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Abstrakt

Mikroplasty jsou nyni jiz vSudypfitomnou soucasti zivotniho prostfedi. At uz
jsou primarné produkovany pro ruzné tucely, nebo vznikaji sekundarn¢ z rozkladu
plastovych vyrobk, jedné se vyznamnou a zatim ne pfili§ prozkoumanou oblast, ktera
muze piedstavovat riziko pro ruzné trofické urovné. Mikroplasty jsou také velice
riznorodé, 1ze hodnotit jejich druh, tvar, velikost, schopnost adsorpce aj. a vSsechny

tyto faktory ovliviiuji jejich chovéni a osud v Zivotnim prostiedi.

Vyzkum realizovany v této praci byl zaméien na vyuziti ekotoxikologickych
testll k zjiSténi toxicity vybranych mikroplastii. Jednalo se o polyesterova vlakna délky
do 5 mm, které byla barvena fluorescencnim barvivem Nile Red a komeréné
prodavané fluorescen¢ni c¢astice smésného polymeru kulovitého tvaru velikosti
1-5 pm. Testy byly provadény na zkusebnich organismech Daphnia magna, Daphnia
pulex a Thamnocephalus platyurus. Pro srovnani byly provedeny zkousky rovnéz na
semenech Sinapis alba a externé¢ akreditovanou laboratofi na moiské bakterii
Aliivibrio fischeri. Dale se prakticka cast prace zaméfila na viditelné potvrzeni a
moznosti zobrazeni pfitomnosti mikroplasti uvniti trdviciho ustroji zkoumanych
organismd, a to diky jejich fluorescen¢nim vlastnostem a pouziti UV svétla o vinové

délce 375-395 nm.

Dosazené vysledky neprokazaly toxicitu u zadného z pouzitych mikroplastt, a
to ani v ptipad¢ viditelného pozieni mikroplastii testovanym organismem. V ramci
experimentl nebyla prokdzana akutni ani chronicka toxicita. Nicméné Vv chronickych
testech na dafniich bylo mozné sledovat zvySeny narast jejich pocetnosti ve vodnim

prostiedi s mikroplastovymi ¢asticemi.

Klicova slova

Mikroplasty, vody, sladkovodni, riziko, organismus, ekotoxicita, zivotni

prostiedi.



Abstract

Microplastics are now a ubiquitous part of the environment. Whether they are
primarily produced for many purposes or arise secondarily from the decomposition of
plastic products, this is an important and not yet very explored area that can pose a risk
to different trophic levels. Microplastics are also very diverse, their type, shape, size,
adsorption capacity, etc. can be evaluated, and all these factors influence their

behaviour and fate in the environment.

The research carried out in this work was focused on the use of
ecotoxicological tests to determine the toxicity of selected microplastics. These were
polyester fibers up to 5 mm in length, which were dyed with the fluorescent dye Nile
Red and commercially sold fluorescent particles of a mixed polymer of spherical shape
with the size of 1-5 um. The tests were performed on the test organisms Daphnia
magna, Daphnia pulex and Thamnocephalus platyurus. For comparison, tests were
also performed on Sinapis alba seeds and an externally accredited laboratory for the
marine bacteria Aliivibrio fischeri. Furthermore, the practical part of the work focused
on the visible confirmation and the possibility of displaying the presence of
microplastics within the digestive tract of the studied organisms, thanks to their

fluorescent properties and the use of UV light at a wavelength of 375-395 nm.

The results obtained did not show toxicity for any of the microplastics used,
even in the case of visible ingestion of the microplastics by the tested organism. No
acute or chronic toxicity was measured in the experiments. Nevertheless, in the chronic
tests on daphnia was observed the increased number of their abundance in an aqueous

environment with microplastic particles.

Keywords

Microplastics, water, freshwater, risk, organism, ecotoxicity, environment.
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Seznam zkratek

ASTM — Americka spolecnost pro testovani a materialy (American

Society for Testing and Materials)
ATR — Zeslabena tplna reflektance (Attenuated Total Reflectance)
BPA — Bisfenol A (Bisphenol A)

CEN — Evropsky vybor pro normalizaci (European Committee for
Standardization)

ECso — Ucinné koncentrace, odezva u 50 % organismu, uhyn, zména

chovani (Effective Concentration)

FTIR — Infracervenad spektroskopie s Fourierovou transformaci

(Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

ICs0 — Inhibi¢ni koncentrace, inhibice u 50 % organismu (Inhibitory

Concentration)

ISO - Mezinarodni organizace pro normalizaci (International

Organization for Standardization)

LCso — Letalni koncentrace pti které dochézi k tthynu 50 % organismut

ve vzorku,plyn a kapaliny (Lethal Concentration)

LDso — Letalni davka pfi které dochédzi k thynu 50 % organismi ve

vzorku, pevné vzorky (Lethal Dose)

cvwr

organismus (Lowest Observed Adverse Effect Level)

NOAEL —Nejvyssi davka, kdy jesté neni pozorovatelny vliv latky na
organismus (No Observed Adverse Effect Level)

OECD - Organizace pro hospodaiskou spolupriaci a rozvoj

(Organization for Economic Cooperation and Development)
PE — polyethylen

PFE — Fluidni extrakce podporovana tlakem (Pressurized Fluid

Extraction)



PP — polypropylen

py-GC/MS — Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni detekci
(Pyrolysis—Gas Chromatography—Mass Spectrometry)

SWF - standardni sladka voda (Standard Freshwater)PET -
polyethylentereftalat

U.S. EPA — Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi USA (United

States Environmental Protection Agency)

UV — ultrafialovy (ultraviolet)



1.  Uvod

Béhem poslednich nékolika desetileti se kontaminace plasty stala hlavnim
objektem znepokojeni mezi védci, politiky a vefejnosti. Svétova produkce plastl
ptekonala v roce 2016 hranici 320 miliond tun (PlasticsEurope, ©2016). Tento
materidl vyrazné piispiva ke vzniku odpadu a odhadem 5 az 13 tun ro¢né skonci
v oceanech (World Economic Forum, ©2016). Na takto vznikly, at uz vodni nebo
suchozemsky plastovy odpad piisobi degradacni procesy, slunecni zareni, mechanické
sily, mikroorganismy, kter¢ se podili na rozkladu a fragmentaci téchto materialti az do
vzniku mikroplasti. Mikroplasty ale nemusi nutn¢ vznikat degradaci, velké mnozstvi
je produkovano zamérné napiiklad v kosmetickém prumyslu (Costa et al., 2017).
Zaroven casto nedochazi k jejich Gplnému rozkladu, hromadi se tak ve vSech
ekosystémech, potravnich fetézcich, samotnych potravinaich a pitné vodé
(Echa.Europa, ©2021). Jejich pohyb a dostupnost v Zivotnim prostiedi je také
ovlivnéna jejich chemickymi a fyzickymi vlastnostmi, jako jsou druh plastu, velikost

a tvar (Rocha-Santos et Duarte, 2015).

Vyzkum mikroplastd tak cili hlavné na sledovani jejich osudu v Zivotnim
prostfedi, ekotoxicitu, sorpci, zpusoby jejich odstranéni a omezeni produkce.
Vytvoteni vhodné metodiky pro studium mikroplastl a jejich ekotoxicity je jednim
z faktori pro ziskani smérodatnych informaci o moznych rizicich téchto latek, nejen

pro Zivotni prostfedi, ale 1 pro clovéka.
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2.  Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zhodnoceni ekotoxikologickych rizik vyskytu
mikroplastl ve sladkovodnim vodnim prostiedi. V reSerSni ¢asti prace byly popsany a
definovany mikroplasty, byla nastinéna mozna rizika jejich ptisobeni pro ekosystémy
a byly zhodnoceny dostupné analytické metody stanoveni mikroplasti a jejich
ekotoxicity. V praktické ¢asti prace pak za pomoci testi bylo provedeno hodnoceni
ekotoxicity vybranych dvou mikroplasti, a to jejich expozici na vybrané sladkovodni
druhy organismii. Pro srovnani byl proveden rovnéz test kli¢ivosti na semenech

vysSich rostlin a na standardizovaném motském organismu.

13



3. Literarni reSerse:

3.1. Mikroplasty

Plasty, z feckého ,,plastikos*- tvarny/vhodny pro liti, jsou tvarné, plastické
syntetické a polysyntetické materialy (Plastics Europe, ©2018). Jedna se o polymery,
ve své podstaté tvrdé az kiehké (Béhalek, 2016). Plasty miizeme primarné€ rozd¢lit na
termoplasty a reaktoplasty dle moznosti jejich tepelného zpracovani. Termoplasty je
mozné opétovné zahidt a tvarovat, reaktoplasty nikoliv. Vyroba plasti je stale
rostoucim celosvétovym trendem. V roce 2018 to bylo svétové 359 miliona tun a

v roce 2019 jiz 368 miliont tun plastu (Plastics Europe, ©2020).

Velikost plastovych ¢astic mizeme rozdélit do 4 kategorii (Wagner et al.,
2014):

e Makroplasty (>25 mm)
e Mesoplasty (5-25 mm)
e Mikroplasty (20 um-5 mm)

e Nanoplasty (<20 pm)

Dle vzniku jsou mikroplasty dé€leny na primarni a sekundarni (Auta et al., 2017;
Wagner et al., 2014). Priméarni, tedy uméle vyrabéné mikrocastice zamérn¢€ pridavané
do vyrobku jako jsou hnojiva, pfipravky na ochranu rostlin, kosmetika, detergenty,
cistidla, barvy, mékky vyplhovy materidl k umélému travniku a vyrobky pouzivané
V ropném a plynarenském primyslu. Pouziti t€chto mikroplastt je hlavné ve formé
abraziv (exfoliaéni a leStici mikrocastice v kosmetice). Dalsi funkci mize byt
I regulace hustoty a stability vyrobku. Stale vice se vyuzivaji i jako tipytky a soucasti
licidel. K témto ucelim se v Evropé vyuzije okolo 145 tisic tun mikroplastl

(Echa.Europa, ©2021).

