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1 Uvod

Nadmérna kumulace plastovych castic je v soucasnosti prokazana prakticky ve
vSech slozkach Zivotniho prostredi. Globalné jsou kontaminaci zasaZeny
nejriznéjsi biomy, kde plasty ptlisobi fadu $kod, a to predevsim tim, Ze vlivem
riznych faktorli postupné degraduji na drobnéjsi fragmenty verejné jizZ znamé jako
mikroplasty. Kromé toho, Ze se béhem c¢aste¢ného rozkladu miiZze uvoliiovat
spoustu toxickych latek, velké obavy budi zpravidla jejich mikroskopicka velikost,
ktera znac¢né usnadiiuje celkovy transport castic. Mikroplasty tak ,nepozorované“
koluji po celé planeté a jejich detekce je velice obtiZzna. Obrovské riziko predstavuji
zejména pro biotickou slozku prirody, nebot snadno pronikaji skrze bunécné
membrany do niter Zivych organism@. Télo neni schopné cizorody material
zpracovat a nasledkem byva obecné hromadéni syntetickych Castic v utrobach
jedincli, coZz miZe vést k mechanickému narusovani sliznic nebo nejriiznéjSim
zménam fyziologickych funkci. Poziené mikroplasty se v organismu mohou chovat
jako xenobiotika, ktera vstupuji do potravniho retézce jako jeho nezadouci soucast,

a dosahnou-li vtéle urcité koncentrace, mohou ohrozit zdravi rady Zivocichii

vcetné ¢lovéka.

Teoreticka c¢ast diplomové prace dopliiuje poznatky obsaZené v predeslé
kvalifika¢ni praci zamérené na obecnou analyzu mikroplastii ve vodnich zdrojich.
Zaroven rozsiruje dosud ziskana fakta o aktualni poznatky a vysledky nejnovéjSich
vyzkumii v oblasti mikroplastové kontaminace. Literarni souhrn je zacilen

piredevsim na vliv mikroplastii na Zivé organismy, obzvlasté na ¢lovéka.

Ve vyzkumu, ktery tvofi praktickou ¢ast prace, doSlo ke zdokonaleni predchozi
metodiky scilem vyvarovat se drobnych nedostatkii které by v kone¢ném
dlsledku mohly zna¢né ovliviiovat celkovy zavér analyzy. Kvalitativni analyza byla
doplnéna analyzou kvantitativni, na jejimZz zakladé bylo zhodnoceno riziko

konzumace nejriznéjsich typl balenych vod kontaminovanych mikroplasty.
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1.1 Cile prace

Hlavni stanovené cile diplomové prace jsou:

1. Za pomoci odborné literatury vypracovat literarni reSer$i zamérenou na
vliv mikroplastové kontaminace na Zivotni prostredi, zejména na Zivé
organismy a ¢lovéka.

2. Stanovit sjednocenou a ustalenou metodiku zahrnujici filtra¢ni laboratorni
techniky a detek¢ni postupy, zbavené nedostatki z predchoziho vyzkumu.

3. Zdokonalit vlastni praktické dovednosti v aplikaci analytickych metod
a ziskat zédkladni povédomi o priibéhu iontového naprasSovani vzorki.

4. Detekovat mikrocastice vbalenych vodach wurcenych v predchozim
vyzkumu jako pozitivni zhlediska mikroplastového zneciSténi a provést
u téchto vod kvantitativni analyzu.

5. Shrnout vysledky pozorovani a porovnat je vramci diskuse s poznatky
publikovanymi v ostatnich literarnich zdrojich.

6. Na zakladé zjisténych vysledki posoudit kvalitu balenych vod vyskytujicich
se na ¢eském trhu a zprostiredkovat jejich srovnani.

7. Rozsirit prostrednictvim obsahu prace osvétu o problematice plastové
kontaminace a nastinit alternativy budoucich opatieni, které by obecné

mohly zajistit redukci plastového odpadu v Zivotnim prostredi.
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2 Teoreticka ¢ast - literarni prehled

2.1 Plastova kontaminace a jeji rizika

Bez plastovych produktli se dnes ¢lovék téZko dokaZe obejit. Je to pravé lidska
¢innost, ktera stoji na pocatku vzniku syntetik, a stejné tak dramatického vzestupu
produkce umélych hmot v poslednich desetiletich. Plasty vzrostly na popularité
predevSim zasluhou jejich nenahraditelnych vlastnosti. Jsou lehké, snadno
tvarovatelné a cenové dostupné. SoucCasné disponuji pevnosti, nizkou
tepelnou vodivosti a vysokou odolnosti vi¢i mnohym fyzikdlnim
i chemickym vlivim. Pomoci nejriiznéjSich aditiv, jako jsou stabilizatory,
zmékCovadla, barviva, Fedidla a dalsi latky, ziskdavame velice rlznorodé
produkty o pozadovanych vlastnostech, které Cini plasty unikatnimi a komer¢né

vyuzivanymi (Andrady et Neal, 2009; Thompson et al,, 2009).

Dle nejnovéjsich poznatkd (CTK, 2021) dosahla v roce 2018 priimyslova produkce
plastovych hmot aZ 359 milionli tun, coZ znamend rapidni vzriist v porovnani
s minulym stoletim (viz Graf 1). Plasty, diive jako prevratny vynalez a vydobytek
védy, zacaly postupné prinaSet mnoho spoleCenskych vyhod a nabidly budouci
technologicky a medicinsky pokrok (Thompson et al, 2009). Béhem necelych
sedmdesati let tak produkce vzrostla vice neZ dvésténasobné a mnozstvi
vyrobeného plastu v prvnim desetileti soucasného stoleti se vyrovnalo mnozstvi
vyrobenému za celé stoleti piechazejici. V disledku pandemie koronaviru doslo na
zacatku roku 2020 kvyznamnému poklesu vyroby, ktera bohuzel zahy opét
vzrostla (CTK, 2021).

Kolik se na svété vyrobilo plastii?

= 1950 1,5
< 2016 280
2018 359
0 50 100 150 200 250 300 350 400

mnoZstvi vyprodukovaného plastu (mil)

Graf 1: Rapidni vzriist produkce plastovych hmot mezi stoletimi (upraveno dle CTK, 2021)
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Vv

zivotni prostredi a vSechny jeho sloZky. Je jim spiSe nespravné nakladani s odpady
a soucasné absence adekvatniho reSeni, které by zajistilo redukci plastové
kontaminace. Zivotni prostredi je tak doslova zamofreno plastovymi c¢asticemi

riznych velikosti a ¢lovék tak vyrazné ohrozil sdm sebe (Thompson et al., 2009).
2.1.1 Environmentalni disledky nadprodukce plastii

Nejcastéjsi zplisob odstraiiovani plastového odpadu z prostiedi je jeho vyuZiti
v energetice nebo recyklace. Az cCtvrtina vzniklych syntetik je ukladana na
skladkach (Graf 2). Technologicka, kapacitni a finanéni omezeni pro
znovuzpracovani odpadu jsou hlavnim diivodem nizkého podilu recyklace v EU.
Disledkem nedostatecné recyklace plastovych hmot v evropskych zemich je
kromé ekonomickych ztrat také znacné poSkozeni Zivotniho prostredi, at uz se
jedna o narist sklenikovych plynt v atmosféie vlivem spalovani, nebo o hmotnou

kumulaci odpadu na skladkach i mimo né (CTK, 2021).

CO SE DEJE S PLASTY V EVROPSKYCH ZEMICH?

