17].

Plynné produkty vznikajici pfi anaerobnim rozkladu testovanych vzorki byly analyzovany
na obsah CH4 a CO, pomoci pfistroje Micro-Oxymax fy Columbus, s detekci na principu

jednopaprskového infracerveného detektoru.

Tento pfistroj je schopen vyhodnotit mnozstvi objemti sledovanych plynnych produkt
(CHy4 a CO») vznikajicich pfti rozkladu za anaerobnich podminek. Vzorky, které maji byt
podrobeny biorozkladu jsou ddvkovany do ban¢k (méfici mista) spolu s vhodn¢ upravenou
suspenzi anaerobniho kalu (inokulum). Vznikajici plyny jsou periodicky (ve zvolenych
casovych intervalech) cirkulovany pfes chladi¢ a suSici véZ do plynovych senzort, kde
jsou nasledné stanoveny jejich pfesné koncentrace a vypocitany vzniklé objemy. Naméfena

data jsou pievedena do pocitace, kde jsou déle zpracovavana.

Celkova hmotnost metabolizovaného uhliku daného vzorku odpovida (po odecteni slepého
pokusu) mnozstvi anorganického uhliku ve vodné fazi a mnozstvi uhliku ve vytvofeném

bioplynu. Rozsah celkové biodegradace je dan:

D, ="1.100 [%]
m

kde D, celkova biodegradace vyjadifend v procentech [%]
m; celkovy metabolizovany uhlik [mg] (bioplyn + IC v roztoku na vystupu)

m, organicky uhlik v testovaném vzorku [mg]
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8.2 Stanoveni suSiny

10 ml anaerobniho kalu bylo vakuové zfiltrovano pfes filtracni papir, ktery byl vysuSen pii
teploté 105°C do konstatni hmotnosti a po vychladnuti v exikétoru zvaZen. Koncentrace

suSiny anaerobniho kalu byla vyjadiena v g/l.

8.3 Stanoveni organického uhliku

Stanoveni uhliku u testovanych vzorkd bylo realizovdno pomoci analyzédtoru uhliku

Shimadzu, model 5000A.

Stanoveni celkového uhliku (TC) je zaloZeno na detekci oxidu uhli¢itého, vznikajictho
spalovanim latek na oxidu kobaltnato — kobaltitém (katalyzator) pii teploté 670°C v proudu
kysliku. Vznikly oxid uhlicity je veden do detektoru pracujicim v infraervené oblasti
spektra. Signdl, vznikly absorpci zafeni piislusné vinové délky, se registruje jako pik.
Vyska piku je pfimo imérnd koncentraci TC vzorku.

Pti stanoveni anorganického uhliku (IC) je vzorek nastiiknut v proudu kysliku na interni

nosi¢ s kyselinou fosforeCnou, kde dochdzi k vytésnéni oxidu uhli¢itého. Analyticka

koncovka je stejnd jako u stanoveni celkového uhliku.

Z rozdilu obou stanoveni se vypocte organicky uhlik (TOC).

8.4 Fixac¢ni index

Fixa¢ni index (FI) je procentudlni podil aminoskupin, které zreagovaly s piisluSnym
sitovadlem. Vys$si hodnota fixacniho indexu znamenda niz$i pocet zbylych volnych

Vv,

aminoskupin a znamend vySsi stupei sitovani pouZitého materidlu [5].

oy — NH,(v) = NH, ()
NH,(v)

100 [%]

kde FI fixacni index podil zreagovanych aminoskupin [%]
NH,(v) mnoZstvi volnych aminoskupin v nesitovaném vzorku [mmol/g]

NH(z) mnozstvi volnych aminoskupin v sitovaném vzorku [mmol/g]
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Ke stanoveni stupné zesitovani byla pouZzita ninhydrinovd metoda stanoveni volnych
aminoskupin. Aminokyseliny s volnou aminoskupinou poskytuji s ninhydrinem
kondenzacni produkty modie az fialové zbarvené o rtiznych odstinech a intenzitach.