Druhym zéastupcem jsou pak sekundarni mikroplasty vzniklé degradaci
z makroplast (biotickou i abiotickou), mechanickym naruSenim, plisobenim UV

zafeni, naruSenim mikroorganismy apod. (Auta et al., 2017; Wagner et al., 2014).

14



Mikroplasty jsou mnozinou proménnych, které se vyrazné projevuji na jejich

chovani a osudu v prostfedi (Lambert et al., 2017).

Povrch
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Velikost

Prisady
Antioxidanty, antimikrobialni |.)
pigmenty, barviva, anorganické
plniva, nanomaterialy
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| e o

koncentrace

velikost castice

Sorbce na povrchu

adsorbované

) : molekuly castice a
mikroorganismy

N\ J yminamy
oo &

Povrch castice

Obr.¢. 1: Faktory vstupujici do predmétu zajmu pti studiu mikroplasti (Lambert et al. 2017; upraveno
autorkou prace)

Mikroplasty miizeme Vv ramci vyzkumu rozdé¢lit dle tvaru na fragmenty, ¢astice,

vlakna, pény, pelety, koule, vlocka, granule a folie (Koelmans et al., 2019).

sféricky kulaty hranaty péna
vliocka valec jehlice krychle

Obr.¢. 2: Tvary mikroplasti (Vollertsen, ©2016-2020; upraveno autorkou prace)
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Obr.¢. 3: Tvary mikroplastt a jejich pocetnost v 55 publikovanych studiich (Koelmans et al. 2019;
upraveno autorkou prace)

Stejné tak muze byt pro vyzkum signifikantni druh mikroplastu. Jedna-li se
napiiklad o polyethylen (HDPE, LDPE), polyethylen tetraftalat (PET), polypropylen
(PP), polystyren (PS) ¢i polyvinylchlorid (PVC) (Bilkova, 2015). Tyto faktory mohou

mit dtlezity vliv na chovéani mikroplastli v bioté¢.
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typ polymeru

Obr.¢. 4: Typy mikroplasta a jejich pocetnost v 55 publikovanych studiich (Koelmans et al. 2019;
upraveno autorkou prace)
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3.2.  Ekotoxicita mikroplastii

3.2.1. Ekotoxikologie:

Ekotoxikologie je védnim oborem propojujicim ekologii a toxikologii. Tento
termin byl poprvé definovan v 60 letech 20. stoleti (Truhaut, 1997). Do této doby se
toxikologie zaméfovala hlavné na Skodlivé ucinky chemickych latek na clovéka.
Vznik tohoto védniho oboru byl odrazem rostoucich obav z uc¢inku téchto latek také
na zivotni prostiedi (Newman, 2010). Ekotoxikologie se tedy zabyva pozorovanim
morfologickych zmén, zmén chovani, imobilizace, ¢i zhorSené reprodukci nebo thynu
studovanych organismu. Stejné tak se mize zamétovat na funkéni vztahy na Grovni

populaci, spolecenstev a ekosystému (Andé€l, 2011).

Tlak na vznik védniho oboru nastal z divodu primyslové revoluce v 50. letech
19. stoleti, kdy velké mnozstvi polutanti unikajicich do ovzdusi, ale i do vodniho

prostiedi, pisobily nevratné zmény na Zivotnim prostfedi (Hoffman, 2003).

Ekotoxikologie je synteticka véda, ktera spojuje poznatky a metody z mnoha
disciplin. Otazky tykajici se ucinku jsou kladeny na molekularni trovni, ale 1 mezi
jednotlivymi slozkami zivotniho prostfedi a na biosférické Urovni. Stejné tak
ekotoxikologie fesi i otazku osudu chemickych latek a jejich mozny transport

Vv prostedi (Newman, 2010).

ekosystem
>
slozeni spolecenstva
7
zmeény polutantu
7~
ocdpovéd organismu
7
fyziologicka zména
7
biochemicka zména
poll,ta{
rostouci cas ocdezvy =
>
rostouci naro¢nost vazby na specifickou latku
>

rostouci vyznam

Obr.¢. 5: Schéma vazeb mezi odpovéd’mi na riznych organizaénich trovnich (Newman, 2010;
upraveno autorkou prace)
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3.2.2. Mozna rizika pro zivotni prostfedi a ¢lovéka

S ristem mnozstvi mikroplastovych Castic v prostiedi se da predpokladat
i jejich pisobeni na ekosystémy, organismy a ¢lovéka (Wang et al., 2019). Ekotoxické
pusobeni mikroplasti zatim neni zcela objasnéno. Problémem zlstava variabilita na
urovni chemickych a fyzikalnich vlastnosti ¢astic (Judy et al., 2019). Ptestoze jejich
toxicita neni prokazana, jsou vétSinou chapany jako kontaminanty. Jednak z divodu
jejich vlastniho plisobeni, tak i moznou vazbou dalSich latek, které mohou ptlisobit
ekotoxicky (Pivokonsky et al.,, 2018). Jejich mala velikost umoznuje jejich

absorbovani biotou a pfimou ucast a kumulaci v potravinovém fetézci (Rillig, 2012).

Velmi rizikova vlastnost mikroplastil je jejich schopnost vazat na sviij povrch
jiné latky. Tyto latky mohou byt na ¢astice absorbovany i zamérné béhem vyroby,
z duvodu barveni, zmény tvrdosti, odolnosti a podobné (Li et al., 2018). Mezi tyto
aditiva patii naptiklad tepelné a svételné stabilizatory, barviva, maziva, zm¢kcovadla,
antistatika, nadouvadla, retardéry hotfeni a plniva. Mezi témito latkami najdeme

| vyrazné negativné pusobici ftalaty a Bisfenol A (BPA).

ftalat ¢
PBDEs on Methyl rtut’

N O,

"~ | \ |

‘\/{ ‘]// /};‘Br
N &

—

bisfenol A

CH:,"J _oH €

e -

no—<
CH
' Cu

Obr.¢. 6: Potencialni moZnost vazby $kodlivych perzistentnich latek na mikroplasty (Pivokonsky,
2018).

Mikroplasty se vyskytuji ve vét$in¢ vodnich zdroji. BéZzné je mizeme nalézt
v moftské i sladkovodni vodé€, vodé povrchové 1 vodé pitné. Mnozstvi mikroplastii na
m3 se pohybuje od 1x 102 do 108 ¢astic (Koelmans et al. 2019). Casto se jedna o

fragmenty, v mensi mife pak vldkna. V jednom vyzkumu miizeme sledovat az 12
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detekovanych druh@ mikroplast, v nejvétsi mife PET (polyethylentereftalat), PP
(polypropylen) a PE (polyethylen) (Pivokonsky, 2018). Biodostupnost mikroplastl ve
vodnim prostiedi udava jejich pfitomnost v riznych vyskach vodniho sloupce.
Mikroplasty s nizsi hustotou budou vstupovat do potravnich fetézct planktonofagu,
oproti ¢asticim s vyssi hustotou, které se budou vyskytovat na dné a v sedimentech a
budou potravou pro detritofagy (Wright et al., 2013). Stejné tak mohou mikroplasty
pusobit jako atraktivni vektor pro rizné druhy organismu, bakterii, fas a patogent, a
prenaset tak 1 invazivni druhy (Derraik, 2002). Pozieni mikroplasti vodnimi
organismy muze mit rtizné uc¢inky. Mize zpisobovat poranéni vnitinich organt, stres,

celkové snizeni fitness, az thyn (Eerkes-Medrano et al., 2015).

Neprobadanou oblasti zlistava terestrické prostiedi, u které¢ho se predpoklada
kontaminace 4 — 23 x vyssi nezli je v oceanu a to hlavné na zemédélské pudeé (Fuller
et Gautam, 2016). Z divodu nedostatku svétla a kysliku mohou v pidnim prostiedi
mikroplasty setrvavat i vice nez 100 let (de Souza Machado et al., 2018).

V dnesni dobé neni mozné se expozici mikroplastii vyhnout. Do lidského téla
se mikroplasty dostavaji inhalaén¢ nebo pozitim, a to at’ uz vody nebo potravin.
Mnozstvi, které takto vstupuje do organismu, neni mozné dostatecné dobie odhadnout,

odhaduje se ale na 74-121 tisic pozitych ¢astic (Cox et al., 2019).

Jak uZ bylo fec¢eno, mikroplasty se b&zné vyskytuji v rlznych tvarech,
velikostech a materidlech. Tyto faktory spole¢né s dal§imi proménnymi (elektricky
potencial, mnozstvi, stafi) rozhoduji o moznych expozi¢nich cestich a pusobeni

Vv organismu.

Mikroplastové ¢astice mohou ptisobit poranéni dychaci a travici soustavy.
Zvlast¢ malé castice jsou schopny prochdzet bunéénou membranou,
hematoencefalickou bariérou, nebo lidskou placentou (Vethaak et Leslie, 2016). Vnik
mikroéastic inhalaci je z velké ¢asti omezen obrannymi mechanismy. Castice o uréité
frakci (PMz25a PM1o- do 2,5, resp. do 1,0 um) i pies to mohou ve form¢ prasného
aerosolu pronikat az do alveoll a pisobit zdravotni potize (Prata, 2018).

Pti pozfeni mikroc¢astic ordlné, stejné jako u inhalace, do velké miry zévisi na
velikosti a mnoZstvi ¢astic. VEtSina €astic prochazi trdvicim Ustrojim beze zmény. Jen
malé mnozstvi ziistavd deponovano, stejné jako jiné nerozpustné anorganické latky,

v bunkach stfevniho epitelu. Predpokladaji se dv€ mozné cesty vstifebani a to
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endocytézou, prostfednictvim M bunck v Peyerovych platech, nebo parabunéénou
persorpci. Nasledné se Castice pies zlu¢ navraci do stfeva, ptipadné se dostavaji do
krevniho obéhu a jsou vyluCovéany stolici a moci. Tento proces je vice méné
kratkodoby a nepfedpoklada se degradace mikroplastovych ¢astic, stejné jako doposud

nebyla zjisténa kumulace ¢astic v travici soustave.

