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1. Uvod

Za poslednich nékolik desetileti se plasty staly jednim z nejpouzivanéjSich materiald.
Nalezly uplatnéni prakticky ve vSech primyslovych odvétvich i v domacnostech. Jen v roce
2016 se jich vyrobilo 320 miliond tun. Odhaduje se, ze kazdy rok do oce4dnu unika 5 az 13
milionti tun plasti [1]. Vlivem slune¢niho zafeni, mikroorganizmti a mechanickych vlivi
dochazi k fragmentaci téchto plasti za vzniku mikroplastd. Tyto malé ilomky mohou byt
pozieny mnoha vodnimi zivocichy, ktefi si je pletou s potravou. Mikroplasty mohou
uvolnovat fadu latek, které se do plastovych vyrobkl piidavaji k vylepseni jejich vlastnosti.
Mikroplasty na sebe rovnéz adsorbuji fadu Skodlivych latek, vcetné perzistentnich
organickych latek jako jsou polychlorované bifenyly nebo polycyklické aromatické
uhlovodiky. Ty se pak potravnim fetézcem mohou dostat az k lidem.

Cilem této prace je seznamit Ctenafe s vlastnostmi mikroplastl a jejich dopadem
na Zivotni prostfedi, dale popsat metody odbéru vzorkli z jednotlivych oblasti zivotniho
prostiedi a metody rozkladu biologickych vzorkt. Dal§im cilem je popsat analytické metody
slouzici k urceni sloZzeni dané¢ho lomku, pfedevsim metody spektralni.

Hlavnim cilem experimentalni Casti této prace je provést analyzu mikroplasta
v travicich soustavach nékolika ryb pomoci infracervené spektrometrie. Zaroven je potieba
porovnat nékteré metody slouzici k rozkladu biologickych vzorkii a urcit, kterd metoda je

nejvhodnéjsi k rozkladu vnitinosti ryb, u kterych budou nasledn¢ analyzovany mikroplasty.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Co jsou mikroplasty?
Za mikroplasty jsou nejcastéji povazovany kousky plasti mensi nez 5 mm [2,3,4]. Nekteré
studie ovSem uvadéji i jiné rozsahy velikosti, naptiklad <1 mm, <2 mm, 2-6 mm a <10 mm
[5].

Pojem mikroplast byl poprvé pouzit v roce 1968 v publikaci laboratofe amerického
letectva. Tento pojem tehdy slouzil k popisu deformace plastovych materialt. V roce 1972
byly poprvé objeveny malé kousky plastii ve vodnim prostiedi, a to plovouci na hlading
Sargasového mote. V této dobé byly tyto kousky plastu nazyvany jednoduse plastové
¢astice. Pojem mikroplasty v souCasném vyznamu byl pouzit az v roce 2004 védci, ktefti
zkoumali kousky plastii na plazi v Plymouthu ve Velké Britanii. Toto nové pouziti terminu
mikroplast nakonec bylo védeckou komunitou piijato [4].

Mikroplasty byly nalezeny v kazdém ocednu [1], na mnoha plaZich na svété
[6,7,8,9,10], v jezerech [11,12] 1 v fekach [13,14]. Bylo provedeno také mnoho studii, které
zkoumaly mikroplasty v Zivo€iSich. Byly nalezeny v télech ryb, Zelv, sépii, plzl 1 krevet

[2, 3,15-17].

2.2 Zdroje mikroplastii

Mikroplasty se podle zdroje svého vzniku rozdéluji do dvou skupin, a to na primarni
1 mensi rozméry. Vyuzivaji se ve vyrobcich osobni hygieny, napiiklad v zubnich pastach,
v piipravcich na ¢isténi pleti a v exfoliaénich krémech. Odhaduje se, ze 6 % vyrobki
na Cisténi pleti obsahuje mikroplasty, z nichz 93 % tvofi polyethylen. Mikroplasty se také
mohou uvolnovat pii tisku v 3D tiskarnach [5]. Malé plastové pelety jsou vyrabény jako
primarni surovina pro vyrobu vétSich plastovych vyrobki. Tyto pelety se mohou dostat
do zZivotniho prostfedi odpadnimi rourami nebo nahodnym tUnikem. Mezi primarni
mikroplasty se také fadi syntetickd vldkna pouzivana k vyrobé odévi. Za jeden praci cyklus
se z jednoho kusu odévu uvolni az 2000 vlaken [4].

Sekundéarni mikroplasty jsou nepravidelné¢ fragmenty, které vznikaji rozpadem
vétSich plastovych vyrobkll. K této fragmentaci pfispivaji vlivy fyzikalni, biologické
i chemické. Dochazi napiiklad k abrazi plastového odpadu na skladkach a v recyklacnich
zafizenich, k uvoliiovani vladken z lan a rybaiskych siti nebo k odlupovani barev obsahujicich

syntetické polymery [5].



2.3 Vlastnosti mikroplasti
Jednotlivé mikroplasty se svymi vlastnostmi mohou v mnoha ohledech lisit. Mohou mit
napiiklad rGznou velikost, tvar, hustotu nebo barvu. Na tyto vlastnosti ma vliv pfedevsim
chemické slozeni daného mikroplastu, mira vystaveni UV zafeni a mechanické opotiebeni

vlivem prostiedi a povétrnostnich podminek.

2.3.1 Velikost
Jak jiz bylo zminéno vySe, mikroplasty jsou kousky plastu, jejichZ nejvétsi rozmer je mensi
nez 5 mm. Kousky plastl vétsi nez 5 mm a zarovenn mensi nez 25 mm jsou nazyvany
mezoplasty, kusy plastii nad 25 mm jsou jiz povazovany za makroplasty [18]. Nékteii autoti
dale rozliSuji mini-mikroplasty s rozméry 1 um — 1 mm a nanoplasty, které¢ jsou mensi
nez 1 um [4]. Toto rozdéleni je shrnuto v tabulce (Tab. I), ve které jsou rovnéz uvedeny

zkratky uzivané pro jednotlivé kategorie.

Tabulka I - Rozdéleni plastit podle velikosti

Kategorie ZKkratka Rozméry

Makroplasty MAP >25 mm
Mezoplasty MEP | 5 mm - 25 mm
Mikroplasty MP I mm - 5 mm

Mini-mikroplasty | MMP I um - I mm

Nanoplasty NP <] um

2.3.2 Barva
Do plastovych vyrobkl je pfidavana fada pigmentt, které slouzi ke zlepSeni jejich vzhledu,
ke zvySeni odolnosti proti UV zéfeni nebo jako zpomalovace hoteni. Prestoze mikroplasty
nejsou jedinymi barevnymi Casticemi v pfirod€, jejich barevnost vyrazn€ napomaha
pii analyze k jejich odliSeni od castic pfirodniho plivodu. Barva mikroplastl muze taky
poslouzit jako ukazatel délky jejich pobytu na motské hladiné. Naptiklad pigmentované
pelety postupné ztraceji svou barvu a svétlaji. U nékterych mikroplasti miZeme podle
stupné zezloutnuti nebo ztmavnuti odhadovat miru jejich fotooxidace [5].

Barva mikroplasti mize rovnéz ovliviiovat pravdépodobnost poziti mikroplasti

vodnimi Zivoc¢ichy. Nekteré komeréné vyznamné ryby, které lovi drobny zooplankton,
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mohou poziit mikroplasty podobné jejich kofisti. Nejcastéji se jednd o bilé a Zluté
mikroplasty. Zaménit mikroplasty s potravou mohou také mnozi moisti bezobratli [19].
Naopak u ¢ervenych a ¢ernych mikroplastii je pravdépodobnost, ze budou pozieny vodnimi
zivoCichy nejmensi.

Barva mikroplasti ma také souvislost s kontaminaci chemickymi znecistujicimi
latkami. Védci nalezli nejveétsi mnozstvi téchto Skodlivin na cernych a zlutych

mikroplastech [4].

2.3.3 Tvar
Mikroplasty v ptirod¢ maji mnoho rtiznych tvart. Tvar kazdého kousku je zavisly na ptivodu
mikroplastu, na délce pobytu v prostiedi a na stupni degradace a eroze povrchu.
U mikroplastli s ostrymi hranami se piredpoklada, ze jsou v prostredi kratsi dobu
nez mikroplasty s hranami zaoblenymi. Neni jasné stanovené rozdéleni mikroplast podle
jejich tvaru, proto se jednotlivé kategorie u rtznych autorti 1isi. Nejcastéji pouzivanymi
kategoriemi jsou fragmenty, vldkna, filmy a pelety. Pelety se ddle mohou délit na vélcovite,

diskovite, kulickovité, ploché a vejcité [5].

2.3.4 Druhy mikroplastii z chemického hlediska
Mikroplasty mohou byt tvofeny riznymi druhy polymernich materialt. Nejcastéji nachazené
jsou mikroplasty tvofené polyethylenem, coZ je rovnéz svétove nejvice pouzivany synteticky
polymerni material. Polyethylen (PE) se fadi mezi termoplasty a ma nizsi hustotu nez voda.
Podle miry krystalinity mtize byt pruzny (LDPE) nebo pevny (HDPE).