= Energetika Skladkovani Recyklace

Graf 2: Podil redukce plastového odpadu v EU (vypracovdno dle CTK, 2021)

Plasty, zahrnujici obaly, odpad ze stavebnictvi, elektrozarizeni, soucasti z vozidel
s ukonctenou Zivotnosti a spoustu dalSich syntetik, jsou hlavnimi slozkami
domacich i primyslovych odpadii. Kapacita pro uklddani odpadu na skladku je
omezena a v nékterych lokalitach jiz plasty dosahuji na skladkach maxima, nebo se

k nému rychle bliZi (Barnes etal., 2009).
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Nedostatky v redukci nadbyte¢nych plasti zplisobuji nartist kumulace
neZadouciho odpadu v Zivotnim prostredi. Dochazi tak k celkovému naruSovani
ekologické rovnovahy v ekosystémech a jejich spoleCenstvech. Vlivem
mechanickych sil nebo UV zafeni miZe dochazet k ¢astecné degradaci
makroskopického plastového odpadu nebo k odlu¢ovani mensSich fragmenti ze
zdroje. Vzniklé ¢astice pak mohou mit nejriiznéjsi tvary a velikosti, s ¢imZ souvisi
i jejich rozdilny vliv na biotické a abiotické slozky prostredi. Zaroven dochazi
k uvoliiovani vlaken ze syntetickych textilii a vyplavovani plastovych pelet
a mikroperlicek pridavanych do kosmetickych vyrobki. Plastové ¢astice mensi neZ
5 mm jsou oznacovany jako mikroplasty (viz Obrazek 1), pfipadné nanoplasty,
pohybuji-li se jejich rozméry pod hodnotou 1 pm. Mikroplasty dale rozdélujeme na
dvé zakladni skupiny; primarni mikroplasty - vyrobené cilené v mikroskopické
velikosti, a sekundarni mikroplasty - vzniklé rozpadem vétSich plastovych kust
a vyznacujici se tedy nerovnomérnym tvarem (Barnes, 2002; Wagner et al., 2014).
Podrobnd charakteristika, déleni a vlastnosti mikroplastl jsou kompletné popsany

v predchozi bakalarské praci ,Analyza mikroplastovych &dstic v balenych ndpojich®.

<Tpm 5 mMm 25cm >1m

Nnano mMeso mMacro mega

Obrdzek 1: Klasifikace plastovych fragmentii dle velikosti (Kunz, ©2022)
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Zda se, Ze se primérna velikost plastovych ¢astic v Zivotnim prostiedi stale
zmenSuje. MnoZstvi a globalni distribuce mikroplastovych fragmenti se
v poslednich nékolika desetiletich zvysila. Environmentalni diisledky téchto ¢astic

zacinaji byt védci postupné objastiovany (Barnes etal., 2009).
2.1.2 Environmentalni disledky vzniku mikroplastia

Mikroplasty mohou mit vliv na biologické i geologické prirodni procesy. Ovliviiuji
vlastnosti sedimentii, maji negativni dopad na fyziologické procesy organismi
a jsou vyznamnym zdrojem zneciSténi vSech sloZek Zivotniho prostredi. Plastové
¢astecky také casto slouZzi jako substrat pro mnohé organismy. Prostrednictvim
neustalého kolobéhu Castic v ramci celé planety tak miiZe dochazet k zasadnim

zménam druhové diverzity v jednotlivych ¢astech svéta (Duis et Coors, 2016).

Kromé toho, Ze dochazi k hmotné kumulaci plastli v krajiné, ¢astice navic dokaZou
reagovat s prostiredim. To znamen3, Ze se béhem degradace plastli do okoli mtiZou
uvoliiovat nebezpectné latky, které jsou do umélych hmot pridavany za cilem
zajistit jejich pevnost, pruZnost a stabilitu. Vyluhovani téchto latek miiZe byt velké
riziko nejen pro abiotické slozky prostredi, ale hlavné pro Zivé organismy. Jedna se
¢asto o polychlorované bifenyly (PCBs) ze skupiny perzistentnich organickych
latek (POPs), bisfenoly, organochloridové pesticidy ¢i polyaromatické uhlovodiky
(PAH). Problém spociva v jejich toxickych acincich rizného charakteru (Crampton,

2017).

Aditiva vzbuzujici zvlastni obavy jsou ftalatova zmékcovadla a bisfenol A (BPA).
BPA a ftalaty se nachazeji v mnoha masové vyrabénych produktech vcetné
lékarskych zafizeni, oballi na potraviny, parfémi, kosmetiky, hracek, podlahovych
material{i, pocitacli a CD, a mohou piedstavovat vyznamny podil plastovych hmot.
BPA je vyuZivan jako jeden z monomerti pfi vyrobé polykarbonatd, zatimco ftalaty
nejsou chemicky vazany na plastovou matrici, a proto se mohou z produktti snadno
vyluhovat. Zvlastni pozornost pritahuji zejména kvili vysokym objemim

a Sirokému vyuZiti v produkci syntetickych polymeri. Existuji zna¢né obavy
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z nepriznivych ucinkl téchto chemikalii na volné Zijici zvirata a ¢lovéka - viz dale

(Barnes etal., 2009).
2.2 Vliv mikroplasti na Zivé organismy

Nezpracované plastové odpady vyloucené do Zivotniho prostfedi mohou snadno
interagovat sZivymi organismy. Zivolichim znemoZiiuji pohyb, zejména ve
vodnim prostredi, kde dochazi k nejvétsi kumulaci plastli. Syntetické fragmenty
byvaji Zivocichy poZity Casto jako soucast jinych pozienych organismi, nebo

v diisledku zamény za jejich prirozenou potravu (Prinz et Korez, 2020).

Piijem plastovych c¢astic byl dokazadn u spousty bezobratlych i obratlovct.
Vzhledem kzanedbatelné velikosti mikroplasti a nanoplasti dochazi ke
snadnému transportu ¢astecek na rtiznych drovnich, zejména trofickym prenosem
z koristi na predatora. Ve vodnim prostredi se tak rozsahla expozice mikroplastiim
tyka zejména dravych ryb (Harvey, 2016; Larue et al, 2021; Farrell et Nelson,
2013). Vstup mikroplastli do potravniho retézce skrze tkané ryb je zobrazen na

nasledujicim obrazku ¢. 2.
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Obrdzek 2: Vstup mikroplastii do potravniho retézce (upraveno dle Abbasi et al., 2018)
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2.2.1 Toxicita mikroplastii u ryb

Existuje spousta studii popisujicich toxické ucinky a patologické stavy v télech ryb,
zplisobené pozienim mikroplastovych fragmentii. Metodika experimentii je Casto
zaloZena na podavani mikroplastovych potazmo nanoplastovych castic Zivym
zastupclim, s cilem pozorovat u danych jedincii vykazované zmény. PouZité ¢astice
byly vétSinou na bazi polystyrenu (PS) nebo polyethylenu (PE). DileZitym
obecnym jevem je, Ze toxicita vznika obvykle z plastovych Castic menSich nez 100
um, vétsi neprokazaly v radé studii Zadny vyznamny ucinek (ASmonaité et al.,
2018; Jacob etal,, 2019). PozZivani mikroplastli miZe vést k abnormalitam chovani
tykajicich se pohybu nebo napiiklad krmeni. Casto byva naruen i p¥irozeny
pribéh reprodukce u dospélych jedincl. Existuji diikazy o pfenosu mikroplastii z
matky na potomky, kdy prenatalni expozice mikroplastiim ovlivnila ¢asny vyvoj

novorozencl (Pitt etal,, 2018; Wang etal., 2019).

V mnoha pripadech byly mikroplasty u ryb nalezeny nahromadéné ve strevech,
jatrech nebo Zabrach (viz Obrazek 2 a 3). Pozorované zmény casto souvisely se
vznikem zanétli, naruSenim mikrofléry nebo zménami metabolickych pochodii
indukovanych oxida¢nim stresem. Ve vzacnéjSich pripadech byly mikroplasty
nalezeny také v mozku ryb, kde ¢asto zplisobily inhibovanou aktivitu acetylcholin-

esterazy (AchE), ktera se ucastni pfenosu nervového vzruchu (Ding et al,, 2018).

Obrazek 3: Plastové tilomky nalezené v téle kranase duhového - Autor: Gyres Institut©
(Thomson, 2018)
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Studie ukazaly, Ze nékteré druhy ryb ¢asto uprednostiuji plastové fragmenty pred
planktonem, ktery je jejich béZnou potravou. Tato skute¢nost vyvolava velké obavy
védcl, nebot nasledkem byva zakrnély riist, zmény chovani a viditelné potlaceni
obrannych reflexii. Jedinci jsou pak snadnéji vystaveni potencidlnim predatortim
a mikroplasty se tak dale S$ifi prostrednictvim potravniho fetézce k dal$im

taxontiim (Harvey, 2016).
2.2.2 Toxicita mikroplastii u laboratornich mysi

Chovani mikroplastii v télech savcii zacalo byt postupné objastiovano diky studiim
provadénym primarné na laboratornich mySich. Nalez plastovych mikrocastic byl
potvrzen ve stfevé, jatrech a ledvinach sav¢ich modeld (Yang et al, 2019).
Patologické zmény stfeva zahrnuji stfevni zanét, dysbidzu strevni mikroflory
a sniZenou sekreci hlenu. Mezi zaznamenané jaterni patologie patii zanét
a poruchy metabolismu doprovazené zménami lipidového profilu (Luo etal., 2019;

Lietal, 2019).