Vyjimku tvoii pouze prolin a hydroxyprolin, které poskytuji Zluté zbarveni. Absorbance

vvvvv

Popsanou metodu stanoveni volnych aminoskupin lze vyuzit pro kvantitativni vyjadfeni
stupn¢ zesitovani pomoci tzv. fixa¢niho indexu (FI). Fixa¢ni index obecné slouzi k
vypoctu procenta pivodné volnych aminoskupin, které zreagovaly s pfisluSnym bis-
epoxidem. Vyssi FI ukazuji na niz8i pocet zbylych volnych aminoskupin ve fixovaném

materidlu a tedy vysSi stupen zesitovani.

Hodnoty FI jsou uvedeny vtab. 5. Ztéto tabulky je patrny rast FI se vzrustajicim

ptidavkem pouZitého sitovadla.

Tab.5: Fixacni indexy

Sit'ovadlo G E
hm. sitovadla [ %] 8,2 16,4 | 24,7 | 32,9 7,3 14,6 | 21,9 | 29,2
FI[%] 55 63 72 83 68 74 83 88
Sit'ovadlo PEG 200 PEG600
hm. sit'ovadla [ %] 14,6 | 29,2 | 43,8 | 584 | 159 | 31,8 | 47,7 | 63,6
FI[%] 70 83 88 91 68 74 84 89
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9 VYSLEDKY A DISKUSE

9.1 Pokus 1 - Anaerobni rozklad

K anaerobnimu rozkladu rozpustnych podili vzorkti Hykolu sitovanych riznymi epoxidy
byly pouZzity vSechny pfipravené vzorky, kromé nejvice sitovanych kvili velmi nizké
rozpustnosti. Dadle byly nasazeny 2 tzv. slepé pokusy (banky s kalem bez substratu). Octan
sodny ve dvou bankdch poslouZzil jako modelova latka. Bylo obsazeno vSech 30 méficich
mist. Jako inokulum byl pouZit anaerobni kal z COV Zlin-Malenovice, suSina surového
kalu byla 20,3 g/1. Kal byl ddvkovén tak, aby jeho koncentrace v testovacich bankéch byla
4,5 g/l.

Byly pfipraveny suspenze vzorkil (navazka 0,2 g/50ml), které byly ndsledné podrobeny
sonifikaci, tato trvala 1,5 h a napomohla rozpusténi vzorka - bohuZel jen ¢astecnému. Poté
byly roztoky vzorkl zfiltrovdny a bylo stanoveno mnoZstvi rozpusténého podilu (viz

tab.6).

Tab.6: Rozpustény podil (sol) vzorkti Hykolu sitovanych riznymi epoxidy

VZOREK GO08 G16 G24 G32 E07 E15 E22 E29
RozpuStény
podil [ %] 100 86 76 53 100 100 100 75

VZOREK PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG
200/15 | 200/29 | 200/44 | 200/58 | 600/16 | 600/32 | 600/48 | 600/64

Rozpustény

podil [ %] 100 92 71 75 100 100 100 100

Pro samotné stanoveni rozkladii byl do mérnych banek ddvkovan filtrit tak, aby vysledna

koncentrace TOC v baiice byla cca 200 mg/l. Hodnoty TOC a IC jsou uvedeny v tab.7.

Pred stanovenim hodnot rozpusténého uhliku pomoci analyzéitoru uhliku TOC-5000 A,
Shimadzu, byl pevny podil kalové suspenze oddélen centrifugaci pti 20000 G po dobu 10
min a pfi teploté 15°C.

Pokus byl ukoncen po 234 hodindch. Hodnoty TOC a IC byly stanovovény jak na zacatku
(v Case t = 0 h) tak 1 na konci pokusu (t = 234 h).
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Tab.7: Vstupni a vystupni hodnoty TOC a IC v testovacich bankéch (150ml)

Vstup Vystup
VZOREK
TOC [mg] IC [mg] TOC [mg] IC [mg]

NaAc 12,80 2,12 1,93 8,42
Hykol 17,32 2,56 543 7,43
G08 14,83 3,18 4,88 6,10
G16 16,26 2,70 4,91 6,97
G24 15,11 2,17 9,83 6,70
G32 16,70 3,55 9,91 5,59
E07 18,73 2,39 4,68 6,01
E15 18,35 2,39 4,83 6,92
E22 14,23 2,26 6,94 6,27
E29 15,29 3,17 12,65 7,67
PEG 200/15 16,50 3,09 9,40 7,08
PEG 200/29 14,74 2,61 10,12 6,21
PEG 200/44 16,08 2,20 10,15 5,61
PEG 200/58 18,69 3,87 14,90 6,82
PEG 600/16 17,87 2,07 5,09 6,59
PEG 600/32 11,64 1,62 7,48 5,95
PEG 600/48 15,61 2,42 7,45 5,11
PEG 600/64 18,83 2,97 12,54 6,09