Dalsim materidlem, ktery je hojné nachdzen ve form¢ mikroplasti, je polypropylen
(PP). Polypropylen je termoplast odolny proti ufinkim vétSiny kyselin, hydroxida
a rozpoustédel. Vykazuje rovnéz vysokou mechanickou a tepelnou odolnost.

Polyethylen tereftalat (PET) je velmi stabilni polyester, jehoZ pouzivani v poslednich
desetiletich vyrazné vzrostlo. Nejvice je vyuzivan na vyrobu tzv. PET lahvi, které mohou
byt recyklovany a pouzity napiiklad znovu na vyrobu lahvi nebo na vyrobu fleecovych
vlaken.

Mezi velmi rozsiteny druh mikroplastii patii rovnéz polystyren (PS). Polystyren se
vyrabi ve dvou formdach, jako pevny nebo napénény. Napénény polystyren se vyrabi
zahfivanim taveniny polystyrenu s pentanem. Polystyren je Skodlivy pro Zivotni prostiedi

1 tim, Ze se z n&j uvolnuji zbytky nezreagovaného monomeru styrenu [4].
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Polyethylen, polypropylen, polyethylen tereftalat a polystyren jsou nejcastejsi druhy
plastt, které byvaji ve form& mikroplasti nachdzeny ve vodach i v travicich soustavach
zivocicht [1,15,20,21]. Ve form¢ mikroplasti bylo nalezeno mnoho dalSich druhi plasta,
naptiklad polyvinylchlorid (PVO), polymethylmethakrylat (PMMA),
akrylonitrilbutadienstyren ~ (ABS), polyakrylamid a  kopolymer polyethylenu
a polypropylenu [20].

2.3.5 Hustota

Hustota mikroplastli ma zasadni vliv na jejich rozlozeni ve vodnim prostiedi. Mohli bychom
ocekavat, ze mikroplasty plovouci na hladiné¢ budou mit niz§i hustotu nez voda. Naopak
u mikroplastil s vyS$si hustotou bychom ocekavali, Ze se budou drZet v sedimentech u dna.
Tato tvrzeni ovS§em neodpovidaji experimentu, na moiské hlading€ byly nalezeny mikroplasty
s vys§i hustotou, nez jaka je hustota moiské vody. Existuji dvé hlavni ptiCiny tohoto jevu.
Zaprvé to muze byt zptusobeno pohybem vody nahoru a dold vlivem rozdilnych teplot
v raznych hloubkach. Druhym diivodem je, ze mikroplasty mohou obsahovat vzduchové
kapsy, diky kterym se vznaseji na hladiné.

U nékterych mikroplasti mize také dochazet ke zvyseni jejich hustoty, coz muize
vést k jejich potopeni ke dnu. Vlivem povétrnostnich podminek dochézi k otéru mikroplastt,
tvofi se rtizné dillky a na jejich povrchu se tvoii praskliny. V téchto dutinach se usazuje
rizny zneciStujici material, napiiklad biomasa, coz vede ke zvySeni hustoty [4].

Hustota je vyuzivana pii extrakci mikroplastii ze vzorki sedimenti, nebot’ sedimenty
maji mnohem vyssi hustotu nez mikroplasty. Vyuziva se roztok NaCl, Nal nebo ZnCl,
s naslednou centrifugaci. Sediment se usadi a mikroplasty zbydou v supernatantu.
Vyhodami této metody jsou minimalni finan¢ni néklady, rychlost a minimalni potfebné
vybaveni [5].

Hustota mikroplasti ma vliv na jejich rozlozeni ve vodnim sloupci, proto se mize
druh pozitého plastu u jednotlivych Zivo€iSnych druhi lisit. Organismy Zivici se planktonem
a filtratofi, ktefi ziji v horni Casti vodniho sloupce se pravdépodobné setkaji spise s plasty
s niz§i hustotou, které plavou na hladin€. Naopak znecisténé mikroplasty a ty s vysokou

hustotou mohou byt pozity organismy Zivicimi se organickymi zbytky ze dna [19].

2.4 Bioplasty
V soucasné¢ dobé je velkd pozornost vénovana tzv. bioplastim. Jako bioplasty jsou

oznaCovany polymerni materidly, které jsou ziskdvany z biomasy, nebo jsou biologicky
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rozlozitelné, popiipadé oboji. Jako surovina pro vyrobu bioplastl je pouzivana naptiklad
ryze, kukufice, brambory, sdjové boby, celuldza, bagasa nebo tapioka. Jako biologicky
rozlozitelné se oznacuji plasty, které jsou ptisobenim mikroorganismi rozkladany na vodu,
oxid uhli¢ity, kompost a bioplyn. Biologicky rozlozitelné plasty mohou byt vyrobeny
z obnovitelnych zdrojti nebo z fosilnich surovin.

Bioplasty lze podle surovin pouzitych k vyrobé a podle biologické rozlozitelnosti

rozdélit do tfi skupin:

A. Vyrobené z biologickych materiali a biologicky rozlozZitelné. Do této skupiny
se fadi kyselina polymlécnd (PLA), polyhydroxyalkanoaty (PHA), acetat
celulozy (CA) a polybutylen sukcinat (PBS).

B. Vyrobené z biologickych materialii (iplné nebo ¢astecné) a biologicky
nerozlozitelné. Do této skupiny se fadi bézné materidly jako je polyethylén
(bioPE), polyethylén tereftaldt (bioPET), polypropylén (bioPP) nebo
polyuretany. Musi byt ovS§em vyrobeny z obnovitelnych zdrojt.

C. Vyrobené z fosilnich surovin a biologicky rozlozitelné. Zde patii naptiklad

polybutylen adipat tereftalat (PBAT) a polykaprolakton (PCL).

Bioplasty maji oproti béZnym plastim fadu vyhod. Pii vyrobé bioplasti vznika mén¢
sklenikovych plynii, vyroba bioplasti mé tedy mensi uhlikovou stopu. Suroviny po recyklaci
produktu mohou byt vyuzity k ptipravé novych vyrobki, nebo jako zdroj energie. Pouzivani

bioplastli rovnéz vede ke snizeni mnozstvi odpadu [22].

2.5 Dopad mikroplasti na Zivotni prostredi
Samotné plastové materialy jsou obvykle biochemicky inertni, ale jejich akumulace v télech
zivo¢ichl miize vést k jejich fyzickému poSkozeni. Do plastl je pii vyrobé ptidavana fada
aditiv, které slouzi k vylepSeni jejich vlastnosti. Ty se mohou nasledné¢ uvoliovat
do Zivotniho prostfedi. Naopak mnoho nebezpecnych latek se miize adsorbovat na povrch

mikroplasti [4].

2.5.1 Dopad mikroplasti na vodni Zivocichy
Mikroplasty poziené vodnimi Zivo€ichy mohou blokovat jejich travici soustavu, coz mize
vést k hladovéni 1 smrti. Dale mize dochazet ke vzniku odfenin zpisobenych ostrymi
casticemi. Mezi dal$i predpokladané dopady patfi snizend produkce enzymi, snizena

rychlost rlstu, sniZzend hladina steroidnich hormoni, opozdénad ovulace a sniZené
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reprodukéni schopnosti. Mikroplasty mohou rovnéz projit bunéénou membranou a zaclenit
se do télesnych tkani.

Mikroplasty mohou vyrazné ovliviiovat motské zivocichy 1 v pifipad€, Ze nebudou
pozieny. Bylo zjisténo, Ze slouzi jako nové stanovisté pro organismy zijici na pevnych
plovoucich ptedmétech. Naptiklad motsky hmyz Halobates sericeus je nyni schopen se vice
mnozit, protoze klade vajicka na plovouci mikroplasty. Zmény populace tohoto druhu
mohou ovlivnit cely ekosystém. Organismy na mikroplastech mohou byt navic

pfepravovany na velké vzdalenosti, coz vede k biogeografickym zménam [19].

2.5.2 Latky uvoliiujici se z mikroplasta
Vétsina plastovych materialt dnes obsahuje mnoho aditiv, které nejsou k danému polymeru
vazany chemickou vazbou a mohou se snadno uvoliiovat do Zivotniho prostiedi. Tato aditiva
se fadi do n€kolika skupin, napt. zmékcovadla, zpomalovace hoteni, stabilizatory, antistatika
a pigmenty. Vétsina bézné pouZzivanych aditiv jsou lipofilni, takZe mohou pronikat bunéénou
membranou a ucastnit se biochemickych reakci.

Pti vyrob¢ plasti muze také dochazet k tomu, ze polymerizace nebude uplna
a vysledny plastovy vyrobek bude obsahovat nezreagované monomery, které se rovnéz
mohou uvolnit. Toxické monomery uvoliujici se z polyvinylchloridu, polystyrenu
a polykarbonatu jsou spojovany s vyvojem reprodukcnich poruch a rakoviny u bezobratlych,

hlodave i lidi [5].

2.5.3 Tézké kovy
Tézké kovy jsou z fyzikalniho hlediska kovy o hustoté vétsi nez 4,5 g-cm™. Nékdy se
do tohoto pojmu zahrnuji vS§echny biologicky uc¢inné kovy, vcetn¢ nékterych lehkych kovii
(napt. hlinik) nebo polokovii (napf. arsen). Nejcastéji sledovanymi tézkymi kovy
v souvislosti s Zivotnim prostfedim jsou Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb a Zn [23].