Studie na savc¢ich modelech neodhalily Zadné zavazné nasledky, zmény chovani
nebo jiné abnormality. Toxicita Casto zavisela na velikosti plastu, koncentraci
a vitalité organismu. Obecné je stupent mikroplastové toxicity pozorovany u mysi
méné zavazny neZ u ryb. Jednim z moZnych diivodii miZe byt vice cest vstupu
mikroplastli do téla ryb (Ustni otvor, Zabry), zatimco experimenty s krmenim mysi

se omezuji pouze na gastrointestinalni prijem (Yong et al,, 2020).
2.2.3 Toxicita mikroplastti v lidskych burikach in vitro

V soucasnosti stale neexistuje dostatek podkladli pro komplexni zhodnoceni vlivu
mikroplastli na lidsky organismus in vivo. Nékolik studii se v§ak zabyvalo u¢inkem
mikroplastli na lidské buriky v kulturach in vitro. Dosud uvadéné experimenty
posuzujici vliv mikroplastii na lidské buiiky nenaznacovaly zavazné cytotoxické
nebo cytostatické ucCinky, ale prokazaly potencidl pro fadu negativnich efekti
v zavislosti na typu buriky, velikosti mikroplastii/nanoplastii a stupni buné¢ného

piijmu. Nejcastéji pozorované jevy v souvislosti se vstupem mikroplastii do bunék
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jsou produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a prozanétlivé reakce (Yong et al,,

2020).
2.2.3.1 Mechanismus toxického uc¢inku mikroplasti na lidské buiky

Obecné plati, Ze extrémné vysoké koncentrace mikroplastli jsou skute¢né
cytotoxické. Cim mens$i jsou rozméry plastovych Castic, tim snadnéji mohou
pronikat do bunék a migrovat mezi tkanémi. Mikroplast respektive nanoplast
vstupuje do bunék endocytézou nebo skrze fosfolipidovou membranu. Dle
Prinzové a Korezové (2020) musi byt ¢astice mensi neZ 50 nm, jinak neni schopna

organickou bariéru bunky prekonat (Prinz et Korez, 2020).

Endocytované nanoplasty predstavuji problém z nékolika divodii. Mohou narusit
stabilitu membran pii priniku do bunék, a pokud jsou pritomny ve vysokych
koncentracich, mohou v cytosolu potencidlné interagovat s dileZitymi
kompartmenty, jako jsou mitochondrie nebo jadro. Stejné tak mohou naruSovat
bunécné procesy, jako je napriklad tvorba mitotickych vietének a chromozomalni

migrace béhem bunécného déleni (Yong et al,, 2020).

Jakmile se cizorody fragment vyskytuje v burice, indukuje tvorbu ROS (viz
Obrazek 4), jejichz nadbytek zplisobuje oxida¢ni stres. Buiiky jsou chranény
prostiednictvim antioxidantd, které reguluji hladinu ROS v burice. Pfi ptretrvavajici
kumulaci mikroplasti v bunice vSak nerovnovdha mezi volnymi radikaly
a antioxidanty zptlisobuje jeji poskozeni. K bunécné smrti miize dojit jednou
z forem programované bunécné smrti (apoptdza, autofagie) nebo prostrednictvim
nekrotického prasknuti plazmatické membrany (Prinz et Korez, 2020; Yong et al,,

2020).
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Obrazek 4: Schéma uddlosti po vstupu MP do buriky (upraveno dle Prinz et Korez, 2020)

K produkci ROS v bunkach dochazi dvéma zplisoby: z mitochondridlniho
elektronového transportniho fetézce (ETC) béhem aerobniho dychani nebo
prostrednictvim oxidativnich vzplanuti NADPH oxidaz (NOX). ZvySeni ROS
prostrednictvim ETC by mohlo byt vysledkem poSkozeni mitochondrialni funkce,
zatimco v druhém pripadé se béZné jedna o dlsledek bakteridlni invaze, nebot
NOXy jsou aktivovany bakterialnimi produkty nebo cytokiny. VSechny buriky jsou
evolu¢né vybaveny mechanismem vrozené imunity, ktery funguje obecné proti

invazi patogenti nebo expozici xenobiotikiim (Bedard et Krause, 2007; Riera Romo
etal, 2016).

Slozky vrozeného imunitniho systému vSak mohou reagovat také na sadu
endogennich nebo sekretovanych molekul souhrnné znamych jako DAMPs,
z anglického ,damage-associated molecular patterns”, které zahajuji neinfek¢ni

zanétlivou odpovéd. Vysledkem byva tzv. sterilni zanét neboli zanét bez patogenni

infekce (De Lorenzo etal, 2018).
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Cytokiny uvolnéné z takto lokalizovanych zanéti pak pritahuji cirkulujici imunitni
buiiky, coZ by mohlo zptisobit zhorSeni a rozsifeni zanétu vedouci ke smrti bunék

¢i tkani (Yong et al., 2020).

Dle Grevenové a kolektivu (2016) bylo skute¢né prokazano, Ze nanoplasty plisobi
jako stresory na vrozeny imunitni systém ryb, a je tedy pravdépodobné, Ze je tomu

tak rovnéz u savcich, potazmo lidskych bunék.

Mechanismus toxického ucinku mikroplastii na lidské buiiky, kompletné popsany

vySe, je shrnut na obrazku ¢. 5.
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Obrazek 5: Mechanismus toxického ticinku MP na lidské buriky (upraveno dle Yong et al., 2020)

Schématicky diagram znazornuje potencidlni bunécné mechanismy toxicity
mikroplastli v savéich buiikich: Castice mohou byt pFijimany poZitim ¢&i
vdechnutim (viz dale). Pravdépodobné jsou schopné narusit plazmatickou
membranu, stievni bariéru nebo i signalizaci buné¢nych povrchovych receptort, a
zménit tak genovou expresi v jadre. Endocytované mikroplasty pravdépodobné
ovliviiuji funkci endocytarnich drah. Stresy vyplyvajici z vySe uvedeného by mohly

aktivovat DAMPs indukujici vrozenou imunitni odpovéd zprostiedkovanou toll-
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like receptory (TLR). Vlivem pretrvavajici pritomnosti cizorodych ¢astic v burice a
neustavajictho stresu poté dochazi knadmérné produkci ROS. Mikroplasty se
mohou dostat do obéhu, pokud je naruSena stfevné-vaskularni bariéra (viz dale).
Spekulativné miZe k transportu dojit i transcytézou skrze sliznici stieva a ¢astice
se tak dostanou i do jinych organi. Do plic se mikroplasty dostavaji zpravidla skrze

inhalaci kontaminovaného vzduchu (Yong et al., 2020).

S prokazatelnym narlistem syntetickych materidli v naSem prostiedi je zapotiebi
vice studii, abychom plné porozumeéli riziku mikroplastii pro lidské zdravi, coz
vyZaduje znalosti o expozici ¢lovéka, patogenezi a ucincich na jednotlivé c¢asti

organismu (Prata etal,, 2020).
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2.3 Vliv mikroplasti na lidsky organismus

Jiz prokidzana vsSudypritomnost mikroplasti v Zivotnim prostiredi a ve
spotrebitelskych produktech vede u ¢lovéka k nevyhnutelné expozici (Prata et al,,
2020). Lidé jsou vystaveni mikroplastiim témér denné a je pravdépodobné, Ze se
jejich prijem miZe zvySovat. Nékteré studie totiZz odhaduji, Ze pokud budou
pokracovat soucasné trendy produkce a zpracovani odpadi, bude se do roku 2050
v Zivotnim prostiedi a na skladkach vyskytovat 12 miliard tun plastového odpadu
a do roku 2060 se objem syntetického odpadu na planeté ztrojnasobi (Geyer et al,,
2017; Lebreton & Andrady, 2019). Situace byla v poslednich letech negativné
ovlivnéna také spotiebou nadmérného mnoZstvi osobnich ochrannych pomiicek
(OOP) a oblitejovych masek vramci celosvétové pandemie COVID-19 (Benson

a kol, 2021).