Jsou zndmy ucinky vdechnuti mikroplastii v pracovnim prostfedi s velkym
mnozstvim ¢astic ve vzduchu. Jedna se o provozy zpracovavajici naptiklad syntetické
textilie, kde byl zjistén zvyseny vyskyt kasle, dusnosti a dychacich potizi. Na trovni
zivotniho prostiedi a bézné expozici ¢loveéka bohuzel data chybi. Piedpoklada se
podobny ucinek, jako ma napftiklad prach. Tedy zanétlivd onemocnéni dychacich cest
(akutni 1 chronické), snizena funkce plic, neptiznivy vliv na kardiovaskuldrni systém.
Zatim neni mozné rozliSit vliv pouze mikroplasti bez prachovych ¢astic (Kozisek et

Kazmanova, 2019).

3.2.3 Metody stanoveni mikroplastil
Vyzkum mikroplasti

Pti vyzkumu mikroplastii a odbéru vzorka je nutné dodrzet pravidla pro co
nejmensi moznou kontaminaci vzorkil z vné&jSiho prostfedi (oble¢eni vyzkumnika,
odbérova zatizeni a jejich ptipadné znecisténi). Vzdy je nutné mit pfipraveny kontrolni
vzorek, se kterym se manipuluje na dané lokalité¢ stejn€ jako s ostatnimi vzorky.
Ptipadné je mozna kontrola postupu nakladani se vzorky za pomoci nepiimého slepého
vzorku s jiz definovanym mnozstvim ptidaného mikroplastového standardu, kdy

sledujeme ubytek mikroplastti béhem procesu (Koelmans et al., 2019).
Detekce mikroplastt

Pfi studiu mikroplasti v Zivotnim prostfedi je dilezitd jejich detekce a
kvalifikace. Zpusobu studia a metodiky je velké mnozstvi, jejich cilem je separace
¢astic ze smeésného vzorku a jejich naslednd identifikace (Rocha-Santos et Duarte,
2015). Riizné metody zajist'uji rizné vysledky a porovnani vysledkii napti¢ vyzkumy

pak neni mozné (Van Cauwenberghe et al., 2015).
Metody separace

Pro separaci mikroplastovych cCastic se pouzivaji metody podobné jako

u sedimentt, tedy hustotni flotace, filtrace, elutriace nebo prosévani. Pti oddélovani
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¢astic od matrice se vyuziva hlavné chemickych a fyzikdlnich vlastnosti mikroplastt,
jejich hustoté, velikosti, tvaru, elektrostatiky a rozmérim (Rocha-Santos et Duarte,
2015).

Zakladni metodou je tedy jiz zminéna hustotni flotace, kterd je zalozena na
rozdilnosti hustoty mikroplasti a sedimentt (Van Cauwenberge et al. 2015).
K pevnému vzorku je pfidan nasyceny solny roztok (naptiklad NaCl, Nal, ZnCly),
vzorek je protfepan, sediment se usadi na dn¢ nadoby a v supernantantu ziistavaji lehci
mikroplasty, které je nasledné mozno snaze odebrat (Rocha-Santos et Duarte, 2015).
Tato metoda nezachyti vSechny mikroplasty ve vzorku a vysledky se vyrazné lisi
I v zavislosti na pouzitém druhu solného roztoku. Je tedy nutné opakovani

a kombinovani coz zvysuje cenu a ekologickou zatéz testovani.

Dals$i moznosti separace je elutriace. Jednd se o proces, pii kterém jsou
proudénim kapaliny nebo plynu oddélovany ¢astice dle své vahy (Claessens et al.,
2013). Déale pak mizeme vyuzit elektrostatickych vlastnosti plastii. K tomu se vyuziva
Korona-Walzen-Scheider elektrostatického odlu¢ovace, naptiklad pii tiidéni plasti od
jinych materiald (Felsing et al., 2018). Jako dalSi metody je moZné zminit naptiklad
vzduchovou flotaci (Zhou et al., 2018) nebo vysokotlakou extrakci za pouziti
rozpoustédla - PFE (Fuller et Gautam, 2016).

Analytické metody

V soucasné dobé existuje n€kolik analytickych metod detekce mikroplastii.
Monitoring za pomoci mikro-FTIR (Fourierovy transformacni ¢ervené mikroskopie)
v kombinaci s ATR (zeslabenou uplnou reflektanci) a Ramanovy mikroskopie. Dale
je vyuzivana py-GC/MS (pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni detekci).
Tyto metody jsou schopny stanovit kvalitu/druh mikroplastu. Ke stanoveni
kvantity/poc¢tu mikroplasti ve vzorku je mozné vyuzit barviva, jako je napiiklad
bengalska cerven — Bengal Rose a v mém vyzkumu pouzité fluorescencni barvivo Nile

Red (Silva, 2018).

Faktorem pro vybér vhodné analytické metody je pozadovana velikost
analyzovanych mikroplastl. Jak je ze schématu (Obr.¢. 7) patrné, vyuzivame analyzy
pomoci Ramanu a pyrolyzni plynové chromatografie pro ¢astice <10 um mikro-FTIR
pro ¢astice od 10 um do 400 um, FTIR-ATR pro ¢astice >400 um (Vollertsen, ©2016-
2020).
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VELIKOST MIKROPLASTU : 1-5 000 um
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ATR-FTIR (&istice rulnd

Zvylujici se nejistota
odebrané, analyzované na lavidee)

MoZnost sniZeni
na nékolik pm
(ncovEreno)

Zobrazeni uFT-IR pomoci filtrd, oken
nebo slidi

Zobrazeni gRaman — moZni metoda, nedostateéné ovéfend Makro Raman (&istice ruéné
odebrané, analyzované na lavidee)

NIR (pFediazeni) +Hy-Spec. zobrazeni
NIR (nedostatedné ovéreno)

TDU-Pyr-GC/MS; TED-GS-MS

Obr.¢. 7: Zavislost velikosti mikrogastic a pouzité analytické metody (pGvodni zdroj Vollertsen
©2016-2020; upraveno Wimmerova et al., 2020).

Jak ukazuje nasledujici graf je vzdy vhodné, pro zachyceni co nejvétsiho

mnozstvi ¢astic ve vzorku, metody kombinovat.
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Obr.¢. 8: Porovnani mikroplastovych ¢astic zachycenych vizudlné a Ramanovou spektometrii
k celkovému poctu a dle velikosti (Silva et al. 2017; upraveno autorkou prace)
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3.2.4. Metody sledovani ekotoxicity

Zakladnim stavebnim kamenem ekotoxikologie jako védy je testovani samotné
ekotoxicity. To slouzi jako hlavni indikator ptisobeni studovanych latek na zivotni
prostfedi. Jedna se o experimentalni metody, které hodnoti odpovédi organismil na
expozici toxikantem. Dle pouziti je 1ze rozdé€lit na testy sledujici toxické piisobeni na

¢loveéka a na zivotni prostiedi.

Testy toxicity zndme jiz od pocatku 17. stoleti, ackoliv byla aplikace latek
provadéna na rGznych organizmech, rostlinach, zvitatech, hlavnim cilem bylo
vysledky vyuzit pro ¢lovéka. Se vznikem ekotoxikologie byly vyvinuty také testy
schopné pozorovat U¢inky na zivotni prostiedi. Do pfedmétu zdjmu se dostala
I bioakumulace a biokoncentrace latek v télech a tkanich organismt a jeji provazanost

S potravnimi fetézci (Newman, 2010).

Biokoncentrace je proces akumulace latky z prostfedi uvnitf bioty. Pro
biokoncentraci vyhodnocujeme biokoncentra¢ni faktor, ten je vyjadien jako pomér
mezi koncentraci chemické latky nalezené ve studované bioté a koncentraci latky

nalezené ve vnéjsim prostiedi (Jager et Hamers, 1997).

Biomagnifikace je vzrist koncentrace latky v organismu, ktery je vysledkem
konzumace kontaminované potravy. Stanovujeme ji biomagnifikaénim faktorem, tedy

pomé&rem latky v organismu ku jeji potrave.

Bioakumulace odpovida vzristu koncentrace latky z piijmi a z eliminace
organismi. Bioakumulac¢ni faktor urCuje pomér koncentrace v organismu ku

koncentraci v prostiedi (Jager et Hamers, 1997).

Testy ekotoxicity 1ze délit dle nasledujicich kritérii:
Doba expozice:

Doba expozice oznacuje dobu plisobeni latky na organismus. Testy tedy délime

na akutni, subakutni a chronické.

Akutni hodnoti ucinek po jednorazovém podani latky a doba trvani odpovidala

ptiblizné 24 az 96 hodinam v zavislosti na druhu organismu (Horak et al., 2012).

23



Subakutni testy nebo také subchronické vystavuji organismus toxikantim
opakované po dobu 28 az 90 dni. Dle téchto testli jsou stanovovany indexy ekotoxicity.
Chronické testy slouzi jako faktor hodnotici dlouhodobé piisobeni latky. Takové testy
mohou pokryvat cely zivotni cyklus organismu. U organismu se sleduji hlavné riistoveé,

reprodukéni nebo genetické zmény a odchylky od kontroly (Blaha, nedatovano).
Prostredi:

Pokud je vzorkem roztok nebo vodny vyluh, pouzivaji se pro testy ekotoxicity
akvatické testy s vodnimi zivoCichy (Koc¢i et Mockova, 2009). U pevnych latek

vyuzivame jejich smési s ptidou a nésledné pak pidnich organismt (Hiibova, 2011).
Zpusob vyhodnoceni:

Pti vyhodnocovani testli mizeme sledovat riizné faktory. Letdlni nasledek, tedy
umrti jedincti vyhodnocujeme hlavné pii akutnich testech. Dale pak miizeme sledovat
chovani jedincii a jeho odchylky od kontroly. Inhibici ristu, tedy zpomaleni nebo
zastaveni rastu hlavné u rostlin a fas. Reprodukce a rychlost rozmnozovani pfi
dlouhodobych testech a zmény sledované na budoucich generacich, teratogenita,

mutagenita a malformace, deformace a poSkozeni plodu (Horék et al., 2012).