Byla provedena tfada studii zabyvajicich se adsorpci tézkych kovii na povrchu
mikroplasti. Bylo prokézano, Ze k adsorpci dochazi za laboratornich podminek
1 v pfirodnich vodach. Naptiklad pii analyze mikroplasti z feky Musi v Indonésii zjistili
vyrazné vys$si koncentraci médi a olova na mikroplastech, nezZ v okolni vod¢ [24]. Ve studii
[25] je popsana spojitost mezi staifim mikroplastli a adsorpci téZzkych kovl. Bylo zjisténo,
ze star$i mikroplasty (déle vystaveny UV zéteni) adsorbuji té¢Zké kovy vice nez mikroplasty

puvodni.
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2.5.4 Perzistentni organické latky

Perzistentni organické polutanty (POPs) jsou organické latky s toxickymi
vlastnostmi, které jsou odolné vu¢i biochemickému, chemickému, fotochemickému
i termickému rozkladu. Patfi mezi né tada pesticidi (napt. DDT, aldrin, chlordan),
pramyslové chemikalie (polychlorované bifenyly, hexachlorbenzen) a nezadouci vedlejsi
produkty (polychlorované dibenzo-p-dioxiny, polychlorované dibenzofurany, polycyklické
aromatické uhlovodiky). Tyto latky maji schopnost bioakumulace, to znamend, Ze se
hromadi v zivych organismech. Potravnim fetézcem se mohou dostat az k lidem, coz mize
vést k vaznému poskozeni zdravi. Mnohé perzistentni organické latky mohou poSkozovat
vnitini organy, porusovat dychaci, nervovy a imunitni systém, zptisobovat reprodukéni
poruchy a naruSovat hormonalni rovnovahu [26].

Perzistentni organické latky maji schopnost se adsorbovat na povrchu mikroplastd.
Neékteré mikroplasty jsou tvofeny polarnimi plasty (napt. polykarbonat, polyamid,
polymethylmethakrylat), zatimco jiné jsou nepolarni (napf. polyethylen, polystyren,
polypropylen). Cim vice je dany mikroplast nepolarni, tim vy$§i bude mit afinitu
k hydrofobnim perzistentnim organickym latkam. Adsorpce rovnéZ zavisi na velikosti
povrchu adsorbentu. Cim vétsi je povrch mikroplastu, tim vice je dostupnych mist
pro adsorpci. Proto jsou velmi problematické malé ¢astice plastil, protoze ty maji pii stejném
celkovém objemu jako jeden velky kus plastu mnohem vétsi povrch. U malych Castic je také

vetsi pravdépodobnost, ze budou pozieny vodnimi zivocichy [4].

2.6 Odbér vzorku

Analyza mikroplastli zaind odbérem vzorku. Vybér metody odbéru vzorku je ovlivnén
zivocichové). Mezi dalsi faktory patii reprodukovatelnost, cenova narocnost a snaha o co
nejmensi kontaminaci. Jsou vyuZivany tfi zakladni metody odbéru vzorku mikroplasti,

z nichz kazda ma své vyhody i1 nevyhody:

A. Selektivni odbér vzorku. Pii selektivnim odbéru vzorku jsou sbirdny mikroplasty
viditelné pouhym okem. Vyuziva se predevSim pii odbéru vzorku ze sedimentd.
Nevyhodou této metody je, Ze n€které Castice mohou byt prehlidnuty a Ize takto sbirat

jen kousky vétsi nez 1 mm.

B. Odbér vzorku se sniZzovanim objemu. Pfi tomto typu odbéru vzorku se velka ¢ast

vzorku vytazuje a ponechavaji se pouze ty ¢asti, které jsou predmétem naSeho zajmu.
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Odbér vzorku se snizovanim objemu se vyuziva pfedevSim pro odbér vzorki
z povrchové vody. Nevyhodou této metody je, Ze pii snizovani objemu muze

dochazet ke ztratdm mikroplasti.

C. Hromadny odbér vzorku. Pfi hromadném odbéru vzorku je sbiran cely vzorek
bez snizovani objemu. Vyhodou této metody je, ze ve vzorku jsou vsSechny
mikroplasty bez ohledu na jejich velikost. Se vzorkem je rovnéz méné manipulovano,
coz vede k mensi kontaminaci. Mnozstvi odebrané¢ho vzorku je ovSem z praktickych

dtivodl znacné limitovano [4].

Pt1 vzorkovani je velmi dllezité snaZit se zabrdnit kontaminaci vzorku. Je doporucovano
pied analyzou umyt vSechno vybaveni a zavirat vzorky 1 vybaveni, kdyZ zrovna nejsou
pouzivany. Také je velmi dllezité zabranit, aby se do vzorku dostala vlakna z odévu. Tomu
se da ptedejit nenoSenim syntetického obleceni pfi vzorkovani a manipulaci se vzorkem [1].
Nekteti autofi pii analyze mikroplasti pouzivali nitrilové rukavice [3, 7]. Jako kontrolu

kontaminace 1ze provést slepy pokus [5].

2.6.1 Snih a led
Snih i led obsahuje obvykle velmi malo organické hmoty a jinych pevnych ¢astic, proto je
piiprava vzorku pred analyzou velmi jednoduchd a pfimocara. Odebrany vzorek se necha
roztat a dale je s nim nakladano jako se vzorkem vody. Vyskyt mikroplast v ledovcich neni
prilis veliky, protoZze se obvykle nachazeji daleko od hlavnich zdroji zneciSténi.

Pti vzorkovani je proto nutné odebrat velké mnozstvi vzorku [5].

2.6.2 Morska voda

Vétsina v literatufe popsanych odbérit vzorkii pro analyzu mikroplasti byla provedena
z prostiedi moti a ocednli. Vzhledem k jejich rozlehlosti se nejcastéji vyuziva odbér vzorku
se sniZzovanim objemu [4]. Hromadny odbér vzorku byl vyuzit naptiklad pii analyze
mikroplastl v Baltském mofi, pfi¢emz kazdy odebirany vzorek mél objem 5 litrti [27].
Vzorky mohou byt odebirany z motské hladiny nebo z vodniho sloupce. Pro odbér
vzorku mikroplastl z povrchovych vod se nejcastéji pouziva neustonova sit’, jejiz ptivodni
ucel je sbér drobnych Zivocichi, Zijicich na hladin€ nebo tésné pod ni. Velikost ok sité se
pohybuje v rozmezi 53 um az 3 mm, pfi¢emz nejcastéj$i rozmér je 333 pm [4]. Na otevieném
moii se ¢asto vyuZzivaji vlecné sit¢ nebo katamarany, které jsou obvykle vleeny rychlosti

1 az 5 uzll a jsou vybaveny pratokomérem [5].
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Existuji dva zplsoby odebirdni vzorku zvodniho sloupce, a to horizontalni
a vertikalni. Pfi podpovrchovém horizontalnim vzorkovani se sit’ spusti do urcité hloubky,
kde je konstantni rychlosti po stanovenou dobu vlecena a poté vytazena z vody. Timto
zptisobem lze sledovat rozlozeni mikroplastii v riznych hloubkach. Pii vertikdlnim odbéru
lze pouzit sit’, kterd je konstantni rychlosti vytahovana z urcité hloubky. Dal$i moznosti je
pouzit vice uzaviratelnych siti, pti¢emz kazda je oteviena jen ur¢ity usek vodniho sloupce.

Lze také pouzit hromadny odbér vzorku s naslednou filtraci, nebo vodni ¢erpadlo [4].

2.6.3 Sladkovodni nadrze a toky
Pfi odbéru vzorkld zjezer, rybniki a pifehrad se vyuzivd podobnych metod jako
pii vzorkovani z moti. Nejcastéji se pouzivaji sité s velikosti ok 300-800 pm [4]. Jiny zptisob
odbéru vzorku byl vyuzit pii analyze vody z jezera Wuliangsuhai v Cing. Vzorky vody
odebirali nerezovymi kbeliky a ihned filtrovali ptes sito (75 pm). Zbytky zachycené na situ
poté opléchli ultracistou vodou do sklenéné lahve a uschovali k analyze [11].

Rozlozeni mikroplastli v fekach a jinych vodnich tocich je siln€¢ ovlivnéno vodnim
proudem a tvarem koryta vodniho toku. Zpravidla je vSak vétsi vyskyt mikroplastii uprostied
koryta feky nez u bfehti. Na mnozstvi mikroplasti ma vliv také ro¢ni obdobi, a to predevsim
v oblastech, kde se stfida obdobi desti a obdobi sucha. Na tyto skuteCnosti je tieba
pamatovat pii volbé mista a ¢asu vzorkovani.

Nevyhodou oproti vzorkovani z moie je, ze voda ze sladkovodnich toka obsahuje

vice organickych zbytkl z okolni vegetace [4].

2.6.4 Sedimenty

K ziskani reprezentativniho vzorku ze sedimenti je vhodné vyuzit hromadného vzorkovani.
Tento typ vzorkovani ovSem vede ke sbéru mnoha nechténého materidlu, proto byva
hmotnost vzorku cCasto redukovdna. To je provadéno prosévanim suchého sedimentu
na vzduchu nebo mokrého sedimentu pod vodou, coz ovSem vede k zisku mikroplastii jen
urcitych velikosti. Dal§i moznosti odbéru vzorku pouzivanou ptedevSim u sedimentil
na pobiezi je vizudlni identifikace spojend s ruc¢nim tfidénim. Tato metoda mulze vést
k velkym chybam, protoZe upln¢ zanedbava mini-mikroplasty, které reprezentuji 35-90 %
vSech mikroplastli v prostfedi moti [4].