Pro vypocet celkového rozkladu byly jako vstupni hodnoty TOC pouZzity hodnoty
odectené ze skutecnych navazek , Cili ve vSech piipadech 20 mg TOC na banku, protoze
namefené hodnoty pro vstupni vzorky neodpovidaly teoretickym piedpokladim a
vypoctim. Pravdépodobnym vinikem je samotny analyzator Shimadzu, bohuzel z divodi

nedostatku vzorkd nebylo mozné toto méfeni opakovat. Vysledky na vystupu z analyzatoru
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Shimadzu (resp. na konci pokusu) jiz byly pfesvéd¢ivéjsi a tudiz byly i pouzity ve
vypoctech.
K vypoctu D; byla pouzita klasickd rovnice bilance uhliku v plynné a kapalné fazi. Tato

mnozstvi odpovidala prakticky pouze rozpuSténému CO,. Rozpustnost CHs za danych

podminek je zanedbatelnd. Hodnoty Dy jsou uvedeny v tab.8.

Tab.8: Celkova biodegradace

VZOREK | Gos | G16 | G4 | G3x2 E07 E15 E22 E29

Hykol
D[ %] 79 78 76 50 76 75 69 64
VZOREK | PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG
200/15 | 200/29 | 200/44 | 200/58 | 600/16 | 600/32 | 600/48 | 600/64 96

D:[%] 81 72 69 61 91 75 67 70

V nésledujicich obr. 2 - 5 jsou zndzornény kiivky produkce CH4 (STP = standardni
podminky) vzork sitovanych rGznymi epoxidy, nejlépe rozlozitelny je samoziejmé
Hykol. S rostoucim mnozstvim ptfidaného sitovadla klesa produkce, resp. se zhorSuje

moznost rozkladu u vSech sledovanych vzorki.
Lze ptfedpokladat, Ze vytvofend sit' brani piistupu mikroorganismi vyvoldvajicich
piislusny biorozklad na molekularni drovni tj. i v pravém roztoku ¢i jemné disperzi. Pro

srovnani byl jako dalsi sitovadlo pouzit glycerintriglycidylether.
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Obr. 3: Produkce CH4 ze vzorkii Hykolu sitovanych ethylenglykoldiglycidyletherem
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Obr. 5: Produkce CHy; ze vzorkii Hykolu
diglycidyletherem

sitovanych polyethylenglykol (600)

Dile je z pribéhu kiivek patrné, Ze pti skonceni pokusu nebyl rozklad jesté uplny. Toto se

miZe nepatrné projevit pfi hodnoceni celkového rozkladu, ktery je pak ale ve vSech
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piipadech stejnou mérou podhodnocen. Bohuzel je zde tfeba zvazit i mozZnost tzv. driftu
ptistroje. Tato otdzka vyvstdvad pifi srovnani vysledki celkovych degradaci, kdy bylo
dosazeno u Hykolu témét 100%. Takto vysoké hodnoty nebylo v naSich predchdzejicich

pokusech dosazeno [20, 21].
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Obr. 6: Stupeni biodegradace rozpustnych podilti Hykolu sitovaného riznymi epoxidy

Ze srovnani celkovych rozkladi (tab. 8) je zfejmé, Ze nejlépe biologicky rozloZitelné byly
vzorky sitované pomoci PEG 600. Vzhledem k jejich velmi dobré rozpustnosti (viz tab. 6
a obr. 18) lze o skutecném sit'ovani s dspéchem pochybovat. Hodnoty fixa¢nich indexii v
obr 7. pro vzorky sitované timto epoxidem dokazuji, Ze skutecné doslo k reakcim
aminovych skupin, bohuzel neni z téchto grafi mozné vycist zda - li byla vytvofena sit, ¢i

ne.