3.2.5. Indexy ekotoxicity

Pro kvantitativni charakteristiku i¢inkt latek na organismy pouzivame vystupy
téchto testl nazyvané jako ekotoxikologické indexy. Ekotoxikologické indexy slouZzi
pro porovnani, hodnoceni a tfidéni do tfid dle nebezpecnosti latek. Lze je rozdélit na
indexy vypoctené (LCso, LDsg, ECso apod.), nebo urc¢ené (NOEC, LOEC) (And¢l,
2011). Indexy rozd€lujeme pro akutni a chronické testy. Pro akutni ekotoxicitu

stanovujeme:

e LDso — Letalni davka pti které dochéazi k tthynu 50 % organismi ve

vzorku (pevné vzorky),

e LCsp - Letalni koncentrace pfi které¢ dochazi k uhynu 50 % organismu

ve vzorku (plyn a kapaliny),

e ECso — Ucinna koncentrace, odezva u 50 % organismil (thyn, zména

chovani),

e [Cs — Inhibi¢ni koncentrace, inhibice u 50 % organismi.
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Pro chronické (a subchronické) testy stanovujeme indexy:

NOAEL —Nejvyssi davka, kdy jesté neni pozorovatelny vliv latky na
organismus (No Observed Adverse Effect Level),

v

organismus (Lowest Observed Adverse Effect Level).

Vliv = zména chovani, inhibice ristu, thyn (Horak, 2012).

3.2.6. Standardizace testli ekotoxicity

Pro kontrolu a porovnani vysledkll testi mezi sebou je nutnd jejich

standardizace. Tedy testovani za dodrzeni stejnych podminek v kazdém z piipadu.

Diky tomu ziskame objektivni vysledky a vyzkum zlistane reprodukovatelny. Pro

standardizace vyuzivame dané normy, ty stanovuji sloZeni, aplikaci, parametry pro

testovaci organismus, provedeni testu a jeho trvani, i vyhodnoceni (Andél, 2011).

Oficidlni normy jsou uvadény na urovni mezindrodnich organizaci:

OECD - Organizace pro hospodaiskou spoluprici a rozvoj

(Organization for Economic Cooperation and Development)

ISO - Mezinarodni organizace pro normalizaci (International

Organization for Standardization)

CEN - Evropsky vybor pro normalizaci (European Committee for

Standardization)

ASTM — Americka spole¢nost pro testovani a materialy (American

Society for Testing and Materials)

U.S. EPA — Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi USA (United

States Environmental Protection Agency) (Dandova, 2019).

3.2.7. Testy ekotoxicity

Dle vyhlasky 8/2021 Sb., o Katalogu odpadti a posuzovani vlastnosti odpadd,

se vlastnost odpadu H 14 - Ekotoxicita posuzuje provedenim zkousky, pfi které se jako
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ekotoxicky hodnoti odpad, u kterého dojde k prekroceni limitnich hodnot uvedenych

v Tab.¢. 1 a to alesporii pro jeden zkuSebni organismus. Pro porovnani téchto vysledkt

se nezohlednuje nejistota méfeni.

Tab.¢. 1: Pozadavky na vysledky zkousek ekotoxicity (vyhlaska 8/2021 Sb.).

Zkusebni Doba s

organismus pusobeni Limitni hodnoty

Bakterie Aliivibrio 15 minut neprokaze se ve zkousce inhibice svételné

fischeri a emise bakterii vétsi nez 50 % pfi expozici

30 minut 15 minut ani pfi expozici 30 minut

Perloocka 48 hodin procento imobilizace perlootek nesmi ve

Daphnia magna zkousce presahnout 50 %

Straus

Rasa 72 hodin neprokaze se ve zkousce inhibice nebo

Desmodesmus stimulace rustu fas vétsi nez 50% ve

subspicatus srovnani s kontrolou

Salat Lactuca sativa | 120 hodin neprokaze se ve zkouSce inhibice nebo
stimulace rOstu kofene salatu vétsi nez
50 % ve srovnani s kontrolou

Provadéni samotné zkousky ekotoxicity je dano piilohou ¢. 3 k této vyhlasce.

Zkusebni metody jsou uvedeny v nasledujicich technickych predpisech:

Bakterie Aliivibrio fischeri — CSN EN ISO 11348-2 (757734) —
Stanoveni inhibi¢niho G¢inku vzorkli vod na svételnou emisi Vibrio
fischeri (Zkouska na luminiscen¢nich bakteriich) . ¢ast 2: Metoda se

suSenymi bakteriemi.

Perloocka Daphnia magna Straus - CSN EN ISO 6341 (757751) —
Kvalita vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus

(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity.

Rasa Desmodesmus subspicatus — CSN EN ISO 8692 (757740) Kvalita

vod — Zkouska inhibice rustu sladkovodnich zelenych fas.
Salat Lactuca sativa — CSN EN ISO 11269-1 (836446) Kvalita pady —
Stanoveni Gi¢ink® znegistujicich latek na paidni floru — Cast 1: Metoda

méfeni inhibice rustu kofene.

Po dobu 3 let ode dne nabyti ti¢innosti této vyhlaSky mohou byt pouzivany pro

hodnoceni ekotoxicity jest¢ dalsi organismy stanovené dle predchozi pravni upravy

(Vyhlaska 94/2016 Sb.). Témito organismy je ryba Poecilia reticuata nebo
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Brachydanio retio (96h, LC50 < 10ml.1-1) a semeno Sinapis alba (IC50 < 10ml.I-1).
Dale pak plati i limitni hodnoty pro Aliivibrio fischeri, Daphnia magna a

Desmodesmus subspicatus vice nez 20% a u Lactuca sativa vice nez 30%.

Pro zjednoduseni provadénych testi je mozné zakoupit jiz pfipravené kity,
které odpovidaji narokiim a normdm. Témi jsou napiiklad DAPHTOXKIT F magna
(Daphnia magna), RAPIDOTOXKIT (Thamnocephalus platyurus) nebo
PHYTOTOXKIT (Sorghum saccharatum, Lepidium sativum, Sinapis alba).

3.2.8. Ve vyzkumu testované organismy
Perloocky (Cladocera)

Perloocky jsou sladkovodni, ptevazné sladkovodni ale i mofSti zivo€ichové
tvotici hlavni slozku zooplanktonu. Dosahuji velikosti do 6 mm. Pohybuji se volné
Vv celém vodnim sloupci, i benticky u dna. Jako hlavni slozku potravy vyuzivaji
pfevazné fytoplankton, ptisobi jako filtr a vyrazné tak ovliviiyji Cistotu vody. Jsou
znamy 1 dravé formy perloocek, zZivicich se vifniky a nalevniky (Spieker, 2004). Jsou

dilezitou soucasti potravniho fetézce ve vodnich ekosystémech.

Télo perloocek se sklada z hlavy, trupu a zadecku. Na hlavné jsou patrné
slozené o¢i ptipadné naupliové oko a dva pary antén, slouzici k pohybu. Nekteti
zastupci maji rizné€ dlouhé trny na hlavé nebo na zadeCku. Takovy trn slouzi vétSinou
k rychlejsimu pohybu jedincti. Télo perloocek je kryto prithlednym, nebo lehce
zabarvenym chitinovym krunytfem. Uvnitt krunyfe se nachazi kratké nozicky (Suthers
etal., 2019).

Prihlednost téla zajistuje dobrou viditelnost jednotlivych organd. Srdce,
stfevo, vajicka a i Cerstvé narozeni jedinci podobni dospélciim a dobfe pozorovatelni
pod mikroskopem. Mezi hlavni determinacni znaky patii zatoCeni stfeva. Na
zadeckovém konci se nachazi zasunovatelny postabdomen (vidlice s drapky a trny).
RozmnoZovani probiha pfevazné partnerogenezi, méné Casto dochdzi k oplozeni a
vzniku vajicek s pevnym pouzdrem ephippium/epifitu, zimniho vajicka schopného
pfezit neptiznivé podminky prostiedi. Epifity jsou nepriihledné a obsahuji dv¢ vajicka

(Segers, 2004).

Daphnia magna (Straus, 1820)

27



Prvnim zastupcem z fadu perloocek je Daphnia magna, cesky hrotnatka velka.
Jedna se o organismus testovany dle standarda CSN EN 1SO 6341 a OECD 202.
Testovani je zaloZeno na stanoveni LCso a ECso po 24 nebo 48 hodinach. Daphnia
magna je béznym sladkovodnim druhem koryse, velmi dobte se kultivuje, je citlivy na
vyskyt toxickych latek ve vodnim prostifedi a ve stojatych vodach plni funkci

konzumenta fas a potravy pro ryby (Kolacek, 2015).
Daphnia pulex (Leydig, 1860)

Druhym zastupcem perloocek pouzitym ve vyzkumu je Daphnia pulex,
hrotnatka obecna. Jedna se o velice bézny druh podobny Daphnia magna, od které se
da rozlisit v pfirozeném prosttedi mensi velikosti, zacervenalym zbarvenim a krat§im

ostnem v zadeCkové ¢asti (rybicky.net, ©2021).
Thamnocephalus platyurus (Packard, 1877)

Thamnocephalus platyurus je kory$ z fadu zabronozek. Pro tento druh je
typicky jejich vyskyt na stanovistich s vysokou alkalitou, ve stojatych vodach Severni
Ameriky a Mexika. Dospéli jedinec miiZze dosahovat velikosti az 5 cm (Sladecek et al.,
1997). Pro testovani toxicity se vyuZivaji larvalni stadia (nauplia). Jedinci nemaji
krunyf, jejich lupenité nohy slouzi jednak k pohybu, tak i k dychani a filtraci potravy
(Sedlak, 2002). Pro tento organismus se dle normy CSN ISO 14380 se zjistuje

mortalita a stanovuje LCso (Fargasova, 2009).
Sinapis alba L.