Existuje nékolik cest a pric¢in priniku mikroplastii do Zivych soustav. KaZda z nich

piredstavuje riizné zavazné riziko pro lidsky organismus (Lett et al.,, 2021).

Castice mohou byt z téla vylougeny bez jakychkoliv zmén, anebo naopak setrvavaji
v tkanich. Zde byvaji zpracovany pomoci sloZek prirozené imunitni odpovédi tak,
aby byl jejich Skodlivy efekt potlacten. Zprava Evropského uradu pro bezpecnost
potravin zaroven uvedla, Ze lidské télo je pravdépodobné schopno zbavit se vice

nez 90 % pozitych mikroplastli vylu¢ovanim moci nebo stolici (EFSA, 2016).

Dle Lett a kolektivu (2021) je nepravdépodobné, Ze by byl Clovék vystaven
mikroplastim prostrednictvim akutnich expozi¢nich piihod, po nichZ by
nasledovalo obdobi bez expozice. RozliSeni akutni a dlouhodobé kontinualni
expozice je dlleZité pii zvaZovani toxicity ¢astic a celkové schopnosti organismu

odstranovat nahromadéné mikroplasty.

Pri vy$Sich koncentracich prijmu se ¢astice v organismu kumuluji a mohou mit

negativni vliv na zdravi ¢lovéka (Harvey, 2016).
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2.3.1 Cesty vstupu mikroplastti do organismu

Mikroplasty se do téla dostavaji zpravidla tfemi zpiisoby piijmu: poZitim ¢asticemi
kontaminovanych potravin (dietdrni expozice), vdechovanim mikroplasti
pritomnych ve vzduchu (inhala¢ni expozice), pripadné skrze naruSenou pokozku
(dermalni expozice) prostrednictvim textilii, kosmetickych vyrobkii nebo prachu

(Prata et al, 2020).
2.3.1.1 Dietarni expozice

PoZiti je povaZovano za nejcastéjsi zplisob expozice ¢lovéka mikroplastlim. Tento
typ expozice miiZeme dale rozdélit na primy a nepiimy. K pifimému poZziti dochéazi
konzumaci vody nebo potravin, které byly kontaminovany primarnimi Cci
sekundarnimi mikroplasty, casto v diisledku nevhodné tpravy, zpracovani,
skladovani nebo baleni surovin (Smith et al, 2018; Lett et al, 2021). Nepfimé
poZiti, oznaCované také jako troficky prenos, zahrnuje konzumaci organismi,

jejichZ tkané jsou jiz mikroplastovymi ¢asticemi kolonizovany (Miller et al., 2020).

Plastové ¢astecky byly detekovany v Fadé potravin. Nejvétsi mnoZstvi Castic mlze
¢lovék poziit konzumaci ryb a motskych plodli, zejména musli a astric (Yao et al,,
2021). Mikroplasty byly dale odhaleny v kuchytiské soli, cukru, medu, ale i v jinych
potravinach (Smith et al, 2018). Vyznamnym zdrojem jsou mimo jiné i balené
napoje a pitna voda (Jin et al,, 2021), coZ bylo také potvrzeno v ramci praktické

¢asti diplomové prace.

Velké obavy v oblasti mikroplastové problematiky predstavuji plastové nadoby a
obaly, ze kterych se pri Spatném skladovani pravdépodobné odlucuji
mikroskopické fragmenty piimo do potravin (Rist et al., 2018). Souc¢asné mtiZe byt
pokrm kontaminovan témi nejmensimi nanoplasty prostrednictvim prachu, ktery
se Sifi vzduchem a usazuje se na nejriznéjSich predmétech, vcetné nadobi

(Catarino etal,, 2018).

Pozrené ¢astice prochazi travicim traktem spolu s potravou a ve stievé mohou byt

adsorbovany specializovanymi M-burikami, které pokryvaji stirevni lymfoidni tkan
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- Peyerovy plaky. M-buniky jsou soucasti vrozené slizni¢ni imunity a predavaji
informaci o zachycenych cizorodych ¢asticich dal§$im bunikdm imunitniho systému.
Vstrebavani castic skrze slizni¢ni bariéru zavisi také na charakteru natravené
potravy a stavu stfeva (Ensign et al, 2012). NaruS$ena epitelidlni bariéra s nejvétsi
pravdépodobnosti umozZnuje snadnéjSi vstup cCastic do obéhového systému

(viz Obrazek 6).
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Obrazek 6: Vstup mikroplastii do organismu v zavislosti na stavu stirevniho epitelu (upraveno dle
Bredeck et al., 2022)

2.3.1.2 Inhala¢ni expozice

Mikroplasty jsou uvoliiovany do vzduchu prostfednictvim syntetickych textilil
a odérem plastovych materiadli. Individudlni inhalace se odhaduje na 26-130

vzduchem prenasenych mikroplastii za den (Prata, 2018).

Ukladani castic vdychacim systému je ovlivnéno zejména velikosti, kdy
mikroplasty mensich rozméria postupuji zpravidla hloubéji do plic. Ackoliv byvaji
Casto vdechnuty i Castice vétSich velikosti (jednotky - desitky um), nedochazi
u nich kukladani vplicich zasluhou mukociliarni clearance (MC). Jedna se

o mechanismus dychacich cest, ktery chrani plice pred velkymi vdechovanymi
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¢asticemi. Pomoci mikroskopickych fasinek jsou ¢astice suspendovany
v hlenu, ktery je v dychacim endotelu pravidelnymi pohyby prenaSen zpét
smérem do hltanu, kde jsou castice spole¢né s hlenem vykaslany nebo spolknuty

(Gasperi et al.,, 2018).

Vdechnuté casteCcky mohou byt vramci prirozené imunity pohlceny plicnimi
makrofagy nebo migruji do ob&hového systému, coz vede k translokaci castic
napri¢ riznymi tkdnémi. Velké mnoZstvi cizorodych ¢astic v dychacim systému
miiZe vyvolat intenzivni uvoliiovani chemotaktickych faktort, které brani migraci
makrofagli a zvysuji tak permeabilitu buné¢nych membran vedouci k zanétiim
(Donaldson et al., 2000). U béZné populace je piijem mikroplastl prostiednictvim
inhalace ve srovnani s dietarni expozici témér zanedbatelny. Symptomy spojené
srozvojem onemocnéni dychacich cest byly pozorovany zejména u pracovnikii
exponovanych nadmérnému mnoZstvi syntetického prachu napf. v textilnim

primyslu nebo pfi vyrobé PVC.

Nedavna studie (Lim et al, 2021) provadéna na potkanech prokazala, Ze
kontinudlni inhala¢ni expozice mikroplastim zplsobuje fadu zmén
hematologickych a biochemickych markeri. DosSlo kexpresi zanétlivych
proteinii - transformujicich riistovych faktort (TGFa, TGFB) - a znasobeni poctu
bilych krvinek, coz svéd¢i o podstatném zanétu. Autori naznacuji, Ze kontinualni

v

expozice v dlsledku zvySeni trovné znecisténi mikroplasty by mohla znamenat

v

zmény fyziologickych funkci organismu na vys$si urovni (Lim etal., 2021).

Plastové castice byly v organismu clovéka detekovany také vramci biopsie
nadorové plicni tkané, ale vzijemna kauzalita mikroplastové kumulace
a rakovinného bujeni nebyla pfimo prokazana. Je nicméné velmi pravdépodobné,
Ze pri vysoké koncentraci nebo individualni citlivosti organismu mohou vzduchem

pirenasené mikroplasty zplisobit poSkozeni dychaciho systému (Prata et al., 2020).