Pied vytvofenim sité mélo riist LVC méfenych vzorkil a vytvofenim sité by zanikla jejich
uplnd rozpustnost, objevila by se gelova frakce a poklesla by rychlost rozpousténi téchto
vzorkll. VétSi rozsah reakci ve vzorku by mél pfivést zjevné zmény v IR spektru
sitovanych vzorkl. Vyrazné maskovani ani sitovani vSak nebylo u téchto rozpustnych

vzorkill prokdzano. Toto by mélo potvrdit ¢i vyvrétit méfeni téchto vzorkil na FTIR [25].
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Obr. 7: Zavislost stanoveného FI vzorkli na mnozstvi pouzitych sitovadel

Z hlediska chemického sitovéani srovnanim fixa¢nich indexti (obr. 7) vychdzi jako nejlepsi
sitovadlo E. JiZ v nizkych koncentracich (7 % wt.) dochdzi k obsazeni 67 % volnych ami-
noskupin naproti tomu relativn¢ ,, nejhor$im * sitovadlem je G, které ma pii téméf stejné

koncentraci sitovadla o 12 % nizsi u¢innost.
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Tab.9: Ptehled mnoZstvi transformovaného uhliku po 234 hodin¢ anaerobniho rozkladu

pii 37 °C
VZOREK CI;I;Z\; [pI:lygr;né C(f);zsif [pI:lygI;né CO, E/ II11';))]zt0ku D, [%]

NaAc 9,80 1,69 6,30 89
Hykol 10,19 4,24 4,87 97
GO08 8,48 4,49 2,92 79
Gl1e6 7,66 4,01 4,07 79
G24 6,88 4,49 3,85 76
G32 5,50 2,56 2,04 51
E07 8,81 2,83 3,62 76
E15 8,26 2,20 4,53 75
E22 7,69 2,02 4,01 69
E29 7,32 2,01 3,50 64
PEG 200/15 8,24 3,96 4,00 81
PEG 200/29 7,23 3,68 3,60 73
PEG 200/44 7,33 3,19 3,41 70
PEG 200/58 6,18 3,12 2,95 61
PEG 600/16 8,93 4,68 4,52 91
PEG 600/32 6,75 3,96 4,34 75
PEG 600/48 6,99 3,74 2,70 67
PEG 600/64 7,01 3,98 3,12 71
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9.2 Pokus 2 — Anaerobni rozklad

K anaerobnimu rozkladu roztokti vzorkti Hykolu sitovanych rtiznymi epoxidy byly pouZity
vSechny pfipravené sitované vzorky vcetné vzorkii s nejvySSim obsahem sitovadla a
nasazeny 2 slepé pokusy. Octan sodny ve dvou mérnych mistech opét slouzil jako
modelova latka. Bylo obsazeno vSech 30 méficich mist. Jako inokulum byl pouzit
anaerobni kal z COV Zlin-Malenovice, o susiné 33,7 g/1. Kal byl ddvkovén tak, aby suSina

v testovacich bankéch byla 4,5 g/1.

Ptipravené suspenze vzorkl (navazka 0,25 g/10 ml) byly podrobeny sonifikaci. Tato trvala
10 min a napomohla rozpusténi vzorkt, opét jen ¢astecné. Poté byly roztoky vzorki véetné
nerozpusSténého podilu naddvkovany do testovacich banck, tak aby vyslednd koncentrace

vstupni TOC byla 0,2 g/l.

Hodnoty TOC a IC jsou uvedeny v tab.10. Pfed stanovenim hodnot rozpusténého uhliku
pomoci analyzéatoru celkového uhliku TOC-5000 A, Shimadzu po 322 h, byl pevny podil
suspenze oddélen centrifugaci pti 20000 G po dobu 10 min pii teploté 15°C.