Vzorky sedimenti by nemély byt odebirany plastovymi lopatkami a do plastovych
nadob, aby nedochézelo ke kontaminaci [5]. Pouzivaji se nerezové lopatky a sklenéné lahve

[6] nebo papirové sacky [8].
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Pti vzorkovani sedimentd je nutné zaznamenat plochu, ze které byl vzorek odebran
(cm?), nebo objem sedimentu (m?) [5]. Nékdy se také udava hmotnost odebraného sedimentu
(g nebo kg). Toto uzivani rozdilnych jednotek vede ke komplikacim pii porovnavani

vysledk riznych studii [4].

2.6.5 Vzorky ryb
Mikroplasty se nejéastéji do tél ryb dostavaji pozienim, ackoli za potencialni cestu vstupu je
povazovano i dychani [5]. Z tohoto diivodu jsou nejcastéji studovany travici soustavy ryb,
popftipad¢ zabry. Tyto organy jsou zpravidla oddéleny od zbytku ryby a podrobeny rozkladu.

Ve studii [28], ve které byly analyzovany mikroplasty v travicich soustavach
1 Zabrach ryb, pouzili k rozkladu organickeé tkdn€ 200 ml 10% roztoku hydroxidu draselného.
Vzorky s hydroxidem byly zahfivany na 60 °C po dobu 24-48 hodin. Poté byl roztok
dekantovan a prefiltrovan pies membranovy filtr.

Velmi podobny postup byl zvolen ve studii [29], kde byl rovnéz vyuzit 10% hydroxid
draselny a vzorek byl zahtivan po dobu 24 hodin rovnézZ na teplotu 60 °C. Poté byl vznikly
roztok ponechén 24-48 hodin pfi pokojové teploté. Po tplném rozkladu bylo ptidano 800 ml
roztoku chloridu sodného o koncentraci 140 g-dm™ a roztok byl ponechan 24 hodin
pii pokojové teploté, aby doSlo k vyplavani mikroplasti na hladinu. Poté byl supernatant
prefiltrovan pres filtr ze sklenénych mikrovlaken.

Kromé hydroxidu draselného lze vyuzit rovnéz hydroxid sodny, ktery byl vyuzit
naptiklad ve studii [30]. Studované travici soustavy byly nejprve suseny 1 hodinu v susarné
pii 60 °C. Poté bylo ke kazdému vzorku piidano 30 ml hydroxidu sodného a tato smés bylo
ponechana ti'i dny pii pokojové teploté. Rozlozeny vzorek byl prefiltrovan pies nerezoveé sito
a zachycené Castice byly vymyty do Petriho misky.

Ve studii [31] byla rozkladana celd téla ryb pomoci peroxidu vodiku, ovSem
primérna délka ryb byla jen 1,75 cm. Ryby byly nejprve suSeny 24 hodin pii 60 °C,
poté bylo pfidano 5-10 ml 30% peroxidu vodiku a tato smés byla ponechana pfes noc.
Poté byly vzorky zahtivany na 60 °C na vodni l4zni po dobu 36-48 hodin nebo dokud vzorek

nebyl ¢iry. Rozlozeny vzorek byl poté prefiltrovan ptes filtraéni papir.

2.6.6 Ostatni biologické vzorky
Mikroplasty mohou byt pozieny rovnéZ mlzi, korysi, motskymi savci a ptaky. VétSina studii

se zaméfuje na analyzu stfevniho obsahu, mini-mikroplasty ovSem byly nalezeny
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i ve tkanich. K odd¢leni mikroplastii od vzorku se vyuziva ptredevs§im vizudlni detekce nebo
chemicky rozklad biologického materialu.

Pti vizualni detekci je obvykle vzorek sledovan optickym mikroskopem a nalezené
mikroplasty jsou vybirdny pomoci pinzety. Rovnéz je mozné vymyvat vzorek destilovanou
vodou a poté pozorovat vodu s piipadnymi mikroplasty v Petriho misce. Nevyhodou této
metody je, ze mini-mikroplasty mohou byt prehlédnuty [4].

Dalsi moznosti je rozlozit tkané pusobenim kyselin, hydroxidd nebo enzymt.
Hydroxid sodny byl pouzit pfi analyze mikroplastd v krevetach, pficemz roztok
o koncentraci 2 mol-dm™ nechali pisobit 12 hodin pfi 60 °C [3]. Dalsi ¢asto vyuZivanou bazi
je hydroxid draselny. 10% hydroxid draselny byl pouzit k oddéleni mikroplasti z travici
soustavy ptakl. Vzorek s hydroxidem byl umistén na 48 hodin do inkubatoru pii 65 °C
a poté ponechan 24 hodin pii pokojové teploté [32]. Ve studii [33], ve které analyzovali
mikroplasty ve Snecich, bylo porovnavano, zda je lepsi vyuzit k rozkladu jejich tél
30% peroxid vodiku nebo kyselinu dusi¢nou o koncentraci 22,5 mol-dm>. Reakce
s peroxidem vodiku byla velmi bouilivd, vznikalo mnoho pény a samotny rozklad trval
velmi dlouho, proto bylo rozhodnuto, ze je vhodnéjsi pouzit kyselinu dusicnou. Kyselina
dusicna byla rovnéz pouzita pti analyze mikroplasti z travicich soustav moiskych Zelv,
pricemz nasledné pouzili laurethsulfat sodny k odstranéni mastnych zbytka [2]. Rozklad

pomoci enzymu je popsan ve studii [ 16], kde pouzili proteinazu K k rozkladu tkani sépii.

2.7 Metody analyzy mikroplasti
Po odbéru a upravé vzorku zpravidla nasleduje detekce a kvantifikace mikroplasti.
Nejcastéji je vyuzivana vizualni detekce moznych mikroplastii, nasledovana potvrzenim

jejich struktury naptiklad pomoci spektralnich metod [1].

2.7.1 Optické metody
Vzorek miize byt prozkouméan pouhym okem nebo za pouziti optického mikroskopu.
Optické metody se pouzivaji kur€eni barvy, tvaru, struktury povrchu a dalSich
charakteristik, které mohou napovédét, zdali se jedna o mikroplast [1]. Nalezené mikroplasty
mohou byt oddéleny od ostatnich necistot pomoci pinzety [4]. Jedna se o velmi rychlou,
jednoduchou a levnou metodu, ale je velmi obtizné rozeznat mikroplasty od jinych ¢astic [1].
Mikroplasty mohou byt pfehlédnuty vlivem jejich prihlednosti nebo vlivem organického
materidlu nahromadéném na jejich povrchu. Abychom tomuto zabrénili je potfeba vzorek

prohledavat peclivé a metodicky. Protoze u optickych metod dochéazi k zaméné mikroplasti
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za jiné Castice pomérné Casto, jsou tyto metody obvykle doprovazeny dalSimi technikami,
pomoci kterych se uréi slozeni jednotlivych ¢éstic [4]. Za timto Ucelem se nejcastéji
pouzivaji spektralni metody, naptiklad infracervena spektrometrie nebo Ramanova
spektrometrie [1].

V nékterych ptipadech, zvlasté pokud neni k dispozici potfebna instrumentace, 1ze
optické metody vyuzit jako jedinou metodu k identifikaci mikroplastii. K ovéteni, zdali je
nalezena Castice skutecné mikroplastem Ize vyuzit test horkou jehlou. Pfi tomto testu je
horky konec jehly prikladan k jednotlivym ¢asticim a je sledovano, zdali se zkoumana

Castice pii zahtati rozpusti. Touto metodou ovSem nelze urcit druh polymeru [1].

2.7.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie
Rastrovaci (skenovaci) elektronovy mikroskop (SEM) slouzi k zobrazovani povrchu vzorkd.
Na povrch vzorku se nechd dopadat tzky proud elektronti, ktery se pohybuje v pravothlém
rastru [34]. Dochézi k elastickému odrazu elektronii od vzorku, ty jsou zaznamenany
detektorem a pievedeny na signdl. U prvka s vySSim protonovym cislem dochazi
k produkovéani vice téchto zpétn¢ odrazenych elektronil, coz se na vysledném snimku projevi
svétlej$im odstinem. U vétSiny elektronti nedochazi k elastickému odrazu, miize dochazet
k vyrazeni elektronii ze vzorku, tzv. sekundéarnich elektronti, nebo k emisi rentgenového
zéteni [4]. Sekundarni elektrony vznikaji tésné pod povrchem a jsou velmi dilezité
pii uréovani obrazu povrchu vzorku. Pokud je k dispozici vhodny detektor rentgenového
zéafeni, mizeme ziskat informaci o prvkovém slozeni vzorku [34].