Pied novelizaci vyhlasky 8/2021 Sb. byla zastupcem vysSich rostlin se
standardizovanou normou pro testovani rostlina z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae,
Burnett), hoi¢ice bila — Sinapis alba. Sinapis alba ma mala Zluto oranzova semena
0 velikosti 1,5 - 2,5 mm. Testovani ekotoxicity z vodného vyluhu je vyhodnocovano
z vlivu na rist kofene a kli¢ivost semen po dobu 72 hodin (Véstnik MZP &. 4/2007).

Aliivibrio fischeri (Beijerinck 1889)

Jednd se o gramnegativni bakterii s tyCinkovitym tvarem a luminiscen¢nimi
vlastnostmi, ktera v moiskych ekosystémech plisobi jako destruent. Test se provadi
s Cerstvymi kultivovanymi nebo se susenymi, lyofilizovanymi bakteriemi. Vysledkem

je porovnani luminiscence bakterie pfed a po expozici latkou takzvanym
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luminometrem. Bakterie jsou vystaveny vzorklim v roztoku obohacenym o NaCl po
dobu 15 a 30 minut, pfi 15 °C. Jako limitni se oznacuje inhibi¢ni hodnota luminiscence

20 % (Koci et Mocova, 2009).
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4. Metodika

4.1. Pouzité pfistroje a laboratorni material:

Chemikalie:

Ptistroje:

Ethanol (technicky lih), CAS: 200-578-6, >90 hm. % (Severochema,
Ceska Republika)

Peroxid vodiku, CAS: 7722-84-1, 30 hm.% roztok p.a. (Sigma-Aldrich

Chemie, Némecko)

Nile Red, CAS: 7385-67-3, pro mikroskopii (Sigma-Aldrich Chemie,

Némecko)

Ultracista voda, vyroba v zatizeni PURELAB flex 1 (ELGA LabWater,
Velka Britanie)

Mikroskop opticky MBL 2000-T Trinokular (A.KRUSS Optronic,

Némecko)

Mikroskop Dino-Lite AM4113FVT2, vinova délka zateni 375 nm

(Dino-Lite, Nizozemi)

Video okular VOPC93 USB 2.0., rozligeni 3 megapixly (A.KRUSS

Optronic, Némecko)

Detekéni svitilna s UV zarenim, vinova délka zareni 395 nm (Vorel,

Ceska republika)
Tablet PC Acer Iconia Tab W700 (Acer, USA)

Podsvicena pracovni deska Artograph LightPad 930 LX (Microbiotest,
Belgie)

WTW multimetr 3420 IDS (WTW, Némecko)

Membranova vyvéva LABOPORT N 86 KT.18 (KNF Neuberger SAS,

Francie)
Filtra¢ni zafizeni celosklenéné SARTORIUS (Sartorius AG, Némecko)

Digestor Q-Cell 2 s HEPA filtry (MERCI, Ceska republika)
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- Software Vimicro USB2.0 UVC PC Camera (Microsoft, USA)
- Software DinoCapture (Windows, Microsoft, USA).

- Software ImageJ (Java, Windows, Microsoft, USA)

Laboratorni pomticky, spotiebni material:

- Filtry ze skelnych mikrovldken Whatman GF/B 47 mm (WhatmanTM,
Velka Britanie)

- Biirkerova komurka (Marienfeld, Némecko)

- Podlozni a kryci sklicka

- Léhve Uzkohrdl¢é se zdbrusem sklenéné, objem 11
- Petriho misky sklenéné, primér 60 mm

- Zkumavky sklenéné s PTFE uzavérem, 40ml

- Kadinky s vylevkou sklenéna, 400ml

- Hlinikova folie

- Pipeta PET pro pfesun organismu

- Nerezova 1Zicka pro prenos mikroplastil

- Ochranné bryle

- Nuzky

Praktické prace byly realizovany ve vyzkumné laboratofi Katedry aplikované
ekologie, budova MCEV II., Fakulta Zivotniho prosttedi, Ceské zemé&délské univerzity

V Praze.
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4.2.  Ptiprava jedinci Daphnia magna

Pfi privodnim vyzkumu a optimalizace metody byly vyuzity epifitie
z DaphToxKit F (Microbiotest, Belgie). Kit obsahuje roztoky pro pfipravu
standardizovaného roztoku (SFW Standard Freshwater) uréeného pro kultivaci
jedinct a nasledujici testy. SFW roztok obsahuje Ctyii typy soli: hydrogenuhli¢itan
sodny (NaHCO3) 64,75 mg/1, dihydrat chloridu vapenatého (CaCl..2H20) 294 mg/l,
heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4.7H20) 123,25 mg/1 a chlorid draselny (KCl)
5,75 mg/l.

Epifia byla za pomoci deionizované vody piemisténa na sitko, promyta a
nasledné¢ piendana do Petriho misky s 15 ml SFW. Kultivace jedinci probihala
Vv uzavienych miskach po dobu 72 hodin pii 22 (£ 1) °C, za stalého sviceni. Proces
ptipravy odpovidal CSN EN ISO 6341.

Pro dalsi prace vsak byli pouziti jedinci Daphnia magna, kteti byli pro vyzkum
vénovani z chovii spole¢nosti ALS Czech Republic, s.r.0., z pobocky v Ceské Lipg,
ktera je nejvétsi akreditovanou laboratofi pro stanoveni ekotoxicity v Ceské Republice.
Dtivodem pro odbér jedincti z komeréni laboratofe byla skutecnost, ze jedinci z epifii
se lihli postupné a nebyl tak zarucen potfebny pocet stejné starych jedincli pro

testovani v daném cCase.

DAPHTOXKIT F"na

W — gy

P, = a2
-~

LN O

Obr.¢. 9: DaphToxKit F (Microbiotest, ©2021)
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Obr.¢. 10: Daphnia magna (zvétseni 4x10)

4.3. Ptiprava jedinct Daphnia pulex

Jedinci Daphnia pulex byli ziskani z komeréné prodavaného Zivého krmiva pro
dravé druhy akvarijnich rybi¢ek (Petra-Aqua, s.r.o., Velké Piilepy, Ceska Republika).

Pro laboratorni testy byli vybrani pouze mladi viditeln€ neoplozeni jedinci.

Obr.¢. 11: Daphnia pulex (zvétseni 4x10)

4.4, Priprava jedinci Thamnocephalus platyurus

Jedinci pro vyzkum toxicity na druhu Thamnocephalus platyurus byli ziskani
opét z komer¢niho kitu ThamnoToxkit F (Microbiotest, Belgie). Tento kit rovnéz
obsahuje roztoky pro ptipravu standardizovaného roztoku (SFW) urceného pro

rehydrataci cyst, kultivaci jedinct a nasledujici testy. SFW roztok obsahuje Ctyfi typy
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soli: hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOz) 96 mg/l, dihydrat siranu vapenatého
(CaS04.2H20) 60 mg/l, heptahydrat siranu hotfec¢natého (MgSO4.7H20) 123 mg/l a
chlorid draselny (KCl) 4 mg/1.

Rehydratace cyst byla provedena ve zkumavkach s 1 ml SFW pii 30
minutovém protiepavani. Nasledné byly cysty pfendany do Petriho misek s 10 ml SFW
pro lihnuti. V uzavienych Petriho miskach se jedinci kultivovali po dobu 20 hodin pfi
teploté 22 (+ 1) °C za kontinualniho osvétleni. Tento proces piipravy je v souladu

s CSN ISO 14380 (757754).
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Obr.¢. 12: ThamnoToxkit F (Microbiotest, ©2021)

Obr.¢. 13: Thamnocephalus platyurus (zvétseni 4x10)
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4.5. Ptiprava Zivného roztoku pro testovani

Pro vyzkum bylo, na doporuceni pracovniki akreditované laboratoie ALS
Ceska Lipa, pro testovani pouZito piefiltrované vody z demonstraéni vodni nadrze,
ktera se nachazi pred budovou MCEV 1II, FZP, CZU v Praze. Tato nadrZ slouzi
k zadrzovani destové vody svedené ze stiechy budovy a jako kofenova Cistirna

odpadnich vod.

Voda z biotopu byla odebrana do sklenénych lahvi se zabrusem a nasledné
prefiltrovana v digestofi za pouziti filtratniho zafizeni Sartorius (Sartorius AG,
Némecko), ptes sklenény filtr Whatman GF/B 47 mm (WhatmanTM, Velka Britanie).
U prefiltrované vody bylo naméfeno pH 8, teplota 22 °C a obsah kysliku 8,7 mg/l,

resp. saturace kyslikem 102 %. Roztok je dale oznacovan jako zivny roztok.

4.6. Piiprava polyesterovych vldken

Pouzita polyesterova vlakna byla soucasti vyzkumu k diplomové praci ,, Water
pollution by Microplastics generated by Washing machine" realizované na FZP, CZU
Vv Praze (Garcia Viruez, 2020).

Tato vlakna byla ziskdna z nového 100 % polyesterového tricka modré barvy
dle podobné metodiky, jako vyuziva Belzagui (2019). Tricko bylo vyprano v péti
stejnych cyklech pfi teploté 30 °C a 400 ot./min po dobu 37 minut, bez pouziti praciho
prasku. Vldkna byla piefiltrovana na bavinénou latku a z té nésledné ziskana promytim

deionizovanou vodou. Ziskany vzorek byl vysusen pii 45 °C.