Z. divodu netdplné rozpustnosti vzorkl a tudiZ i nemoZnosti presn¢ stanovit hodnoty TOC a
IC na vstupu bylo pifi vypoctech pouZito teoretické hodnoty 20 mg TOC na testovaci
banku. Tato hodnota vychazi z navazky. I kdyz se podaftilo stanovit hodnoty IC a TOC jak
na zacatku tak i na konci pokusu nebylo mozné se spolehnout na jejich spravnost z vyse
uvedenych divoda. Pro vypocty celkovych rozkladd byly pouzity jen hodnoty ziskané

z analyzatoru methanu.
Pokus byl ukoncen po 325 hodindch. Hodnoty CH4 byly odecitany v Case t = 125 h kviili
vylouceni zkresleni méfeni driftem pfistroje. V tomto €ase jsme predpokladali, Ze by mél

byt veskery substratovy uhlik spotfebovan.
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Tab. 10: Vstupni a vystupni hodnoty TOC a IC v testovacich bankach (150ml)

Vstup Vystup
VZOREK
TOC [mg] IC [mg] TOC [mg] IC [mg]
NaAc 26,72 0,59 - 10,43
Hykol 10,60 - - 6,92
G08 9,53 - - 2,49
Gl16 13,13 - - 5,61
G24 0,88 0,44 - 7,08
G32 - 0,03 - 5,69
G41 - 0,51 0,59 5,61
E07 25,13 - 6,93 8,10
E15 31,08 1,16 11,51 7,70
E22 20,06 0,11 - 6,06
E29 14,60 0,24 0,12 7,08
E37 12,45 1,02 1,73 6,20
PEG 200/15 19,47 - 6,75 6,68
PEG 200/29 7,53 - 15,96 4,44
PEG 200/44 5,65 0,02 7,97 5,58
PEG 200/58 8,34 - - 4,19
PEG 200/73 15,81 1,70 - 4,61
PEG 600/16 13,13 - - 5,73
PEG 600/32 13,04 - 7,19 5,78
PEG 600/48 20,64 0,32 1,70 5,22
PEG 600/64 21,66 - - 3,11
PEG 600/80 4,53 2,39 1,95 -
G - 1,58 1,61 -
E 9,42 2,67 - 1,68
PEG 200 4,80 2,31 - -
PEG 600 8,63 1,94 - 1,04
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V nasledujicich obr. 8 - 11 jsou zndzornény kiivky stupné dosaZeni teoretické produkce
CH4 vzorkt fady G, E, PEG 200 a PEG 600 davkovanych ve form¢ suspenze. Z priabéhu
kiivek je zfetelné, Ze nejlépe rozloZzitelny je opét Cisty Hykol. S rostoucim mnozstvim

ptidaného sitovadla opét klesd produkce methanu, resp. se zhorSuje moznost rozkladu.

Uvedené grafy, obdobné jako v ptipadé POKUSU 1, potvrzuji piedpoklad klesajici

biodegradability s rostoucim mnoZstvim sitovadla a to ve vSech piipadech.
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Obr. 8: Stupeii dosazeni teoretické produkce CH4 rozkladem Hykolu sitovaného ptidavky

glycerintriglycidyletheru
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Obr. 9: Stupen dosaZeni teoretické produkce CH4 rozkladem Hykolu sitovaného piidavky

ethylenglykoldiglycidyletheru
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Obr. 10: Stupent dosazeni teoretické produkce CH4 rozkladem Hykolu sitovaného piidavky

polyethylenglykol (200) diglycidyletheru
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Obr. 11: Stupent dosazeni teoretické produkce CH4 rozkladem Hykolu sitovaného piidavky
polyethylenglykol (600) diglycidyletheru
Pro ovéfeni aktivit anaerobniho kalu byly pouZzity jako modelové latky- octan sodny a

Hykol. Z obr. 12 vyplyva, Ze bylo u obou pouzitych kultur dosazeno shodné 100%-niho
rozkladu u NaAc a cca 87 %-niho rozkladu u Hykolu po 125 hodinéch.
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Obr. 12: Stupeini dosazeni teoretickd produkce CHy4 standardnich latek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Ov¢éfteni piripadného toxického vlivu pouzitych sitovadel byla ovéfena i tato skute¢nost;
toxicita téchto sitovadel byla testovana pti koncentraci 10 pl na testovaci baiikku. MnoZstvi
bylo voleno tak, aby pifedstavovalo dle odhadu horni hranici pouzitych sitovadel. Jak je
patrné z obr. 13, pouZitd sitovadla byla pomérné¢ dobie rozlozitelnd. Nedoslo k inhibici,
protoze produkce CH4 byla vys$i nez u slepého vzorku. V testovanych koncentracich

nepusobila tedy sitovadla toxicky a mohla by byt vyuZita anaerobnimi mikroorganismy

jako zdroj uhliku.
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Obr. 13: Produkce CHy4 - testovani toxicity epoxidll pouZitych jako sitovadlo

Uka4zalo se, Ze stejn¢ jako u sledovani biorozkladu rozpustnych podila vzorki, jsou nejlépe

biologicky odbouratelné vzorky sitované pomoci PEG 600 (obr. 14).