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) poskytuje velmi jasné obrazky
mikroplasti s velkym zvétSenim. Tuto metodu Ize vyuzit ke sledovani zmén mikroplast
v zZivotnim prostfedi, 1ze sledovat jednotlivé praskliny a dilky v jejich povrchu. Pokud je
k dispozici energiové disperzni analyzator (EDS) k detekci rentgenového zéieni, miizeme
odlisit mikroplasty obsahujici uhlik od anorganickych ¢éstic. Nevyhodou této metody je
pracnost piipravy vzorkl a velka ¢asovéa naroc¢nost. Touto metodou také nelze urcit barvu

castic [1].

2.7.3 Pyrolyzni plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

Pyrolyzni plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (Pyr-GC-MS) je
vhodnd metoda k analyze syntetickych polymert i kopolymert [5]. Vzorek je zahiivan

v inertni atmosféfe nebo ve vakuu a dochazi k tepelnému rozkladu makromolekularnich
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latek na molekuly s niz§imi molarnimi hmotnostmi [4]. Produkty pyrolyzy jsou separovany
pomoci chromatografick¢ kolony a detekovany hmotnostnim spektrometrem. SloZeni
produktii pyrolyzy a zn¢ i1 pluvodniho vzorku lze ziskat interpretaci spektra nebo
porovnanim s knihovnou spekter. Podle ucelu analyzy lze vyuzit kromé hmotnostniho
spektrometru i jiné detektory [5].

Nevyhodou této metody je, Ze se jednd o metodu destruktivni a se vzorkem jiz nejdou
provadét zadné dalsi analyzy. Analyza velkého mnozstvi mikroplasti je limitovana tim,
ze kazdy vzorek musi byt manualné€ premistén do pfistroje a analyzovan zvlast. Limitovan
je rovnéz rozsah velikosti takto studovanych mikroplasti. Velkou vyhodou pyrolyzni
plynové chromatografie je, Ze vyZaduje jen minimalni pfedipravu vzorku. Naptiklad vzorek
sedimentii, u které¢ho je podezieni, Ze obsahuje mikroplasty, sta¢i nejprve extrahovat
organickym rozpoustédlem, aby doSlo k odstranéni nizkomolekularnich latek, a poté mize
byt pfimo umistén do vzorkovaci komory. Dals$i vyhodou této metody je, Ze kromé

informace o druhu polymeru miizeme soucasné identifikovat i ptipadna aditiva [4].

2.7.4 Spektrometrie nuklearni magnetické rezonance
Pti spektrometrii nukledrni magnetické rezonance (NMR) dochazi k zisku informaci
o chemickém okoli jader pomoci sledovani chovani jader vystavenych soucasné
magnetickému poli a elektromagnetickému zafeni [4].

Jednou z kvantovych vlastnosti protonti a neutronti je jejich spin, a pro tyto Castice
ma hodnotu s = 1/2. Vysledkem vzajemného plisobeni spinil protonti a neutronti v jadie je
jaderny spin /. U jader se sudym poc¢tem protont i neutront ma jaderny spin hodnotu 0, pro
jadra s lichym poc¢tem protont i neutronti nabyva hodnot 1,2,3, ... a pro jadra, kde je pocet
protont sudy a neutront lichy nebo naopak, nabyva jaderny spin hodnot 1/2,3/2,5/2, ...
Magnetickou rezonanci Ize métit pouze u nuklidd, u kterych je hodnota jaderného spinu
rizna od nuly. S jadernym spinem souvisi magnetické kvantové Cislo jader, které nabyva
hodnot m;= -1 -I+1, ..., L.

S nenulovym spinem jader je spojen jaderny magneticky moment yx, jehoz smér je
v prostiedi bez vnéjsiho magnetického pole ndhodny. Pii pisobeni vnéjSitho magnetického
pole dochazi ke Stépeni energetickych hladin jader. Jaderné magnetické momenty jadra
s magnetickym kvantovym ¢islem 2 jsou orientovany souhlasné se smérem magnetické
indukce, ¢emuz odpovida tzv. zékladni stav. Naopak u jader s magnetickym kvantovym
¢islem -1/2 jsou jaderné magnetické momenty orientovany nesouhlasné vzhledem ke sméru

magnetické indukce, cemuz odpovida excitovany stav [35].
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Rozdil energii mezi zédkladnim a excitovanym stavem je velmi maly a je zavisly
na sile vnéjsiho magnetického pole. Pocet jader v zakladnim a excitovaném stavu lze popsat
pomoci Boltzmannova rozdéleni. Z n¢j Ize vypocitat, ze pii pokojové teploté bude o néco
vice jader v zékladnim stavu nez ve stavu excitovaném. Pokud je jadro v zdkladnim stavu
vystaveno elektromagnetickému zafeni odpovidajicimu rozdilu energetickych hladin, dojde
k absorpci tohoto zafeni a prechodu jadra do excitovaného stavu. Energeticky rozdil mezi
zakladnim a excitovanym stavem obvykle odpovida frekvenci 20-1000 MHz.

Spektrometrie nuklearni magnetické rezonance je velmi uzite¢né technika, pomoci
které 1ze urcit chemickou strukturu polymernich fetézcti mikroplastii. Tato metoda muze
také slouzit k urceni stupné krystalinity a k ziskani informaci o vétveni a takticité¢ daného
polymeru. Pomoci této metody lze rovnéz detekovat chemické zmény v plastovych

materidlech, naptiklad oxidac¢ni stavy [4].

2.7.5 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
InfraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR) je nejCastéji uzivanou
metodou ke zjisténi druhu polymeru, kterym je mikroplast tvofen. Vzorek je ozafovan
infradervenym zarenim a ¢ast fotont je vzorkem absorbovana, zatimco jina ¢ast se vzorkem
neinteraguje a prochazi ptimo skrz néj. Molekuly, které absorbuji fotony, ziskaji energii
a dojde ke zmén¢ jejich rotacnich a vibracnich stavii. Infracervena spektrometrie je tedy
metoda, ktera sleduje, pii kterych vinovych délkach vzorek absorbuje infracervené zareni
ana zéklad¢ vysledného spektra je mozné ziskat informace o molekuldch piitomnych
ve vzorku. Protoze kazdy druh plastu mé jedine¢né uspotradani atomii, zadné dva druhy
polymerti nebudou poskytovat stejné spektrum.

InfraCervend spektrometrie mize byt problematickd z hlediska ptipravy vzorka.
Napriklad transmisni meéfeni vyzaduje, aby byl vzorek dostate¢né prihledny,
aby infrafervené zatfeni mohlo prochazet skrz vzorek. U mnoha polymerl je toto
nedosazitelné a je tieba vzorek upravit [4].

Jednou z moznosti Gpravy vzorku je lisovani KBr tablet. Vytvoii se homogenni smés
bromidu draselného se vzorkem, kterd je slisovdna na tabletu a umisténa do specidlniho
drzaku. Bromid draselny je vyuZivan proto, Ze obsahuje iontovou vazbu a v disledku toho
jen velmi malo absorbuje infrafervené zareni. Ziskana KBr tableta miiZze obsahovat smés
vice polymert, pisek a dal$i necistoty. Vysledné spektrum bude obsahovat signaly vSech
téchto materiall. Interpretace takového spektra bude velmi obtizna a nebude mozné klasické

porovnani s knihovnou spekter. Dalsi nevyhodou je ¢asova narocnost této techniky [5].
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K analyze mikroplastd je casto pouzivana technika zeslabeného uplného
odrazu — ATR (Attenuated Total Reflectance). Pii této technice musi byt vzorek
v tésné blizkosti krystalu, ktery je obvykle sloZzen z germania, diamantu nebo selenidu
zine¢natého (ZnSe) [4]. Paprsek infracerveného zafeni je veden krystalem a na jeho vnitinim
okraji je odrazen. Velmi malé mnozstvi infracerveného zareni pronika do vzorku
mikroplastu pfitlaceného na krystal a interaguje s nim. Neabsorbované zatfeni je odrazeno
zpét do ATR krystalu a vedeno do detektoru. V porovnani s technikou KBr tablet je ptiprava
vzorku minimalni a mnohé ¢astice mohou byt analyzovany piimo. Nékteré mikroplasty jsou
pokryty vrstvickou biofilmu nebo jinych kontaminantd. U téchto Castic je nizka hloubka
priniku infraéerveného zafeni nevyhodou, protoze vysledné spektrum muize byt silné ruSeno
cizimi signaly. ReSenim je odstranit tyto negistoty ultrazvukem, peroxidem vodiku,
kyselinou chlorovodikovou, hydroxidem sodnym nebo 1ze vnéjsi vrstvu odiiznout.

Pro mikroplasty, které jsou pfili§ malé, neZ aby je bylo mozné analyzovat technikou
ATR, Ize pouZit metodu difuzni reflexe — DRIFTS (Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy). Vzorek je smichén s bromidem draselnym a touto smési prochézi
paprsek infracerveného zateni, ktery s mikroplasty interaguje. V porovnani s technikou KBr
tablet je to metoda méné Casové naroCna, ale také mén¢ citlivd a pfi analyze mikroplasti
neni prili§ vyuZzivana [5].