Pro lepsi viditelnost a detekci vlaken pod mikroskopem s vyuZzitim UV svétla
byly vzorky obarveny roztokem Nile Red a ethanolu v koncentraci 0,01 mg/ml a

nasledné opét vysuseny pii 45 °C.

V ramci testil, realizovanych v této diplomové praci, byla polyesterova vlakna
pfidavand v obdobném mnozstvi se snahou vybrat vldkna menSich rozmért

(maximalni délka 5 mm), v ptipad¢ potieby byla jesté tato vlakna dale nastiihana.

35



Obr.¢. 14: Polyesterova vlakna (do 5mm) (Garcia Viruez, 2020)

4.7. Ptiprava FMB ¢astic

Druhym typem testovanych mikroplasti byly ¢éastice smésného polymeru
kulovitého tvaru FMB - Blue Fluorescent Polymer Microspheres (1.3g/cc - 1-5 pm),
které byly zakoupeny od komeréniho vyrobce COSPHERIC (Cospheric LLC, USA).

sl 2.78 pm

}7 = 2.50 pm

=128 umE— 13 30 pm

= { 2.39 ym

12.31 ym

3.58 pm
2SI 3 18 um

Obr.¢. 15: FMB c¢astice 1-5 pm (Cospheric LLC, USA).

4.8. Metodika testu

Oba druhy Daphnia sp. byly umistény ve sklenénych kadinkach a
Thamnocephalus ve zkumavce s PTFE vickem. Vicko bylo z vnitini strany obaleno
hlinikovou f6lii, aby bylo zabranéno nezadouci expozici PTFE, kadinky byly zakryty
hlinikovou f6lii, aby bylo zabranéno kontaminaci mikroplasty z vnéjSiho prostiedi.
Kadinky s Daphnia pulex a Daphnia magna obsahovaly 300 ml zivného roztoku a
zkumavky pro Thamnocephalus platyurus 30 ml. V takto pfipravenych
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kadinkach/zkumavkach bylo vzdy 30/15 jedinct a reprezentativni mnozstvi daného
mikroplastu (pfiblizné¢ 30 mm?u Daphnia sp., 15 mm?3 pro Thamnocephalus). VVzorky
s Daphnia pulex a Daphnia magna byly po 48 hodinach dokrmeny 20 ml smési fas
Desmodesmus subspicatus 688 a Parachlorella kesslerii 253 (dodavatel sbirka
autotrofnich organismii CCALLA, Botanického ustavu AV CR, v.v.i., Tfebon, Ceska
Republika) a nasledné byly pfikrmovany stejnou smési kazdych 7 dni. Po celou dobu
testu byly vzorky na dennim svétle a zaroven na prosvétlovacich deskach sviceny 24

hodin denné.

Test pro Thamnocephalus platyurus byl ukoncen po 72 hodinach, z divodu
kratké zivotnosti tohoto organismu. Testy s Daphnia pulex a Daphnia magna byly

ukonceny po 21 dnech.

Pro vSechny organismy byly ptipraveny kontrolni vzorky, do kterych nebyly
piidany mikroplastové ¢astice. Pro Thamnocephalus platyurus to byly tii uzaviené
zkumavky po 15 jedincich s 30 ml zivného roztoku. Pro Daphnia pulex a Daphnia
magna to byla vzdy jedna kadinka s 30 jedinci a 300 ml zivného roztoku. Dafnie byly
pfikrmovany stejné jako vzorky s mikroplasty a ptekryty hlinikovou folii.

4.9. Test na semenech Sinapis alba

Test ekotoxicity na semenech Sinapis alba byl realizovan za plného vyuziti kitu
PHYTOTESTKIT (Mikrobiotest, Belgie). Kit obsahuje uzaviratelnou testovaci
desticku z PVC, do kterych je umisténa pénova desticka, ktera je prekryta parafilmem.
Na parafilm byl polozen filtrovaci papir o tloust’ce 1,7 mm, na ktery bylo nalito 20 ml
zkuSebniho roztoku s mikroplasty. Nasledné byl vzorek piekryt ¢ernym filtracnim
papirem o tloustce 0.54 mm, na ten bylo umisténo 10 semen Sinapis alba a cela

desticka byla uzaviena prithlednym vickem.
Pro vzorky byly vytvoteny Ctyfi zkuSebni desky:
1. Vlakna 15 mm® a Zivny roztok 20 ml,
2. FMB ¢astice 15 mm?®a Zivny roztok 20 ml,
3. Zivny roztok 20 ml,

4. Deionizovana voda 20 ml.
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Takto byly vzorky ponechdny po dobu 72 hodin pfi teploté 22 +1°C na dennim
svétle. Na konci testu byly desticky nafoceny a délka kotfenu vyhodnocena v programu
ImageJ (Java, Windows, Microsoft, USA). Pro stanoveni ECs (efektivni koncentrace,
kterd zpisobuje 50 % inhibici ristu kofene) bylo nutné minimalné u jednoho
Z testovanych vzorkidl zaznamenat vysSi relativni inhibici nez 50 % a u ostatnich

koncentraci relativni inhibici jinou nez 0 a 100 %

Relativni inhibice byla vypocitana dle vzorce:

= k=i 1000 — 24520 Lnnos —
H; = - 100% => H1;= =-—=-100% = 100

dpk — prumérna délka koiene v kontrole

dpi — primérna délka kofene ve varianté s testovanym vzorkem

Obr.¢. 16: PHYTOTESTKIT (Mikrobiotest, Belgie, ©2021; upraveno autorkou prace)
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Obr.¢. 17: Zivny roztok a FMB &éstice na testovacim filtru.

4.10. Test na bakteriich Aliivibrio fischeri

Pro ekotoxikologické testy, které byly provedeny akreditovanou laboratofi

DEKONTA, a.s. byly pfipraveny ¢tyii roztoky:
1. Deionizovana voda 200 ml,
2. Zivny roztok 200 ml,
3. FMB &astice 15 mm? a zivny roztok 200 ml,
4. Vlakna 15 mm?3a Zivny roztok 200 ml.

Roztoky byly podrobeny testu na luminiscen¢nich bakteriich Aliivibrio fischeri

a byla hodnocena jejich inhibice svételné emise dle standardniho operaéniho postupu
06.0.12A.

4.11. Vizualizace vysledkt

Pro ziskani informace o pfitomnosti mikroplastd v travicim ustroji testovanych

organismil bylo pouzito mikroskopu MBL 2000-T Trinokular (Kriiss, Némecko) pfi
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zvétSenim 4x10. Obraz byl pfenesen video okularem VOPC93 (Kriiss, Némecko) a
nafocen v programu Vimicro PC Camera (Microsoft, USA). Pro zobrazeni
fluorescence mikroplastii byla vyuzita externi UV svitilna o frekvenci 395 nm (Vorel,
Ceska republika) a UV kamera Dino-Lite s vlnovou délkou 375 nm, rozligenim
1280x1024 pix a zvétsenim 10-70x (Dino-Lite, Nizozemi) a k ni kompatibilniho
pocitacového programu DinoCapture (Windows, Microsoft, USA).

Organismy byly foceny v Biirkerové komirce (Marienfeld, Némecko), ktera
béhem vyzkumu umoziiovala sledovat pfitomnost mikroplasti uvniti zivych
organismil. Po ukonceni vyzkumu byla pfitomnost mikroplastii v travicim traktu

focena na vytvotfenych trvalych preparatech.

Délka kofene u testli na semenech Sinapis alba byla hodnocena programem
ImageJ (Java, Windows, Microsoft, USA).

4.12. Vizualizace na filtrech

Experimentalné byla v nckolika malo pifipadech vyzkouSena i vizualizace

mikroplastovych vlaken dle metodiky Jemec et al. 2016.

6 jedinct ze vzorku pro Daphnia magna s vlakny a 6 jedincu z kontroly pro
Daphnia magna byly nejprve usmrceny v ethanolu a pfendany do Petriho misky na
filtr ze skelnych mikrovlaken Whatman GF/B 47 mm (WhatmanTM, Velka Britanie)
napustény 15 ml 30 % H20>. Uzaviené Petriho misky byly vysuseny pii teploté 80 °C
po dobu 8 hodin. Vysledek byl zobrazen UV kamerou Dino-Lite s vinovou délkou 375
nm (Dino-Lite, Nizozemi), se zvétSenim 40X a k ni kompatibilniho pocitacového

programu DinoCapture (Windows, Microsoft, USA).

4.13. Hypotézy prace

Pro tcely diplomové prace byly stanoveny nésledujici hypotézy:
H1: Mikroplasty jsou ekotoxické pro vybrané vodni organismy.
H2: Mikroplasty prokazatelné vstupuji do organismu oralni cestou.

H3: Mikroplasty maji vliv na dlouhodobé ptezivani a rozmnoZzovani

organismdl.
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5. Vysledky

Dosazenymi vysledky jsou udaje z testli ekotoxicity, akutni a chronické,
ziskané pro jednotlivé organismy, dale zdokumentovani vyskytu mikroplastii uvnitt
zivych organismu a také srovnani ekotoxicity vzorkii za pomoci testi na semenech
Sinapsis alba a na bakterii Aliivibrio fischeri. V poslednim kroku pak porovnani

vysledkil napfic testy.

Testy akutni toxicity byly vyhodnocovany pro Thamnocephalus platyurus a
testy chronické toxicity byly vyhodnocovany pro Daphnia magna a Daphnia pulex.