Celkové biodegradace byly vyhodnoceny po uplynuti 125 hodin u vSech vzorki, protoze
produkce CHy se jiz ve vétSiné piipadli nezvysSovala, oproti predeslému pokusu, kde jsme
vyhodnocovali celkovou biodegradaci az na konci anaerobniho rozkladu, tj. po 234

hodinéach.
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Obr. 14: Stupenn biodegradace teoretické produkce CH4 ze vzorkti Hykolu sitovanych

riznymi epoxidy (gel + sol) po 125 hod

V tab. 11. jsou uvedeny hodnoty ziskané po 125 hodinach pfimym odectem z dat pfistroje
MicroOxymax. Hodnoty byly ode¢teny jako objemy vyprodukovaného CH, a piepocteny

na mg uhliku.
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Tab. 11: Piehled mnozstvi transformovaného uhliku po 125 hodiné

VZOREK CI;‘IQZ;’ Fggné C(t?;zwif FI:lygI;né CO, E’nll‘g]ztoku D, [%]
NaAc 10,07 1,45 6,56 100
Hykol 8,74 4,35 5,26 92

GO08 8,05 4,00 2,08 81
G16 7,05 2,40 3,81 71
G24 5,68 3,14 4,65 58
G32 4,57 2,51 3,82 46
G41 4,19 2,58 3,40 42
E07 8,10 4,10 5,48 81
E15 7,69 3,99 4,36 77
E22 7,46 3,73 4,26 72
E29 6,59 3,40 4,75 66
E37 5,78 2,61 3,45 58
PEG 200/15 7,04 3,52 5,16 70
PEG 200/29 6,02 2,38 3,20 60
PEG 200/44 5,68 2,47 4,00 57
PEG 200/58 5,12 3,23 3,12 51
PEG 200/73 4,48 2,08 1,94 44
PEG 600/16 7,63 3,55 4,08 76
PEG 600/32 6,98 3,31 3,98 70
PEG 600/48 7,15 3,76 3,39 70
PEG 600/64 6,07 3,89 2,51 61
PEG 600/80 4,69 2,70 - 47
G 0,59 0,38 - 6

E 1,50 0,98 - 15
PEG 200 0,27 0,05 - 3
PEG 600 1,39 1,41 - 14
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9.3 Meéfeni rozpustnosti

Ze vsech sitovanych vzorkd, véetné Cistého Hykolu, byly pfipraveny suspenze (navizka
0,1 g/ 20ml destilované vody). Méteni rozpustnosti bylo provadéno za laboratorni teploty a
suspenze byly michdny na magnetickych michackach. Z takto pfipravenych suspenzi bylo
v ¢asovych intervalech 10, 30, 60, 90 a 120 min odebirdno po 4 ml. Odebrané mnozstvi
bylo prefiltrovdano ptes Cerveny filtr, ktery byl pfed pouzitim dilkkladné promyt vrouci

destilovanou vodou a vysusen. Filtrat byl fedén 50x a analyzovan na analyzatoru uhliku

Shimadzu.
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Obr. 15: Rozpustnost vzorkli Hykolu sitovanych glycerintriglycidyletherem
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Obr. 16: Rozpustnost vzorkt Hykolu sitovanych ethylenglykoldiglycidyletherem
e
100 % .....--‘--" —
90 - w—— ¢ X
- X
— 80 A
R
— 70 e e -
O X — .- -
60 - s>
I9 - snonl ™
o 50
& g I 2 - wy
%407 ..--.------'------'------a
2 301
o
= 20
10 1
0 : : : : ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Cas[min]
A PEG200/15 & PEG200/29 B PEG200/44
® PEG200/58 O PEG200/73 X Hykol
Logaritmicky (Hykol) = == ogaritmicky (PEG200/15) === = Logaritmicky (PEG200/29)
= = |ogaritmicky (PEG200/44) = = = Logaritmicky (PEG200/58) Logaritmicky (PEG200/73)
Obr. 17: Rozpustnost vzorki Hykolu sitovanych polyethylenglykol (200)

diglycidyletherem
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Obr. 18: Rozpustnost vzorki Hykolu sitovanych polyethylenglykol (600)
diglycidyletherem

Z vyse uvedenych grafi je zfejmy vliv rostouctho mnozstvi sitovadla na snizujici se
rozpustnost. Tvary kiivek sice neodpovidaji zcela nasSim ptredpokladim, ale u vétSiny
sitovadel je patrny trend sniZovani rozpustnosti s rostoucim mnoZstvim sitovadla.