Jakmile je ziskano infracervené spektrum, muize byt porovnano s databazi spekter
k uréeni druhu polymeru. RGznd spektra pro stejny druh plastu se mohou mirné lisit,
napfiklad vlivem necistot. Vzorek musi byt také dostatecné suchy, jinak bude ve spektru
vyrazny signal okolo 3300 cm™, ktery miZe zakryt jiné piky. Nékdy miize byt ve spektru
1 signal oxidu uhlic¢itého. Nekvalitni signdly ve spektru mohou poskytnout také zvétralé
mikroplasty. V dasledku téchto nesrovnalosti je doporuceno piijimat spektra, kterd maji
s referenénim spektrem z elektronické databidze podobnost vétsi nez 70 %. Spektra
s podobnosti 60-70 % by méla byt interpretovana jest¢ manudlné a spektra s podobnosti

mensi nez 60 % by méla byt zamitnuta [4].

2.7.6 Ramanova spektrometrie
Ramanova spektrometrie je technika zalozena na neelastickém rozptylu svétla. Vzorek je
ozatfovan monochromatickym zatfenim, dochazi k absorpci dopadajiciho fotonu a piechodu
do virtudlniho stavu. Tento stav okamzité zanika a dochazi k emisi fotonu. Foton muze byt
rozptylen elasticky (Rayleighliv rozptyl) nebo neelasticky (Ramantv rozptyl) [5]. VétSina

rozptyleného zéteni je ve formé& Rayleighova rozptylu a rozptylené fotony maji stejnou
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frekvenci jako fotony dopadajici na vzorek. K Ramanovu rozptylu dochazi v priméru pouze
u jednoho fotonu z 30 miliént fotont [4]. Energeticky rozdil mezi piivodnimi a neelasticky
rozptylenymi fotony se nazyva Ramantiv posun. Pokud maji rozptylené fotony nizsi energii
nez fotony dopadajici na vzorek, jedna se o Stokestiv posun, pokud maji rozptylené fotony
energii vys$$i, nazyva se tento jev anti-Stokestiv posun. Princip Rayleighova, Stokesova a
anti-Stokesova rozptylu je znadzornén na obrazku (Obr. 1). Ramanovo spektrum je obvykle
zaznamenavano ve Stokesové oblasti, protoze anti-Stokesova oblast poskytuje stejné
informace, ale s mensi citlivosti [5].

Vibraéni

kvantové ¢islo

Prvni elektronovy v=0
excitovany stav

Virtualni stav \
N N
=2
Zakladni v=1
elektronovy stav v v=0
Rayleightiv Stokesiv Anti-Stokestiv
rozptyl rozptyl rozptyl

Obrazek 1- Schematické znazorneni Rayleighova, Stokesova a anti-Stokesova rozptylu.

Energetickd zména mezi dopadajicim a rozptylenym zafenim je charakteristicka
pro jednotlivé typy vazeb, se kterymi zafeni interaguje. Z Ramanova spektra mizeme ziskat
informace o struktufe molekul vzorku a rovnéz jej mizeme porovnat s referenénimi
Ramanovymi spektry, a tim identifikovat druh polymeru ve vzorku. Ramanova
spektrometrie je vhodna k analyze mikroplasti, protozZe je citlivd na nepolarni molekuly.
Touto technikou lze detekovat jednoduché i dvojné vazby mezi uhliky (C-C, C=C), které¢
Casto tvofi patef polymernich fetézcl plasti. Ramanova spektrometrie je povazovana
za komplementarni techniku k infracervené spektrometrii, protoZe vykazuje vyssi citlivost
na nepolarni symetrické vazby, zatimco infracervena spektrometrie ma vyssi citlivost

k polarnim skupinam [4].
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Ramanova spektrometrie je nedestruktivni metoda, ktera vyzaduje jen minimalni
upravu vzorku. Komplikace pfi interpretaci Ramanova spektra mize zptisobovat degradace
vzorku piisobenim slune¢niho zareni. Naptiklad u PVC dochdzi po fotodegradaci ke snizeni
intenzit pik{i o vlnoctech 693 a 637 cm™!, které odpovidaji charakteristické vazb& C-C1 [1].

Do vétsiny plastovych vyrobkli jsou béhem jejich vyroby pridavana aditiva
a barviva. Tyto necistoty mohou absorbovat dopadajici zafeni, miize dochazet k zahfivani
vzorku, které miize dokonce vyustit v tepelnou degradaci vzorku. Barviva a aditiva mohou
rovnéZ ovlivnit Ramanovo spektrum pfitomnosti cizich pikl a fluorescenci [4]. Prekryvu
Ramanovych past vlivem fluorescence lze zabranit pouzitim jiné vinové délky laseru. Také
je mozné prodlouzit dobu plisobeni laseru na vzorek pted zaznamenanim spektra, takze mtize
dochazet k laserem indukované degradaci necistot v misté ptisobeni laseru a tim ke sniZeni
fluorescence. Krom¢ aditiv a barviv mohou fluorescenci vzorku zptsobovat také samotné
mikroplasty nebo biofilmy na jejich povrchu [5].

Pomoci Ramanovy spektrometrie 1ze analyzovat mikroplasty vétSi nez 1 um, zatimco
pomoci FTIR lze zkoumat pouze vzorky vétsi néz 10-20 um [1]. Dalsi vyhodou Ramanovy
spektrometrie v porovnani s infraervenou spektrometrii je, ze piky v Ramanové spektru
jsou obvykle uzsi nez v IR spektrech, coz vede k lepSimu rozliseni blizkych pika. Mezi dalsi
vyhody této metody lze zaradit také to, Ze voda se v Ramanovych spektrech projevuje velmi

slab¢, a je tedy mozné métit mokré vzorky [5].

2.8 Mikroplasty v rybach

V této kapitole jsou stru¢né uvedeny vysledky vyzkumi tykajicich se mikroplastli v rybach.

Baalkhuyur a kol. analyzovali mikroplasty z travicich soustav ryb z Arabského
zélivu. Kurceni druhu polymeru pouzili infracervenou spektrometrii s Fourierovou
transformaci. Mikroplasty nalezli v 8 rybach ze 140, zcehoz vyplyva, ze 5,71 %
zkoumanych ryb obsahovalo mikroplasty. Nalezené mikroplasty byly z polyethylenu
a polypropylenu [30].

Lin a kol. studovali 26 druhti ryb z usti Perlové feky na jihu Ciny. Z 337 zkoumanych
ryb, 141 kusii obsahovalo mikroplasty. Primérny poc€et mikroplastli v jedné rybé byl 0,57.
NejcastejSim druhem polymeru byl polyethylen tereftalat [28].

Cordova a kol. se zabyvali mikroplasty pozienymi rybami u usti feky Ciliwung
v Jakart&. Mikroplasty byly nalezeny v 75 % zkoumanych ryb. Primérny pocet mikroplastti
na rybu byl 1,97 [31].
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Abidli a kol. zkoumali mikroplasty v rybach ze Stfedozemniho mote, konkrétné
z lagun Bizerte a Ghar el Melh. Ve Stfedozemnim mofi je nejvétsi koncentrace plovoucich
plastl na svéte, cemuz odpovidaji i vysledky tohoto vyzkumu. Mikroplasty byly nalezeny
v travicich soustavach vSech zkoumanych ryb. Jednim ze zkoumanych druhti byl o¢natec
obecny. Primérné mnozstvi mikroplastii nalezené u tohoto druhu bylo v laguné Bizerte
66,40 + 5,12 a v lagun¢ Ghar El Melh 42,00 £ 6,08 kusti mikroplastti na jednu rybu (nejistoty
vysledkt jsou vyjadieny ve forme smérodatnych odchylek). Pomoci techniky FTIR-ATR
urcili, ze vSechny zkoumané mikroplasty byly z polypropylenu nebo polyethylenu [29].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Hydroxid draselny Supinky p.a., KOH, PENTA Chemicals, Ceska republika
Hydroxid draselny p.a. KOH, Mach chemikélie, Ceska republika
Tetramethylamoniumhydroxid (TMAH), (CH3)sNOH, 25% roztok v methanolu,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Methanol, CH;OH, PENTA Chemicals, Ceska republika

Chloroform, CHCl3, PENTA Chemicals, Ceska republika

3.2 Pristroje

Piskova lazen typ SD7, Harry Gestigkeit GmbH, Némecko
Laboratorni vahy KERN EW2200-2NM, Kern&Sohn GmbH, Némecko
Lyofilizator L10-55 PRO, Gregor Instruments, Ceské republika
Mikroskop LPT 3113i-T, Arsenal, Ceska republika
Infraterveny spektrometr Nicolet iS50 FT-IR, Ceska republika
o 1850 ATR, krystal: diamant, déli¢ paprsku: KBr, zdroj: IR, rozsah:
4000-400 cm™!, detektor: DTGS ATR, podet skenii: 64, rozliseni: 8 cm’!

3.3 DalSi pomiicky

Membranov¢ filtry Pragopor 4, nitroceluloza, velikost porta: 0,85 pwm, Pragochema,
Ceska republika

Filtry ze sklenénych mikrovldken GF/A, velikost pori: 1,6 um, Whatman, Velka
Britanie

Sestava pro vakuovou filtraci pro membranové filtry priméru 47 a 50 mm

Sklenéné laboratorni nadobi

Teplomér

3.4 Vzorky ryb

V této praci bylo pouZito 10 ryb. V Sesti ptipadech se jednalo o kapra obecného. Tito kapfi

pochazeli z Ceské republiky a byli zakoupeni na vanoénich trzich. Kapr obecny

(Cyprinus carpio) patii do skupiny ryb s travicim Gstrojim bez Zaludku. Absence Zaludku je

kompenzovana rozsifenou piedni ¢asti stfeva [36]. V této praci byl analyzovan pouze obsah

stfev kaprl, protoZe ostatnimi ¢astmi travici soustavy jako je dutina ustni, hltan a jicen
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potrava prochazi velmi rychle a neni tedy pravdépodobné, ze by se v nich mikroplasty
vyskytovaly.