2.3.1.3 Dermalni expozice

Ackoliv bylo prokazano, Ze plastové nanocastice mohou prostupovat dermalni

bariérou, prijem mikroplastii skrze pokoZku je povaZovan za nejméné casty zplisob
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expozice (Revel et al., 2018). Stejné jako v ostatnich pripadech je vstup a transport
¢astic v organismu usnadnén naru$enim souvislosti tkané v podobé mechanického
poranéni nebo jiné abnormality. Zdrojem kontaminace mohou byt ¢asto syntetické
textilie nebo kosmetické pripravky s obsahem umélych abraziv pridavanych do
vyrobkid, jako jsou krémy nebo zubni pasty za Gcelem cistici schopnosti (Lett et al.,
2021; Prata et al, 2020). Z tohoto diivodu americky Ufad pro kontrolu potravin
a 1é¢iv (FDA) schvdlil zdkon omezujici vyrobu a distribuci piipravki obsahujicich
syntetické mikroperlicky (tzv. microbeads). Zakon vstoupil v platnost roku 2015
a vztahuje se na kosmetiku vyrobenou po roce 2017 a léciva vyrobena po roce
2018 (FDA, 2015). Dermalni expozice je spojovana také s monomery a prisadami
plastli, jako jsou napriklad BPA nebo ftalaty, které jsou soucasti vétSiny

kaZzdodenné pouZzivanych plastovych produktii (Campanele et al.,, 2020).
2.3.2 Zdravotni rizika mikroplasti

Velké mnoZstvi kumulujicich se mikroplastli vede k cytotoxicité a translokaci do
okolnich tkani, kde pretrvavaji. ObtiZné vylucovani syntetik z téla mliZe zptlisobit
chronické zanéty, pripadné iniciovat vznik zhoubnych nadorl. Zaroven se
mikroplasty pravdépodobné podileji na zvySujicim se vyskytu imunitnich nebo
neurodegenerativnich onemocnéni. Mohou uvolnovat toxické chemikalie nebo

plisobit jako vektory pro nebezpec¢né mikroorganismy (Crawford et Quinn, 2017).

Nékteré studie mimo jiné potvrdily, Ze mikroplasty mohou mit negativni dopad na
energetickou homeostazu a ovliviiovat tak prijem a vydej latek daného organismu

(Watts et al,, 2015; Xu etal,, 2017).

Mikroplasty kdysi povaZované za inertni castice s nulovou toxicitou jsou nyni
prokazany jako potencialné Skodlivé pro Zivé organismy, v zavislosti na expozici

a citlivosti jedince (Anbymani et Kakkar, 2018).

2.3.2.1 Cytotoxicita

Toxicita na urovni bunék je vysledkem toxicity plastovych ¢astic, oxidacniho stresu
a zanétu. Uvnitf bunék nejsou mikroplasty vazany na membranu a interaguji

s buné¢nymi strukturami. Pri vys8i koncentraci pfijmu dochazi k akumulaci ¢astic

27



v burikach a tvorbé oxidac¢niho stresu, ktery zapricini poSkozeni buriky a naslednou

bunécfnou smrt - vice viz 2.2.3.1 (Prata et al,, 2020).

2.3.2.2 Translokace mikroplastii do obéhového systému

Nejpravdépodobnéjsim mistem akumulace mikroplastii jsou Peyerovy plaky, které
tvofi soucast slizni¢ni imunity vtenkém strevé (viz 2.3.1.3). Prostfednictvim
pritomnych M-bunék miiZe byt mikroplast fagocytovan a transportovan z lumenu
do krevniho recisté (Lett et al, 2021). Translokace je zvlasté pravdépodobna
béhem zanétu, a to v dlsledku zvySené permeability epitelidlni bariéry. Sliznice
gastrointestindlniho traktu (GIT) miZe byt naruSena zménou stievniho
mikrobiomu vlivem podvyZivy ¢i nadmérného prijmu cukrii a nasycenych tukl
(West-Eberhard, 2019; Prata et al., 2020). Hwang a kolektiv (2020) predpokladaji,
Ze priblizné 1-4 % mikroplastli vstupujicich do streva se nasledné premistuje do
krve. V obéhu mikroplasty zplisobuji zanéty (viz Obrazek 7), cévni okluzi, zvySenou
srazlivost (hyperkoagulabilitu), a byvaji zdrojem cytotoxicity postihujici krevni

buiiky (Canesi et al,, 2015).
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Obrdzek 7: Cesty expozice clovéka mikroplastiim a souvisejici rizika (upraveno dle: Sana et al., 2020)
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Bylo také zjiSténo, Ze krevni proteiny, jako je albumin a globulin, interaguji
s nanoplasty za vzniku protein-plastickych komplexti. Pokud jsou takovéto
agregované komplexy pritomny ve velkém mnoZstvi, mohly by potencialné vést
k zablokovani krevnich cév. Zatimco zatiZeni erytrocytii nanoplasty v nizkém
poméru 1:50 neovlivnilo funkce erytrocytli, 10-50krat vyssi koncentrace potvrdila
jejich poSkozeni vyvolané mechanickym, osmotickym a oxidatnim stresem.
Zaroven vSak nent jisté, Ze by se v lidském obéhu za prirozenych podminek mohla
vyskytnout velka akutni akumulace nanoplastovych ¢astic (Mohr et al,, 2014; Pan
etal, 2016).

Prostirednictvim krevniho fecisté se plastové ¢astice mohou dostat také do dalSich
organli, zejména jater a ledvin, které jsou zodpovédné za metabolismus
a vylucovani xenobiotik (Deng et al, 2017). Po dosaZeni prahové hodnoty by
kontinualni akumulace castic v hepatocytech a rendlnich tubularnich buiikach
mohla vést k vyznamnému poskozeni funkce zasaZenych organti (Liu et al, 2015;

Monti et al,, 2015).

2.3.2.3 Neurotoxicita a neurodegenerativni onemocnéni

Velka rada xenobiotik prokazatelné prispiva k neurotoxicité, kterd je diivodem
vzniku nevratnych zmén v podobé neurodegenerativhich onemocnéni, jako je
napfiklad Alzheimerova choroba nebo demence. Dle Barbozy a kolektivu (2018)
jsou mikroplasty jedny z latek, které mohou narusit funkci nervového systému, a to
v disledku primého kontaktu s translokovanymi ¢asticemi nebo pilisobenim
prozanétlivych cytokinl. Vlivem vznikajictho oxida¢niho stresu dochazi
k poskozeni neuront. Testovani toxicity in vivo skute¢né ukazalo, Ze mikroplasty
mohou naruSovat funkci AchE, ktera je pro prenos nervového vzruchu nezbytna

(Barboza et al,, 2018).
2.3.2.4 Reprodukeni a vyvojova toxicita

Reprodukeni a vyvojova toxicita byla zkoumana na nékolika organismech a bylo
prokazano, Ze dochazi zejména k poSkozeni gamet nebo embrya. Mikroplasty

mohou zplisobovat hormondalni poruchy, zanéty a poskozeni pohlavnich organt,
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coZ vede k naslednym malformacim. Castice jsou schopny interagovat s choriovou
membranou a ovlivnit tak vyvoj plodu. Reprodukéni toxicita mikroplastii ve
vysledku zptlisobi abnormalni vyvoj potomstva a mikroplasty se mohou pienést

z rodic¢e na potomka (Duan et al, 2020; Yin et al,, 2021).

Chorion obklopujici embryo chrani plod pred S$kodlivymi tuc¢inky polutanti.
Obsahuje velké mnoZstvi pdrii o velikosti 500 nm, které brani vstupu vétsich ¢astic
skrze membranu. Lee a kolektiv (2019) uvadyi, Ze nanoplasty o velikosti 50-200 nm
mohou proniknout chorionem a negativné ovlivnit embryo. VE&tsi plastové Castice
nejsou schopny bariéru membrany prekonat a hromadi se na povrchu, ¢imZ miiZe
byt sniZena absorpce kysliku embryem. Vnitfni prostor membrany pak vytvari
hypoxické prostiredi, méni se srde¢ni frekvence plodu a miiZe dojit k vyznamnému

ovlivnéni vyvoje (Chen et al,, 2020a).