Jednotlivé body byly proloZeny logaritmickou regresi.

Pii srovnani grafii vychazi jako nejlépe rozpustné vzorky s PEG 600 a E. U vzorkl

tekutych i po pokusu o zesitovani je mozné predpoklddat, Ze doslo jen k maskovani.
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ZAVER

V préci byl sledovan vliv sitovani vybranymi bis-epoxidy (a glycerintriglycidyletheru) na
biologicky anaerobni rozklad bilkovinného hydrolyzatu Hykol. K popsani vlastnosti
jednotlivych vzorkd byly pouZzity rizné metody fyzikdlnich a chemickych analyz, po¢inaje
méfenim FI po stanoveni rozpustnosti pomoci méieni obsahu organického uhliku.

Cistecné byl bran zfetel na vysledky ziskané v soub&zné probihajici diplomové praci [25].

Pfi stanoveni stupné biologického rozkladu v anaerobnich podminkach byl potvrzen
predpoklad, Ze se zvySujicim se mnoZstvim sitovadla se sniZuje stupeil biologického
rozkladu takto upravenych vzorkl. Oproti predchozim diplomovym pracim na obdobné
téma, kde byla pouZita jind sitovadla, byly nase vzorky jen ¢astecné rozpustné. Tyto obtize
byly v men$im rozsahu ocekavany. Vyjimkou zde byly jen vzorky sitované
polyethylenglykol (600) diglycidyletherem, které byly bez problému rozpustné i pii
nejvyssim mnozstvi ptidaného sitovadla. Toto mohlo byt zplisobeno tpravou vzorkil pfi
sitovani, kdy zfejm&é doSlo znezndmého divodu k naruseni fetézce bilkovinného
hydrolyzatu a jeho rozpadu na mens$i fragmenty, které po sitovani nebyly soucasti
rozséhlej§i sit€¢ a tudiz mohly byt snadnéji rozpustné. Tato pravdépodobna destrukce
vzorku také zptisobila u vzorkl sitovanych polyethylenglykol (600) diglycidyletherem
relativné snadné¢jSi biodegradaci oproti vzorkim sitovanym jinymi sitovadly. DalSim
moznym vysvétlenim by mohlo byt nevytvoreni klasické sité, ale pouze tzv. maskovani

jednotlivych funkénich aminoskupin. Nicméné, ani jednu z téchto domnének jsme pomoci

FTIR analyzy nedokazali potvrdit [25].

Pokud bychom vzorky hodnotili z pohledu ochoty k biologickému rozkladu, vychézel by
polyethylenglykol (600) diglycidylether jako nejvhodné;jsi, naopak glycerintriglycidylether
jako nejhorsi. OvSem z jiného pohledu, napt. z pohledu mechanické odolnosti vzorku, by
divodu vyssiho poctu funkénich skupin a tudiz moZnosti vytvoreni pevnéjsi sité; prakticky

to bylo dokdzdno méfenim rozpustnosti.

K vytvofeni sité je zapotiebi pouZzit latky s vétsim poctem situjicich funkénich skupin.
Pokud je funk¢nost sit'ujicich latek pouze malo vEtsi nez 2, je nutné ji smichat v pfesném
stechiometrickém poméru a reakce musi probéhnout do vysoké konverze, jinak se sit
nemiuiZe vytvofit. Protoze Hykol nema pf#ili§ vysokou funk¢nost, pokud je bis-epoxid pouzit

v nevhodném stechiometrickém poméru nebo reakce neprobéhla do vysoké konverze, sit’
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se nemusi vytvofit. Pouzité diepoxidy mohou byt zneCiStény monofunkénimi latkami,
event. vlivem homopolymerace miize vzristat jejich WPE a mulze dojit k pfipravé
nestechiometrické smési. MlZe dojit i k hydrolyze Hykolu event. ke zvySeni obsahu

monofunk¢nich latek v Hykolu schopnych reakce s epoxidem.