Dale byly zkoumany 4 ryby moiské. Jednalo se o makrely obecné (Scomber
scombrus) pochazejici ze severovychodniho Atlantiku. Z mote byly odloveny pomoci
kruhovych zatahovych siti a Cefeny. V této praci bylo z divodu mensi velikosti ryb

a k usnadnéni preparace pracovano s veskerym obsahem dutiny bfi$ni.

3.5 Pracovni postup

3.5.1 Priprava vzorku
Nejprve byly opatrné odd€leny vySe zminéné organy ryb od okolni tkané a uloZeny
do sklenénych lahvic¢ek. Ty byly skladovany v mraznicce pii teploté priblizné -18 °C.
Jednotlivé vzorky byly ocislovany, pficemz vzorky 1-6 odpovidaji stievim kapra
obecného a vzorky 7-10 organiim makrely obecné. VSechny vzorky byly nejprve zvaZeny.
Ctyti vzorky stiev kapri a vSechny vzorky organti makrel byly umistény do lyofilizatoru,
kde byly pii teploté -52 °C a tlaku 2,0 hPa suSeny po dobu 20 hodin. VysusSené vzorky byly

rovnéz zvazeny. Hmotnost vzorkl pied a po vysuSeni uddva tabulka (Tab. II).

Tabulka II - Hmotnosti vzorkii pred a po vysuseni, procentualni ubytek hmotnosti

Cislo Hmotnost vzorku pred Hmotnost vzorku po Procentuélni ubytek
vzorku vysuSenim (g) vysuSeni (g) hmotnosti (%)

1 63,9 25,8 59,6
2 32,2 6,9 78,6
3 42,3 12,2 71,2
4 72,1 29,5 59,1
5 63,5 - -

6 48,5 - -

7 18,1 7,6 58,0
8 30,7 12,7 58,6
9 15,3 7,1 53,6
10 23,7 9,8 58,6

Zbylé dva vzorky kapfich stfev byly vytazeny z mraznicky a ponechany rozmrazit.

3.5.2 Rozklad vzorki pomoci tetramethylamoniumhydroxidu
Rozklad pomoci tetramethylamoniumhydroxidu byl proveden u jednoho vysuSeného
a jednoho nevysuseného vzorku kapftich stfev (vzorky €. 2 a 6). Oba vzorky byly vlozeny

do Erlenmeyerovy baikky a ke kazdému znich bylo pfidano 160 ml
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tetramethylamoniumhydroxidu, 25% roztok v methanolu. Vzniklé smési byly promichany
a zahfivany na piskové lazni na teplotu 60 °C. Po 4 hodinach byla mala ¢ast roztoku se
vzorkem €. 6 pfefiltrovana za snizeného tlaku. Byl zkouSen membranovy filtr Pragopor 4
i filtr GF/A, Whatman. V obou ptipadech filtrace probihala velmi pomalu, proto byl zbytek
roztoku vracen na piskovou lazen a zahiivan dalSich 15 hodin. Poté byl prefiltrovan
za snizeného tlaku pfes membranovy filtr Pragopor 4. Roztok se vzorkem €. 2 byl zahiivan

na piskové lazni po dobu 21 hodin a nadale s nim nebylo pracovano, viz kapitola 4.1.

3.5.3 Rozklad vzorkii pomoci hydroxidu draselného
Druhy nevysusSeny vzorek kapftich sttev (vzorek €. 5) byl vloZzen do Erlenmeyerovy banky
a bylo pfiddno 500 ml 10% roztoku hydroxidu draselného. Banka se vzniklou smési byla
zahfivana na piskové 1azni na teplotu 60 °C po dobu 23 hodin. Poté byl roztok piefiltrovan
za snizeného tlaku ptes filtr od spolecnosti Whatman a filtr byl promyt destilovanou vodou.

Tento typ rozkladu byl rovnéz pouzit u tfi vysuSenych vzorkl kapftich sttev (vzorky
¢. 1,3 a4). Ty byly pteneseny do Erlenmeyerovych ban€k a do kazdé bylo ptidano 250 ml
10% roztoku hydroxidu draselného. Banky byly zahtivany na piskové lazni na teplotu 60 °C
po dobu 21 hodin. Poté byly jednotlivé roztoky prefiltrovany za snizeného tlaku ptes filtry
spole¢nosti Whatman. Filtr odpovidajici vzorku ¢. 3 byl promyt destilovanou vodou, filtr
ziskany pfi filtraci vzorku €. 1 methanolem a filtr, ktery odpovida vzorku €. 4, chloroformem.
Vsechny filtry byly usuSeny pii laboratorni teploté.

Vzorky makrel byly rovnéz rozkladany pomoci 10% hydroxidu draselného.
U vzorkt €. 7 a 8 bylo pouzito 300 ml a u vzorkt €. 9 a 10 bylo pouzito 200 ml hydroxidu
draselného. Smeési vzorktl a roztokii hydroxidu byly zahtivany na ptiblizné¢ 60 °C po dobu
22 hodin, poté byly roztoky piefiltrovany za snizeného tlaku. U vzorku ¢. 9 byl zkouSen
membranovy filtr Pragopor 4, ale filtrace byla velmi pomald, proto byl zbytek roztoku
ptefiltrovan ptes filtr spolecnosti Whatman. Dale bylo pracovano s obéma filtry. Vzorky
¢. 7, 8 a 10 byly ptefiltrovany pres filtry od spole¢nosti Whatman. Filtry byly promyty
destilovanou vodou a ususeny pii laboratorni teploté.

Pouzité metody rozkladu jsou pro vétsi prehlednost shrnuty v tabulce (Tab. III).
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Tabulka 11l - Pouzité metody rozkladu

Cislo vzorku | Lyofilizace | Rozkladné ¢inidlo | Délka zahtivani (hod.)
1 Ano KOH 21
2 Ano TMAH 21
3 Ano KOH 21
4 Ano KOH 21
5 Ne KOH 23
6 Ne TMAH 19
7 Ano KOH 22
8 Ano KOH 22
9 Ano KOH 22

10 Ano KOH 22

3.5.4 Vyhledavani podezrelych ¢astic a jejich identifikace
Filtry se zachycenymi pevnymi casticemi byly prohledavany pod mikroskopem
pii pétinasobném zvétSeni. Nalezené Céstice, u kterych bylo podezieni, ze by se mohlo jednat
o mikroplasty, byly postupné pfeneseny pomoci pinzety na ATR krystal infracerven¢ho
spektrometru a bylo zméteno infracervené spektrum dané ¢astice. Pfed kazdym méfenim

vzorku bylo méfeno pozadi. Naméiena spektra byla porovnana s knihovnou spekter.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Pouzité metody rozkladu
V této praci byly vyuzity dva druhy rozkladi, a to rozklad lyofilizovaného
a nelyofilizovaného vzorku pomoci hydroxidu draselného, a rozklad lyofilizovaného
a nelyofilizovaného vzorku pomoci tetramethylamoniumhydroxidu (TMAH).

Filtrace roztoku ziskaného rozkladem nelyofilizovaného vzorku pomoci TMAH
probihala velmi pomalu, usazenina na filtru byla hnédé a gelovitd a nebylo mozné z ni vybrat
jednotlivé cCastice, které by potencialné mohly byt mikroplasty. Roztok po rozkladu
lyofilizovaného vzorku TMAH vypadal obdobné, proto bylo rozhodnuto ho nefiltrovat
a nadale s nim nepracovat.

Jako vhodnéjsi se ukazal rozklad pomoci hydroxidu draselného. Filtrace trvala kratsi
dobu a usazené castice bylo mozZné z filtru pomoci pinzety pfenést k méfeni na FTIR
spektrometru. K rozkladu lyofilizovanych vzorktl bylo zapotifebi mensiho mnozstvi roztoku
KOH nez u vzorku nelyofilizovaného.

Pti rozkladu organti makrel bylo zamérné pouzito dvou riznych objemu (200
a 300 ml) roztoki hydroxidu draselného k rozkladu vzorkii o podobnych hmotnostech.
Nebyla ovSem nalezena souvislost mezi pouzitym mnozstvim KOH a rychlosti filtrace.

V této praci byly pouzity dva druhy filtrd. Ukdzalo se, ze membranové filtry
Pragopor 4, jejichz velikost porti je 0,85 um, nejsou k tomuto ucelu ptilis vhodné. Pory filtru
se velmi rychle ucpaly a filtrace tém¢t ustala. Mensi velikost pért sice vede k zachyceni
vétsitho poctu Castic, jejich velikost vSak nebyla vhodna pro pouzitou techniku méfeni
na krystalu ATR. Jako vhodné&jsi se ukazaly filtry ze sklenénych mikrovlaken GF/A

od spole¢nosti Whatman, které maji velikost pora 1,6 pm.