5.1. Vysledky akutnich testi:

5.1.1. Thamnocephalus platyurus:

Tab.¢. 2: Pocty jedincti Thamnocephalus platyurus v prubéhu vyzkumu.

varianta Plvodni stav Stav po 24h | Stav po 48h Stav po 72h
K1 30 30 30 0
K2 30 30 30 0
K3 30 30 30 0
Vil 30 30 30 0
VI2 30 30 30 0
VI3 30 30 30 0
FMB1 30 30 30 0
FMB2 30 30 30 0
FMB3 30 30 30 0

Oba pouzité druhy mikroplasti pro Thamnocephalus platyurus nevykazaly
7adné ekotoxické u¢inky. Ve 24 hodinovém testu dle kritérii CSN ISO 14380 (757754)
nebyla zaznamenana zadna imobilizace ¢i imrti jedinct, v Zzadném ze vzorkd. Stejné
vysledky vykazovaly vzorky 1 po 48 hodinach. K umrti jedinci doSlo ve vSech
vzorcich po 72 hodinéch, v¢. vzorkl kontrolnich, protoze jedinci nebyly jiz schopni se
dale rozmnozovat a piezivat po delsi dobu. Dle potizenych fotografii bylo ale zfejmé,
ze jedinci v dobé¢ svého zivota bez problémt piijimaly FMB castice. Pfitomnost vlaken

Vv télech jedinctli nebyla jednoznacné prokazana.
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Obr.¢. 18: Thamnocephalus platyurus, kontrolni vzorek (zvétseni 4x10)

Obr.¢. 19: Thamnocephalus platyurus, kontrolni vzorek pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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Obr.¢. 20: Thamnocephalus platyurus, vlakna (zvétseni 4x10)

Obr.¢. 21: Thamnocephalus platyurus, vlakna pod UV svétlem (zvétseni 4x10)
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Obr.¢. 22: Thamnocephalus platyurus, FMB ¢astice (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 23: Thamnocephalus platyurus, FMB ¢éstice pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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5.2. Vysledky chronickych testi:

5.2.1. Daphnia magna:

Tab.¢. 3: Podty jedinct Daphnia magna v pribéhu vyzkumu

varianta Plvodni stav Stav po 48 Stavpo 7 Stavpo 14 | Stav po 21
hodinach dnech dnech dnech
1K 15 11 7 19 27
1vi 15 12 9 15 14
1FMB 15 11 6 35 21
Daphnia magna
40
35
— 30
£ 25
ne)
2 20
% 15
e 10
B i ni
0
Plvodni stav 7 dni 14 dni 21 dni
Délka expozice m1K m1VI m1FMB

Graf ¢. 1: Poéty jedinct ve vzorcich v priabéhu vyzkumu.
Daphnia magna vykazovala obdobné vysledky ve vzorcich s mikroplasty
i v kontrolnim vzorku. Z tohoto divodu se neda jednoznacné potvrdit toxicita
mikroplastli ani u Daphnia magna. Vysledky vsak ukazuji na patrnou dlouhodobou
stimulaci dafnii, reagujicich pfiznivé na pfitomnost FMB ¢astic, zvySenim poctu
zivotaschopnych a nedeformovanych jedinci po 14 dnech testu na vice nez
dvojnasobek. Mensi vykyvy v porovnani s kontrolou a FMB c¢asticemi byly

zaznamenany u vzorku s vlakny.

U FMB castic byla zaroven déale prokazana jejich pfitomnost piimo uvnitf
traviciho systému obou druhti dafnii. I pfesto, jedinci ve vSech vzorcich bez problému
ptijimaly potravu. U nékolika jedincti byl zaznamenan také vyskyt vliaken. S ohledem
na jejich rozméry a polohu umisténi a pouzivané rozliSeni se vSak nedé jednoznacné
konstatovat, zda byly pfitomny pfimo v travicim traktu nebo byly namotany na téla
jedinct.
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Toxicitu mikroplastl nebylo mozné dale jednoznaén& vyhodnotit dle CSN EN
ISO 6341 (757751) z divodu vice nez 20 % tmrtnosti jedincti v kontrolnim vzorku.

Obr.¢. 24: Daphnia magna, kontrolni vzorek (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 25: Daphnia magna, kontrolni vzorek pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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Obr.¢. 26: Daphnia magna, vlakna (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 27: Daphnia magna, vlakna pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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Obr.¢. 28: Daphnia magna, FMB ¢astice (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 29: Daphnia magna, FMB ¢astice pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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5.2.2. Daphnia pulex:

Tab.¢. 4: Poéty jedincti Daphnia pulex v pribéhu vyzkumu.

Plvodni stav

Délka expozice

7 dni

m1K m1vi

varianta Plvodni stav Stav po 48 Stav po 7 Stav po 14 | Stav po 21
hodinach dnech dnech dnech
1K 30 22 5 46 29
1vi 30 24 12 13 23
1FMB 30 24 6 57 40
Daphnia pulex
60
50
= 40
2
5 30
2
@ 20
'S
& 10 I I
. mlN
48h

14 dni

m1FMB

Graf ¢. 2: Pocty jedincti ve vzorcich v prubéhu vyzkumu.

21 dni

Daphnia pulex vykazovala podobné vysledky jako Daphnia magna. Ve vsech

vzorcich doslo k velkému vykyvu pocetnosti, po 7 dnech a opétovnému narlstu na

puvodni pocet. Nejméné uspéSny v navratu k pivodnimu poctu byl opét vzorek

s vlakny. Oproti tomu jedinci ve vzorku s FMB ¢asticemi i po velkém vykyvu

zaznamenali nariist populace dokonce vyrazné vyssi (o 37,93 %) nez v kontrolnim

vzorku.
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Obr.¢. 30: Daphnia pulex, kontrolni vzorek (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 31: Daphnia pulex, kontrolni vzorek pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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Obr.¢. 32: Daphnia pulex, vlakna (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 33: Daphnia pulex, vlakna pod UV svétlem (zvétSeni 4x10)
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Obr.¢. 34: Daphnia pulex, FMB ¢astice (zvétSeni 4x10)

Obr.¢. 35: Daphnia pulex, FMB ¢astice pod UV svétlem (zvétseni 4x10)
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5.3. Vysledky srovnavacich testt

5.3.1. Sinapis alba

Tab.¢. 5: Namétena délky kotent Sinapis alba (mm) pro jednotlivé varianty testu.

varianta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vldkna 67 84 76 77 79 96 80 79 84 66
FMB 68 57 73 70 71 69 73 88 83 75
Zivny roztok 54 75 69 76 70 74 77 79 58 71
Deionizovana

voda 80 69 87 83 68 87 65 68 87 68

Sinapis alba

VlIdkna Zivny roztok Deionizovana voda

Délka kofene (mm)
[¢)] ~ ~ ~ ~ ~ 0]
[¢F] o N i o)) (o] o

o]
()]

Vzorek

Graf €. 3: Primérné délky kotene Sinapis alba (mm) pro jednotlivé vzorky.

U testu na semenech Sinapis alba nebyla pozorovana vyrazna inhibice rustu
kofene ani snizena kli¢ivost mezi jednotlivymi vzorky. V grafu ¢. 3 primérnych
hodnot mizeme vidét, Ze nejmensi stimulaci vykazal zivny roztok, ktery byl ale pouzit
iuvladken a FMB ¢astic. Dle vzorce pro vypocet ECsg nebyla zjisténa relativni inhibice

u zadného z vzorku.
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Obr.¢. 36: Sinapis alba, vladkna a zivny roztok Obr.¢. 37: Sinapis alba, FMB ¢astice a Zivny
roztok

e e —

Obr.¢. 38: Sinapis alba a zivny roztok Obr.¢. 39: Sinapis alba a deionizovana voda
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5.3.2. Aliivibrio fischeri:

Mikroplasty byly pro srovnani podrobeny ekotoxikologickému testu na
bakterii Aliivibrio fischeri. Ani zde se nebyla potvrzena toxicita zadného ze vzorku

(vysledky mensi nez 20 % inhibice svételné emise bakterii pti 15 a 30 minut).

Tab.¢. 6: Vysledky pro test na Aliivibrio fischeri (Biotechnologicka laboratof DEKONTA, a.s.,
protokol o zkousce 535/2020)

A. fischeri
A. fischeri | . fischeri Hso
. . Hs
Varianta Matrice Has (%) (%)
(%)
deionizovana
voda 8,86 13,11 14,42
voda
Zivny roztok voda 3,82 4,37 7,42
Zivny roztok +
ZIVRy Tozto voda 1,56 1,93 0,85
FMB castice
e T
zivny rozto voda 2,25 2,41 2,55
vldkna

5.4. Vysledky v porovnani mezi jednotlivymi organismy

Celkové¢ lze na zaklad¢ dosazenych vysledkt konstatovat, ze nebyla potvrzena

toxicita ani u jednoho s testovanych mikroplastt.

Thamnocephalus platyurus, ktery byl pouzit pouze pro sledovani akutni
ekotoxicity, signifikantné potvrdil, Ze pouzité mikroplasty nejsou ve vodnim prostiedi
toxické. U FMB ¢astic mizeme s jistotou fici, Ze ani jejich poZiti a setrvani v travicim
traktu nebylo pro tento druh toxické.

Druhy Daphnia magna a D. pulex dale nepotvrdily jak akutni, tak chronické
toxicity obou testovanych mikroplasti. Opét bylo mozné sledovat ptitomnost FMB
mikrogastic v travicich soustavach jedinci. Céstice byly prokazatelné piitomny

I uvniti gravidnich/rodicich jedinct.
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Obr.¢. 40: Vlevo Daphnia magna s mladym jedincem, vpravo stejny ptipad po UV svétlem, ve stfevé
dospélce jsou patrné FMB ¢&astice (zvétSeni 4x10)

5.5. Zobrazeni vysledki na filtrech

Z obréazku je patrné, ze uvnitf jedinci Daphnia magna jsou pfitomna vlakna,
problematické vSak ziistdva posouzeni, zdali se nachazi uvnitf travici soustavy jedincil

nebo jsou naptiklad namoténa na krunyt a nedoslo tedy k jejich ptimému pozieni.