Znacny stupeni hydrolyzy kolagenu na hydrolyzat Hykol (pomérné¢ malé fragmenty ve

srovnani napf. s Zelatinou) je tedy hlavni pfi¢inou jisté rozpornosti vysledki.

Pro dalsi vyzkum této problematiky by bylo vhodné prozkoumat mechanizmus sitovani
mnohem podrobnéji, zejména piesné rozlisit sitovani a maskovani, tak aby bylo mozné
jednoznacné popsat typ €i tvar sité a na zdklade téchto poznatkl zhodnotit vSechna, i difve

pouzivand sitovadla.
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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyvala sledovanim vlivu sitovani vybranymi bis-epoxidy (a
glycerintriglycidyletheru) na biologicky anaerobni rozklad bilkovinného hydrolyzatu
Hykol. Pii biologickém rozkladu testovanych vzorki Hykolu byla sledovana
methanogenni aktivita pfitomnych mikroorganismi resp. mnoZstvi vyprodukovaného

bioplynu (CHy4, CO»).

V obou anaerobnich rozkladech byla koncentrace suSiny inokula 4,5 g/l a teplota vodni
lazné€ v niZ byly ponofené testovaci baiky 35 °C. Vzorky Hykolu sitovaného vybranymi
bis-epoxidy byly ddvkovany v takovém mnozstvi, aby koncentrace TOC v testovacich

bankach Cinila cca 20 mg.

Pfi hodnoceni vzorkll podle jejich ochoty k biologickému rozkladu, vychazel v obou
anaerobnich pokusech  polyethylenglykol (600) diglycidylether jako nejvhodné&jsi
sitovadlo a naopak glycerintriglicidylether jako nejhorsi. Z pohledu mechanické odolnosti
vzorku, by mohlo byt za nejvhodnéjsi sitovadlo povazovan glycerintriglicidylether

z divodu vyssiho poctu funkcnich skupin a tedy moZnosti vytvotreni pevnéjsi site.

Pro dalsi vyzkum této problematiky by bylo vhodné prozkoumat podrobnéji mechanizmus

sitovani.
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SUMMARY

This diploma work which has presented, dealing with influence of cross-link of bis-
epoxides (and glycerintriglycidylether) on biodegradation of protein hydrolysate Hycol
under anaerobic conditions. During biodegradation of testing Hycol samples was
determineted methane-activity of present micro-organism, other way of quantity how many

biogas (CH4, CO;) has been produced.

Both anaerobic biodegradations included concentration of suspended solid inoculum 4,5
g/l and temperature of water tank with testing bulbs was 35 °C. Hycol cross-link samples
of bis-epoxides were injection with such quantity to concentration TOC inside bulbs

equals cca 20 mg.

During evaluation of testing samples according to availability for biodegradation, both
anaerobic tests comfirm that polyethylenglykol (600) diglycidylether is the most cross-link
material and in the oposite side glycerintriglycidylether as worst material. However, on the
other side, concerning mechanical - resistance of testing sample would be
glycerintriglycidylether as the most available as cross-link material — reason is that this

material has more function groups to build more strong net-link.

Concerning the future research of above mention matter, it will be advisable to investigate

cross-link process in more detail.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DEB
DEO

Dy

E

FI

G

Hykol
my

My

PEG 200
PEG 600
TC

TOC

NaAc

Diepoxy — 1,2:3,4 — butan

Diepoxy — 1,2:7,8- oktan

Celkova biodegradace
Ethylenglykoldiglycidyleter

Fixac¢ni index

Glycerintriglycidyleter

Hydrolyzat kolagenu

Hmotnost organického uhliku ve vzorku
Hmotnost celkového metabolizovaného uhliku
Polyethylenglykol(200)diglycidyleter
Polyethylenglykol(600)diglycidyleter
Obsah celkového uhliku

Obsah celkového organického uhliku

Octan sodny

[%]

[%]

[mg]

[mg]

[mg.1"]

[mg.l'l]
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