Kromé primého poSkozeni embrya naruSuji mikroplasty reprodukci tim, Ze
ovliviiuji sekreci hormonlii a zptlisobuji endokrinni poruchy. Mikroplasty
prokazatelné sniZuji hladinu luteinizatniho hormonu (LH), lutein stimulujiciho
hormonu (LSH) nebo testosteronu, a mohou zplsobit degeneraci varlat, zanét
nebo abnormality spermii. Toxicita mlZe souviset také snarusenim lipidové
dvojvrstvy pohlavnich bunék. PoSkozeni integrity membrany, ktera je klicova pri
bunécném déleni, miliZze vést k zastavé vyvoje v priibéhu embryogeneze (Tallec et

al, 2018).
2.3.2.5 Mikroplasty jako chemické a biologické riziko

Kromé fyzikalniho rizika v podobé mechanického naruSovani tkani pri vysokych
koncentracich cizorodych ¢astic v organismu mohou mikroplasty predstavovat
také znacné chemické a biologické riziko. Toxicky monomer a prisady se mohou
vyluhovat z mikroplastové matrice uvnitf organismu a vystavovat tkané
chemikaliim, jako jsou ftalaty nebo BPA (Cole et al,, 2011). Pokud nékteré z téchto
chemikalii vyluhovanych z plastovych hmot dosahnou v téle organismu urcité
koncentrace, mohou se chovat jako endokrinni disruptory. Jedna se o chemické,

hormonalné aktivni latky, které maji Casto karcinogenni, popfripadé mutagenni
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nebo teratogenni ucinky. I pfi nizkych koncentracich interferuji s endogennimi
hormony. Ovliviiuji syntézu, transport, navazani, plisobeni nebo i vylucovani
prirozenych hormonti a celkové tak narusuji Fadu fyziologickych pochodi

v burnikach (Wagner et Oehlmann, 2009).

Castice na sebe mohou vazat také ostatni potencialné toxické a karcinogenni latky
ze skupiny POPs, naptiklad PCBs nebo PAU, které byly identifikovany
v mikroplastech ziskanych ze Zivotniho prostiredi. Pri poZziti by organismy mohly
byt vystaveny vy$8im koncentracim téchto chemikalii nebo dokonce zesilenti jejich
toxicity. Nicméné expozice POPs dlsledkem piijmu mikroplasti se zda byt
zanedbatelna ve srovnani s prijmem z potravy a vody (Bakir et al.,, 2016; Crawford

et Quinn, 2017)

Mikroplasty mohou dale slouZzit jako vektory pro mikroorganismy, které
oznatujeme jako patogenni pro clovéka, napriklad bakterie rodu Vibrio spp.
Prostirednictvim kolonizace syntetickych c¢astic tak patogeny snadno pronikaji do
hostitelského organismu, migruji mezi tkdnémi a mohou u ¢lovéka zplisobovat
zavazna infek¢ni onemocnéni. Plastové Castecky chrani mikroorganismy pred
imunitnim systémem a vytvari mechanické poskozeni tkani, které mtiZe podpofrit

a rozS8irit stavajici infekci (Kirstein et al,, 2016).

Dle publikace autora Zhu a kolektivu (2018) mikroplasty zptlisobuji zménu
druhové rozmanitosti stfevniho mikrobiomu u pidnich organismé. Po poziti

urcitého mnoZstvi ¢astic by takovy efekt mohl nastati u ¢lovéka.

Zmény stirevniho mikrobiomu nasledné mohou vést k neptiznivym tcinkiim, jako
je proliferace Skodlivych druht, endotoxémie nebo zmény strevni permeability.
Negativni ucinky latek a mikroorganismul zaleZi na typu pozieného mikroplastu,
dobé expozice, charakteru kontaminantu a druhu ¢i zdravotnim stavu hostitele

(West-Eberhard, 2019)
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2.3.3 Toxicita v zavislosti na velikosti ¢astic

Soucasny vyzkum mikroplastii se zaméiuje piedevsim na transport, bioakumulaci
a celkovou toxicitu. Stavajici prehledy vSak nanoplasty a mikroplasty prezentuji

jako celek a zanedbavaji odliSnou toxicitu téchto skupin (Yin etal,, 2021).

Vv

Obecné se ma za to, Ze mikroplast mensi velikosti ma vySsi biologickou dostupnost.
Prostfednictvim mensich rozméri a vétsiho specifického povrchu maji nanoplasty
schopnost prodlouzit reten¢ni c¢as vtéle, a jsou tedy toxiCtéjsi pro

biotu (Ristetal, 2017).

rorvs

Bylo zjisténo, Ze v nékterych organech je ale toxicky ucinek zcela opacny (viz dale).
Vétsi Castice vykazuji vyssi destruktivni silu a ve srovnani s nanoplasty zptisobuji

rychlejsi stresovou reakci poruchy metabolismu (Yin et al., 2019).

Plasty maji velice stabilni chemickou strukturu, ale fyzikalni vlastnosti jednotlivych
¢astic se mohou liSit, a to v zavislosti na jejich velikosti. Jeden zvyzkumi
realizovanych v Ciné ukézal, e u nanoplast{i je mnohem vy$$i pravdépodobnost
agregace neZ u mikroplastii (Sun et al., 2020). Cim je rozmér mikroplastu vétsi, tim
obtiZnéji dochazi ke kolizi a tvorbé shlukii s ostatnimi Casticemi, ¢imZ miiZe byt
usnadnén primy kontakt plastii s télnimi burikami, které jsou nasledné casto
poskozeny. Ktomuto dc¢inku miZe dochazet napiiklad v jatrech, kde je toxicita
lipofilnich plastovych ¢astic ovlivnéna mimo jiné také syntézou a distribuci lipidd.

v s

Mikroplasty zde v porovnani s nanoplasty obtiznéji vytvari shluky se vzniklymi

molekulami tuku a jejich destruktivni u¢inky nejsou dostatecné potlaceny (Yin et

al, 2021).

R4

Plastové Castice vétsi velikosti naproti tomu vykazuji niZsi toxicitu na nervovou
soustavu a reprodukci. Konverze mikroplasti na nanoplasty miZe vyrazné
pozménit toxicky mechanismus a odpovidajicim zpiisobem poskodit nervy Cci
reproduk¢ni funkce. Nervova a pohlavni soustava mohou zasluhou bariér mezi
organem a krevnim recistém blokovat prinik vétSich ¢astic. Podobné je to se

z

strukturou streva zvrasnéného mikroklky. V téchto tkanich je zachyt a akumulace

v

nanoplastli ve srovnani s mikroplasty mnohem vyssi - Obrazek 8 (Yin et al,, 2021).
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Obrdzek 8: Prehled toxickych tuicinkii v zdvislosti na velikosti cdstic (upraveno dle Yin et al., 2021)

Dle studii, zabyvajicich se uc¢inky plastovych tlomkii na rybi organismy (Huang et
al, 202; Ding et al, 2018), se za stejnych fyziologickych podminek organismu

nanoplasty snadnéji hromadi ve stfevech, zatimco mikroplasty spiSe v jatrech.

Antioxidac¢ni systém téla je obecné citlivéjsi na stimulaci nanoplasty a produkuje
vyss$i uroven oxida¢niho stresu (viz 2.2.3.1). Naproti tomu mikroplasty zptisobuji
zpravidla vét$i miru poruchy strevni fléry, ktera se projevuje predevSim vyraznéjsi

zménou mikrobioty a vznikem zanéti (Kang et al., 2020).