Obr.¢. 41: Vlakno a Daphnia magna

Obr.¢. 42: Vlakno a Daphnia magna
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6. Diskuze

Velka ¢ast mé prace na vyzkumu se zamérovala hlavné na zvladnuti metodiky.
Prace na studiu mikroplastii zatim neni standardizovana, prochazela jsem tedy
dlouhym procesem jak s zivymi organismy, tak s vybérem a pfipravou samotnych
mikroplasti. M¢la jsem moznost vyzkouSet rizné metody v zavislosti na jiz
existujicich vyzkumech a vybrat ty, které jsou dle mého ndzoru vhodné a funkcni

V laboratornich podminkach na FZP, CZU.

Zivotnost riiznych druhii organismii vyuzivanych pfi testech ekotoxicity se lisi.
Stejné tak jsou rozdilné zplisoby chovani u jedinct kultivovanych z epifii/cyst, a
vzniklych partenogenezi (Arbaciauskas et Lampert, 2003). Komer¢né vytvofené kity
pro zjednoduseni testl ekotoxicity obsahuji epifia nebo cysty, coz vyrazné prodluzuje
jejich pouzitelnost, nebot’ vajicka chranéna chitinovou schrankou maji dlouhou
zivotnost (Fargasova, 2009). Na druhou stranu zpravidla nezaru€uji vylihnuti
pottebného poctu jedincl v daném case. Otdzkou také ziistava porovnavani testli mezi

sebou s ptihlédnutim praveé na zptusob kultivace (epifia x partnerogeneze).

V mém vyzkumu jsem méla moznost porovnavat ekotoxicitu mikroplastl
jednak akutni (24h a 48h), tak u jedincti Daphnia magna a pulex i chronickou (21dnu).
Oba tyto vysledky potvrdily, Ze mikroplasty nejsou pro vybrané organismy toxické.
U chronickych testi bylo mozné sledovat toxicitu na rizné generacni tirovni. Toxicita
se neprokazala ani pii dalsi ,,srovnavacich testech na semenech Sinapsis alba a

u moiskych bakterii Aliivibrio fischeri.

Pti akutnich testech toxicity se organismy neptikrmuji. V pfirozeném prostiedi
se ale obvykle setkavaji s dlouhodobou expozici latky. Proto, aby bylo mozné potvrdit
potencialni ucinek plastovych ¢astic v ptirodnim prosttedi, byla pouZzita 1 vhodné;si
metoda dlouhodobé expozice. Pro preziti organismi béhem chronickych testd je
standartni jejich dokrmovani (Baird et al., 1990; Zhao et Wang, 2010; Sieratowicz et
al., 2011). U zooplanktonu, jako je Daphnia magna, jsou hlavni potravou zelené tasy,
které¢ mohou kolonizovat a rtist na povrchu plastovych materiala (Gross et al., 2016;
Kumar et al., 2017). Bylo dokonce zjisténo i zvyseni produkce tasy a jejich ptirasta
diky pfitomnosti mikroplastli (Zhao et al. 2020, Canniff et Hoang 2018). Tento
pfedpoklad by mohl zdivodiiovat vyssi nariist populace, dosazenych v ramci moji

prace, ve vzorcich s FMB cCasticemi.
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Dale bylo experimentalnimi pracemi potvrzeno, Ze organismy nehromadi
mikroplasty uvnité svych tél. Po 24 hodinach v ¢istém médiu je viditelné vylouci

(Kokalj at al. 2017), coz bylo prokazano i v mém vyzkumu Vviz Obr.¢.29 (Vysledky).

Samotna vizualizace mikroplastl je slozity a nestandardizovany proces, odhalit
jejich pfitomnost v travici soustavé je neméné problematické. V laboratornich
podminkach je mozné pouzit obarvené mikroplasty. Samotné pouziti barviva a jeho
mozny vyluh a toxicita pro sledované organismy muze zptisobovat sporné vysledky
testl. Obdobn¢ nelze kombinovat napfiklad optickou analyzu s fluorescenénim

barvivem Nile Red a naslednou detekci na Ramanu (Wimmerova et al., 2020).

Pozieni mikroplastovych ¢astic organismy nepopiratelné zavisi na jejich
druhu, tvaru a velikosti. U druhu Daphnia magna byly v travici soustavé pozorovany
Castice o maximalni velikosti az 528 um, vladkna o délce 1,4 mm (Jemec et al., 2016)
a koralky o velikosti 106 um (Frydkjeer et al., 2017). Pfedpoklada se korelace mezi
velikosti/tvarem castic a preferenci jednotlivych organismu k jejich pozieni (Kokalj et

al., 2017).

V mé praci byl pozorovan vliv v domacnosti vyprodukovanych vlaken (Garcia,
2020). Jedna se o priklad mikroplastovych vlaken, ktera se realné¢ mohou vyskytovat
Vv zivotnim prostfedi. Stanoveni jejich velikosti a ndsledné zobrazeni se timto vSak
vyrazné komplikuje a znesnadniuje i nastaveni metodiky, aby bylo mozné sledovat
pozieni vlaken jedinci. Hlavnim problémem je nestandardizovana velikost vlaken, coz
je mozny divod netspéchu. Jak je patrné z obrazku nize (Obr.¢.43), byla velikost

nékterych vldken pro pozieni organismy piilis velka.

AD19 | 1280x1024 2020/10/27 09:38:07 Unt mm Magnification: 40x No Calbration

Obr.¢.43: Porovnani velikosti mikroplastového vlakna a jedince druhu Daphnia magna (zvétseni
4x10)
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Dale nebylo mozné prokazat ptitomnost vldken uvnitt travici soustavy. Viz
Obr.¢.44, kde se miize pravdépodobné jednat o vlakno zamotané v Krunyii organismu,

pfipadné o odraz chitinu obsazeného v krunyfi.

Obr.¢.44: Daphnia magna s moznou pfitomnosti vlaken (zvétseni 4x10)
Experimentalné byla vyzkouSena i jina metoda zobrazeni dle popisu z ¢lanku
dle (Jemec et al., 2016), ale ani ta se neprokazala jako smérodatna. Jeji pouZiti navic

bylo zaroven komplikovangjsi a pro jeji pouziti bylo nutné usmrceni jedinct.

Nékteré vyzkumy poukazuji na fakt, ze ,,Spi¢até™ astice jako fragmenty nebo
vldkna, jsou méné uspesné v pozieni organismy, nez hladké ¢astice, kuli¢ky a koralky.
potvrzuji pozieni vlakna, napiiklad druhem Daphnia magna a Artemia franciscana
(Kokalj at al., 2017). S jednoznaénym vyskytem vlaken uvnitf travici soustavy

organismu se setkavame i v dal$ich vyzkumech (Jemec et al., 2016).

V mém vyzkumu se tento fakt nepotvrdil, 1 kdyz nékteré vystupy, jak uz bylo
feCeno, jsou sporné a bylo by vhodnéjsi pokus opakovat, naptiklad se
standardizovanou velikosti vlaken, nebo za pouziti doprovodné (srovnavaci)

vizualiza¢ni techniky.

Ekotoxicita mikroplastl miiZe souviset i s vazbou toxickych latek na povrchu
mikroplasti. Coz paradoxné¢ muze v prostfedi pusobit kladné 1 zaporné. Neékteré
vyzkumy poukazuji na moznost detoxikace prostiedi mikroplasty prave jejich vazbou

toxickych latek (Heidrich et al., 2019).

Dle mého nazoru je dalsim krokem, v testovani ekotoxicity mikroplasti,
studovani jejich schopnosti sorpce toxickych latek a néslednéd aplikace na vétSich

organismech. Jedincich s delsi Zivotnosti a tedy moznosti sledovani chronickych zmén
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inhibice, akumulace mikroplasti v organech, jejich vylu¢ovani a dlouhodobého osudu

mikroplastl, zejména jejich starnuti a rozpadu, v Zivotnim prostiedi.

Vyzkumem byly navrZeny tii hypotézy:

H1 - Mikroplasty jsou ekotoxické pro vybrané vodni organismy, bakterie a
vy$si rostliny. Tato hypotéza nebyla potvrzena, nebyla namétena akutni ani chronicka
toxicita mikroplasti vi¢i vodnim mikroorganismim. Toxicita nebyla prokazana ani

vV doprovodnych, srovnavacich testech na bakteriich a vyssich rostlinach.

H2 - Mikroplasty prokazatelné vstupuji do organismi ordlni cestou. Tato
hypotéza byla potvrzena pro FMB castice, ale byla nepriikaznd pro mikroplastova

vlakna polyesteru.

H3 - Mikroplasty maji vliv na dlouhodobé piezivani a rozmnoZovani
organismu. Dle mého vyzkumu se da predpokladat Ze ano, ale mira tohoto vlivu musi

byt potvrzena dal§im vyzkumem.
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(.  Zaver a ptinos prace

Cilem prace bylo hodnoceni ekotoxicity mikroplasti na vybranych
sladkovodnich organismech. Dle dosavadnich vyzkumi a dat je patrné, Ze mikroplasty
jsou hrozbu, kterou vsak prozatim nejsme schopni adekvatné hodnotit. Za vyuziti
ruznych druhti a modifikaci testi ekotoxicity byly pouzité mikroplasty stanoveny jako
netoxické. Vysledkem prace vsak nebylo jen toto zjiSténi, ale i samotné vytvoreni

funkéni metodiky pro testovani ekotoxicity mikroplasti pro vodni organismy.

Zobrazeni Castic uvnitf trdviciho traktu Zzivych organismi, tedy piimé
pusobeni, ne jen expozice v rdmci vodniho prostiedi, je dulezité pro dalsi vyzkum.
Nyni je mozné zaméfit se na dalsi faktory, které sebou riznorodost mikroplastii mize
nést, naptiklad na moznou adsorbci toxickych latek (mikropolutantt) na povrch
mikroplastovych ¢astic a tim 1 zajisténi jejich distribuce v prostiedi. Dale pak na
studium chronickych U¢inkl na organismy, a to nejen vodni. V neposledni fad¢ také
dlouhodoby osud téchto latek, jejich moznou akumulaci a dopady na zivotni prostiedi

a zdravi.
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