4.2 Nalezené podezrelé Castice
Na vSech zkoumanych filtrech bylo nalezeno celkem 74 podezielych castic, z toho
ve 26 piipadech se jednalo o vldkna. Pfesné pocty nalezenych podezielych Ccastic

u jednotlivych vzorkl udava tabulka (Tab. IV). N&které nalezené Castice jsou zachyceny

na obrazku (Obr. 2).
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Tabulka 1V - Pocty nalezenych castic u jednotlivych vzorkii

Cislo vzorku | Podet nalezenych &astic | Pocet vlaken
1 10 8
2 - -
3 10 4
4 4 3
5 11 4
6 - -
7 13 3
8 11 1
9 8 1

10 7 2

Obrazek 2 - Nalezené cdstice

4.3 Namérena spektra
Jedind castice, kterd byla vyhodnocena jako synteticky polymer, byla nalezena ve vzorku
¢. 1. Jednalo se o bezbarvé tuhé vldkno. Na obrazku (Obr. 3) je spektrum této ¢astice a tfi
nejpodobné;jsi spektra z knihovny spekter. Jak 1ze vidét, jedna se o nylon 6. Nylon 6 je mimo
Jiné vyuZivan na vyrobu rybafskych vlasct a siti. Vldkno se mohlo z t&chto rybarskych

pomtcek uvolnit a nasledné byt pozieno ndmi zkoumanym kaprem.
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Obrazek 3 - Namerené spektrum (po ATR korekci) a ti nejpodobnéjsi spektra z knihovny spekter.
Shora: 1. Namérené spektrum 2. Nylon 6, shoda: 91,47 3. Nylon 6, vidkno z koberce automobilu,
shoda: 88,85 4. Kavovy filtr, plastovy, shoda: 88,68

Na obrazku (Obr. 4) je jesté¢ jednou spektrum castice znylonu 6, tentokrate
i s oznadenim vInoétd jednotlivych pikf. Pik o vlnodtu 3294,3 cm™ odpovida valenéni
vibraci vazby N-H ve skupiné -CO-NH- (trans), pik s vlnodtem 3080,3 cm™ odpovida
svrchnimu tonu amidického pasu II. Piky o vlnodtech 2930,2 a 2859,2 cm™ odpovidaji
valen¢nim vibracim ve skupindch CH». Pik s hodnotou 1635,7 l1ze ptifadit valencni vibraci
C=0 ve skupin& -CO-NH-. Dalsi pik o hodnot& 1537,2 cm™! odpovida deformaéni vibraci
vazby N-H ve skuping -CO-NH- (trans). Piku o hodnoté& 1461,7 cm™! 1ze piifadit deformaéni
vibraci skupiny CH». Pik s hodnotou vInoctu 1260,4 odpovidd amidickému pasu III. Pik
o hodnoté 690,2 cm™ odpovid4d mimorovinné vibraci vazby N-H. Interpretace tohoto spektra

byla provedena pomoci tabulky k interpretaci IR spekter [37].
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Obrazek 4 - Namérené spektrum nylonu 6 s hodnotami vinoctii jednotlivych pikii. Hodnoty pikii
zleva: 3294,3 em™, 3080,3 ecm, 2930,2 ecm™, 2859,2 em™, 1635,7 em™, 1537,2 em™!, 1461,7 cm™’,
1371,2 em™, 1260,4 cm™, 1199,7 em™, 1168,8 cm™, 1116,3 cm™, 690,2 cm™

Prvni spektrum na obrazku (Obr. 5) poskytla ¢astice nalezena ve vzorku 1. Pomoci
knihovny spekter bylo urceno, ze se jedna o glycerol-trioleat nebo glycerol-monooleét, tedy
o estery kyseliny olejové a glycerolu. Kyselina olejova, ktera patfi mezi bézné mastné
kyseliny v tucich, se hojné nachdzi v zivocisSnych tkanich. Estery kyseliny olejové
a glycerolu jsou kapalné latky, proto je mozné se domnivat, Ze zkoumana Castice méla
sloZeni odlisné, a tyto lipidy tvofily pouze vrstvu na jejim povrchu. Filtr, ze kterého pochazi
tato Castice, byl za icelem odstranéni tukl promyt methanolem. Pravdépodobné bylo pouzito

prilis malé mnozstvi methanolu, nebo se nechal piisobit pfili§ kratkou dobu.
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Obrdzek 5 - Namérené spektrum a t7i nejpodobnéjsi spektra z knihovny spekter. Shora:
1. Namérené spektrum 2. Glycerol-trioledt, shoda: 75,36 3. Glycerol-monooleat, shoda: 74,65
4. Glycerol-monooleat, shoda 74,30
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Dalsi namétené spektrum a tii spektra z knihovny s nejvyssi shodou jsou zobrazeny
na obrazku (Obr. 6). Castice, o jejiz spektrum se jedna, pochézi ze vzorku 4. Porovnanim
s knihovnou spekter Ize urcit, ze se pravdépodobné jednalo o draselnou stl kyseliny olejové.
Tato latka mohla vzniknout béhem rozkladu alkalickou hydrolyzou tukti a oleji. Naptiklad
vyse zminény glycerol-trioleat reaguje s hydroxidem draselnym za vzniku glycerolu

a draselné soli kyseliny olejové.
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Obrazek 6 - Namérené spektrum a tvi nejpodobnéjsi spektra z knihovny spekter. Shora: 1. Namérené
spektrum 2. Draselna sl kyseliny olejove, shoda: 88,06 3. Michelumbe 170, shoda: 82,71 4. Sodnd
sul kyseliny olejové, shoda: 82,42

Dalsimu naméfenému spektru, které l1ze nalézt na obrazku (Obr. 7), bylo s nejvetsi
shodou piifazeno spektrum vitaminu A. Vitamin A se bézné vyskytuje v rybim oleji. Castice,

ktera poskytla toto spektrum, pochézela ze vzorku 5.
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Obrazek 7 - Namerené spektrum a tii nejpodobnéjsi spektra z knihovny spekter. Shora: 1. Namérené
spektrum 2. Vitamin A, shoda: 81,62 3. Malirsky tmel, profesionalni, shoda: 81,54 4. Primol Eko

36P, shoda: 81,44

Ve vzorku €. 9 byla nalezena ¢astice, jejiz spektrum je na obrazku (Obr. 8). Pomoci

knihovny spekter bylo zjisténo, Ze podobné spektrum ma 1 chlorovany polyethylen. Shoda

mezi timto a namétenym spektrem byla pouze 59,45, proto nelze nalezenou ¢astici s jistotou

prohlésit za mikroplast.
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Obrdzek 8 - Namérené spektrum a tri nejpodobnéjsi spektra z knihovny spekter. Shora: 1. Namérené
spektrum 2. Hydroxid horecnaty, shoda: 72,98 3. Hydroxid horecnaty, shoda: 66,41 4. Chlorovany

polyethylen, shoda: 59,45
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5. Zavér

V teoretické Casti této bakalaiské prace bylo popsano, co jsou to mikroplasty, jejich
vlastnosti a zptsoby jejich vzniku. Dale byla popsana rizika spojend s vyskytem mikroplasti
v zivotnim prostiedi, pfedevsim ve spojeni s aditivy ptiddvanymi do plastovych vyrobk,
s téZzkymi kovy a perzistentnimi organickymi polutanty. Jedna kapitola byla vénovana
bioplastiim jako mozné¢ alternativé béznych plastt. Velka ¢ast této prace se zabyva metodami
odbéru vzorku z jednotlivych slozek zivotniho prostfedi a metodam, které lze pfi analyze
mikroplastl vyuZit. Hlavni diraz je pfitom kladen na spektralni metody.

V experimentalni ¢asti byly zkoumany mikroplasty v travicich soustavach deseti ryb.
Jednalo se o 6 kaprii obecnych pochazejicich z Ceské republiky a 4 makrely obecné,
které byly uloveny v severovychodnim Atlantiku. Zkoumané organy byly nejprve
vypreparovany a nasledné rozkladany. Cast vzorki byla rozkladana piimo, ostatni byly pred
samotnym rozkladem lyofilizovany. Byla porovnadvana dvé rozkladnd Cinidla,
a to tetramethylamoniumhydroxid a hydroxid draselny. Jako lepsi postup se ukéazalo vzorek
nejprve lyofilizovat a poté rozlozit pomoci 10% roztoku hydroxidu draselného. Po rozkladu
byly vzorky ptefiltrovany a filtry byly prohledavany pomoci mikroskopu. Nalezené Castice
byly analyzovany pomoci infracervené spektrometrie. Ze 74 zkoumanych castic se pouze
v jednom ptipadé¢ jednalo o mikroplast, konkrétn¢ o vldkno znylonu 6. Ramanova
spektrometrie vzhledem k omezenym ¢asovym moznostem pro experimentalni ¢ast prace
nebyla pouzita.

V této praci byly analyzovany pouze mikroplasty viditelné pouhym okem, protoze je
bylo potfeba pomoci pinzety pienést na ATR krystal infracervené¢ho spektrometru.
V budoucnu by bylo dobré se zaméfit na analyzu mini-mikroplasti (I um - 1 mm)
a nanoplasti (<1 um). Dale je tfeba se zameéfit na odstranéni tuki naadsorbovanych

na povrchu pevnych ¢€astic, které zpiisobuji pfi méteni technikou ATR zna¢né problémy.
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