Vyzkumy tykajici se mikroplastové kontaminace byly v poslednich letech
zaméfreny na riizné druhy Zivocichii (Yang et al,, 2019; Yong et al,, 2020), zejména
na vodni organismy (Yao et al, 2021; Barboza et al, 2018; Abbasi et al.,, 2018;
Harvey, 2016). Doposud ale nebylo védecky dokazano, zda existuje druhova
specifita v rozdilu toxicity mezi mikroplasty a nanoplasty. Soucasné existuji rtizné
typy mikroplastli a vyzkum se zamétruje piedevsim na takové, které jsou zdrojem
zavazného zneciSténi, jako je polystyren (PS), polyetylen (PE) a polypropylen (PP).
Rilizné sloZzky plastli zplisobuji, Ze jejich vlastnosti jsou velmi odlisné, coZ miiZe
také ovlivnit rozdil v toxicité mezi jednotlivymi ¢asticemi. Soucasny vyzkum
toxicity mikroplastii navic neni dostate¢né komplexni, zejména v ptripadé dychaci

a endokrinni soustavy (Yin etal,, 2021).
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2.3.4 Hodnoceni zdravotnich rizik

Expozici ¢lovéka mikroplastiim lze urcit pomoci typickych diagnostickych postupt.
Aplikace biologického monitoringu a hodnoceni expozice pomoci biomarkert je
v pripadé samotnych mikroplastli velice obtiZzna, nebot se jedna o velmi
heterogenni skupinu rtizného piivodu, vlastnosti a velikosti, a tudiZ i Gc¢inky na
prostiedi a Zivé organismy mohou byt riizné. V ramci humanniho biomonitoringu
lze urcit expozici ¢lovéka vySe zminénym toxickym latkam (PCBs, PAU), jejichZ
zdrojem v organismu mohou byt pravé pozrené mikroplasty. Lidé jsou syntetickym
¢asticim exponovani vSemi tfemi znamymi cestami: inhalatné, peroralné
i transdermdlné. Gastrointestinalni expozici lze urcit analyzou vzorkl stolice,
zatimco bronchialni vyplachy mohou poskytnout informace o kontaminaci
dychaciho ustroji. Biopsie a tkané ziskané z pitev mohou byt pouzity pri
histologickém stanoveni mikroplastli. Stile je vSak zapotfebi u téchto vzorki
vyvinout metody identifikace, které zahrnuji naptiklad barveni histologickych fezii
usnadnujici detekci ¢astic. Analyza bude vZdy omezena dostupnosti tkané a také
potencialni kontaminaci vzorkii, nejc¢astéji v disledku rozsifeného pouZivani
plastovych materiali v 1ékarstvi. Vzhledem k prokazané translokaci mikroplasti
do obéhového systému a dalSich vzdalenych tkani a organt 1ze k vyhodnoceni
expozice a sni spojenych rizik vyuZit také vzorky krve nebo moti. Uinky
mikroplastli na lidské zdravi mohou byt stanoveny studiemi na sav¢ich modelech,
jako jsou mySsi nebo krysy (viz kapitola 2.2.2), poptipadé na bunécnych kulturach
in vitro - viz kapitola 2.2.3 (Prata et al, 2020).

Jednim z divodli nedostate¢ného mnoZstvi informaci o dopadech mikroplastli na
lidsky organismus je obtiZna detekce (Prata et al, 2020), ale i prisna opatreni

bezpecnosti pro manipulaci s lidskymi vzorky (Vyhlaska ¢. 306/2012 Sb.).
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2.4 Problematika mikroplastii v soucasnosti: chronologicky

Je znamo, Ze mikroplasty jsou jiz témér vSudypritomné. V uplynulych letech, kdy je
plastovym odpadlim a naklddani s nimi vénovdana maximalni pozornost, byly
mikroplasty nalezeny ve sladkych vodach i v morich (Wagner et al, 2014), ve
vzduchu (Gasperi et al, 2018), vptdé (Boots et al, 2019), v télech mnohych
organisml (Yong et al, 2020), v potravinach (Jin et al, 2021), ale i ve stolici
¢lovéka (Schwabl et al, 2019), ¢imZ byl poprvé priikazné podloZen prijem
plastovych castic lidskym organismem. V poslednim roce pribylo velké mnoZstvi
studii a opatreni, které by se mohly stat milniky v problematice mikroplastové
kontaminace, a objasiiuji spoustu dosud nepodloZenych teorii. V této kapitole je

chronologicky sefazen souhrn téch nejvyznamnéjSich udalosti za rok 2022.

Nova védecka studie zledna 2022 v Hongkongu odhalila, Ze jednim z hlavnich
zdroji kontaminace ovzdusi mikroplasty jsou suSi¢ky na pradlo (Obrazek 9). Tao
a kolektiv (2022) tvrdi, Ze pri suseni syntetickych odévii se ventilatnim otvorem
uvoliiuje aZ 40x vice vlaken neZ pfi prani. Védci v ramci studie navrhli také vlastni
filtratni systém, ktery by mél byt schopen mikrovlakna zachytit a eliminovat tak

unik do ovzdusi (Tao etal,, 2022).

atmosféricky transport

-

depozice *q

depozice

Obrdzek 9: Kontaminace ovzdusi prostrednictvim susicky na prddlo (upraveno dle: Tao et al, 2022)
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Na zagatku roku také prosel v evropskych zemich, véetné Ceské republiky, prvnim
¢tenim navrh zakona o omezeni dopadu vybranych plastovych vyrobki na Zivotni
prostredi, jehoZ cilem byla implementace stejnojmenné smérnice Evropského
parlamentu a Rady EU. Novy zakon by mél doplnit jiz stavajici zdkon o odpadech
(Zakon ¢. 541/2020 Sb., ©2022), a kromé zakazu produkce vybranych plastovych
vyrobkii upravuje také pravidla pro naklddani sodpady a povinnosti pfi
oznaCovani a uvadéni produktli na trh. Zakaz produkce a distribuce se tyka
piredevsim jednorazovych plastovych vyrobki, jako jsou brcka, plastové pribory,
talife, napojové kelimky, vatové tycinky nebo tycky k podpére baldénki. Zakon
vySel v platnost vsrpnu roku 2022 sucinnosti od rijna (Beck, 2022; Zakon
¢. 243/2022 Sb., ©2022).

V bfeznu 2022 byly mikroplasty poprvé objeveny a kvantifikovany v lidské krvi
tymem védci z Amsterdamské Univerzity (Leslie et al, 2022). Studie potvrdila
hypotézu, Ze pri expozici ¢lovéka mikroplastim mohou byt Castice nasledné
translokovany do krevniho recisté. ,Zbyvd urcit, zda jsou plastové Cdstice pritomny
v plazmé nebo jsou neseny specifickymi typy bunék. Pokud jsou mikroplasty pritomné
v krevnim recisti skutecné neseny imunitnimi burikami, vyvstdvd také otdzka, zda
takové expozice mohou potencidlné ovlivnit imunitni regulaci nebo vyvolat

onemocnénl.”, uvadi v zavéru studie Leslie a kolektiv (2022).

V dubnu britSti védci z Hull York Medical School potvrdili objev mikroplastovych
¢astic v nejhlubsSich ¢astech plic Zijicich pacientii. Do té doby byly mikroplasty
izolovany pouze z odumfelych tkani prti pitvé. Pozitivni nalez byl potvrzen u 85 %
pacientli a nejcastéji zastoupenym plastem byl PET. Pro autory studie bylo
prekvapivé zejména to, Ze pomérné velké castice nebyly drive odfiltrovany nebo
zachyceny imunitnim systémem a dostaly se i do nejhlubSich ¢asti plic, které jsou

standardné velmi uzké (Jenner etal., 2022).

Plivodem indicka védkyné prisla v priibéhu roku s ekologickou novinkou. Zjistila,
7e rostlinné extrakty z luskl ibiSku jedlého (nazyvaného také ,okra“) mohou
uspésné napomahat odstranéni mikroplastli z odpadnich vod. Necistoty vcetné

mikroplastli jsou standardné odstraiiovany pomoci flokulanti, coZ jsou casto
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chemikalie, které usnadni agregaci Castic, které jsou nasledné ve shlucich
odstraniovany ze dna. Z diivodu potencialni toxicity téchto latek se tym docentky
Srinivasanové rozhodl otestovat prirodé blizkou alternativu s pouzitim rostlinnych
polysacharidovych extraktl (viz Obrazek 10). Metoda byla potvrzena jako ucinna a

autofri se chystaji postup aplikovat pro komerc¢ni vyuziti (Srinivasan, 2022).

02 o

s 4 o1

Obrdzek 10: Extrakt z okry jako flokulant v pitné vodé (Srinivasan, 2022; ilustrace Israel G. Vargas©)

Na zacatku cervna byla vydana studie Avesové a kolektivu (2022), ktera jako prvni
potvrdila pritomnost mikroplastovych Castic i v Cerstvé napadeném snéhu na
Antarktidé. Castice byly nalezeny ve vsech testovanych vzorcich odebranych
z riznych ¢asti kontinentu. ,Ndlez mikroplastii v Cerstvém snéhu na Antarktidé
bohuZel zdiiraziiuje rozsah plastového znecisténi i v téch nejodlehlejsich oblastech

svéta”“, konstatovala autorka vyzkumu (Aves et al,, 2022).

Na podzim tym italskych védcl ve své studii potvrdil mikroplasty i v matei'ském
mléce, a to u 75 % vzorkil. Autofi tim poukazuji na mozné negativni dopady na
kojence a doporucuji téhotnym Zenam vyhybat se potravinam balenym v plastu ¢i
jinym zdrojim kontaminace. Zaroveii apeluji na prosazovani zakonti upravujicich

pravidla pro sniZeni plastového zneciSténi (Ragusa et al., 2022).
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2.5 Detekce mikroplastii v balenych vodach

V soucasné dobé jiz existuji vyzkouSené metodické postupy pro efektivni detekci
mikroplastli ve vodach. StéZejnim krokem vyzkumu je v kaZzdém piipadé filtrace.
Zatimco vzorky pro testovani vod povrchovych nebo odpadnich jsou nejprve
odebirany do laboratornich lahvi nebo Cerpany pomoci specidlnich vzorkovaci,
vody balené jsou filtrovany primo z nakoupenych lahvi. Pro spravnou interpretaci
vysledkli koncentrace mikroplastli by u testovanych vzorki mél byt uveden zdroj
(znacka), druh (pramenita, mineralni, kojenecka) a typ (neperliva, jemné perliv3,
perliva) balené vody, pripadné i vyrobni SarZe. Vzorky balenych vod neni nutné
pred samotnou filtraci dale upravovat, zbavovat necistot ¢i jinak zpracovavat, jako

je tomu zejména u odpadnich nebo i povrchovych vod (Koelmans etal., 2019).

Jednou z nejefektivnéjSich analytickych metod pro stanoveni tvaru, velikosti, poctu
a zakladniho slozeni mikroplastovych Castic vbalenych vodach je, dle
Pivokonského a kolektivu (2020), rastrovaci elektronova mikroskopie v kombinaci

s energiové disperzni rentgenovou spektroskopii (SEM-EDS).

2.5.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) je metoda zobrazovani a zvétSovani
téch nejmensich mikroskopickych objektd ¢i struktur, které jsou za normadlnich
okolnosti lidskému oku neviditelné. Na rozdil od optického mikroskopu vyuziva
misto svételného paprsku proud elektronli. Obraz je vytvaren skenovanim
elektronového paprsku na povrchu vzorku - proto nazev skenovaci elektronovy
mikroskop (Ul-Hamid, 2018). Pro analyzu vnitinich struktur vzorku je nutno
pouzit transmisni elektronovy mikroskop (TEM), ktery kzobrazovani vyuziva

elektronovy paprsek prochazejici vzorkem skrz (Navratil et Rosina, 2005).

Zasluhou kratsi vinové délky elektronového zareni je mikroskop schopen rozeznat
ty nejjemnéjsi rysy a detaily materiali, jeZ nejsou optickym mikroskopem
viditelné. Nejnovéjsi typy SEM dokazi rozlisit i objekty menSi neZ 1 nm, které zvétsi

az milionkrat (UPOL, ©2022).
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Mikroskop se pouZiva také pro charakterizaci materidlti a poskytuje informace
o povrchové strukture. Interakce vzorku s elektronovym paprskem emituje
rentgenové zareni, jehoZ energii lze zachytit prostrednictvim EDS detektoru pro

urceni prvkového slozeni zkoumaného objektu - viz dale (Ul-Hamid, 2018).

2.5.1.1 Rozliseni obrazu v SEM

Lidské oko neni schopné rozlisit objekty mensi nez 200 pum. RozliSeni lidského oka
je tedy 200 um. Limit rozliSeni je dan nejmensi rozliSitelnou vzdalenosti oddélujici
dva objekty. Znamena to, Ze dva objekty oddélené vzdalenosti mensi nez 200 pm se
lidskému oku jevi jako jeden. U svételného mikroskopu lze dosahnout rozlieni az
0,2 um. Cim niZsf je tedy hodnota minimalni rozlisitelné vzdalenosti, tim vy$$i je
rozliSeni mikroskopu. V pripadé elektronového mikroskopu je ktvorbé obrazu
pouzit elektronovy paprsek s mnohem kratsi vinovou délkou neZ viditelné svétlo,
¢imZ je dosazeno vys$Siho limitu rozliSeni (viz Obrazek 11), a to aZ viadech

desetin nm (Ul-Hamid, 2018).
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Obrdzek 11: Spektrum rozlisitelnych velikosti jednotlivymi mikroskopy (upraveno dle: UPOL, ©2022)
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2.5.1.2 Komponenty SEM a tvorba obrazu

Pristroj je sloZeny ze tii hlavnich Casti: elektronového sloupce, vzorkové komory
a pocitatového ovladactho systému. Podstatnou cast pristroje tvori také
sekundarni komponenty jako vakuova cerpadla, vodni chladi¢ nebo elektronika,

bez nichZ SEM nem{iZe fungovat (Ul-Hamid, 2018).

Elektronovy sloupec (kolona) je valcovité téleso umisténé nad komorou vzorku

a je po celou dobu udrzovan ve vakuu, aby bylo zabranéno interakci se vzduchem
a rozptylu emitovanych elektronti. Nejvyssi ¢ast sloupce tvoii sestava katod
s pridruZenymi elektrodami oznacovana jako elektronové délo, které generuje
elektronovy paprsek. Sila a rychlost, kterou elektrony prochazi kolonou, je
ovlivnéna pouZitym urychlovacim napétim, které se standardné pohybuje mezi
2 a 30 kV, a zavisi na typu vzorku nebo zvolené analyze. Existuje nékolik variant
SEM v zavislosti na typu pouZitého zdroje elektront. Jednim z nejpouZivanéjsich je
filamentovy SEM, ktery byl pro analyzu pouZzit i vtomto vyzkumu. Filament
(vldkno) je slaby dratek (primér = 100 pm) vyrobeny z Zaruvzdorného wolframu,
vytvarovany do vlasenky ve tvaru V (viz Obrazek 12). Pfi pozorovani je filament
zahtivan elektrickym proudem aZ na teplotu 2500 °C, ¢imZ dochazi k emisi
elektronii ze $picky vlakna (Ul-Hamid, 2018). Nevyhodou filamentového zdroje je
nizka vystupni energie a kratka zivotnost. Vyhodou je nizka hodnota vakua

pottebna pro provoz (Safarova, ©2022).

= )
1A\ IR

Obrdzek 12: Wolframovy filment .V jako zdroj elektronii v SEM (Prevzato z: NANOSCIENCE, ©2022)
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Proud elektroni je nasmérovan ke vzorku pomoci médénych
elektromagnetickych ¢o¢ek umisténych uvnité sloupce. Cotky vytvari vhodné
elektromagnetické pole a elektronovy paprsek je zaostfen a zmenSen 100 az
5000krat na velikosti sondy 0,5 pm az 10 nm, aby mohlo dojit k zobrazeni
a analyze povrchu. Pocet a uhel sbihajicich se elektronti prochazejicich sloupcem
ridi tzv. apertury, coZ jsou obdélnikové prouzky molybdenu s otvory o rtizném
poloméru, kterymi prochdazi Fizeny paprsek. Zabramuji tak vychyleni elektronii
z drahy a zvy$uji rozliSeni obrazu. Pro dosaZeni vysokého rozliSeni je pouZzita mala
apertura, kdeZto pro chemickou analyzu je vyuZivana apertura velka. Elektronovy
paprsek je dokonale zaostiren pomoci ¢oc¢ky objektivu a dopada na povrch vzorku
vjediném misté. Proud elektronli je skenovan zleva doprava pomoci dvou sad
skenovacich civek umisténych v sestavé ¢ocCek objektivu (Obrazek 13). Signal
generovany ze zajmového mista vzorku je zpracovan detektorem a zobrazen na

odpovidajicim pixelu monitoru (Ul-Hamid, 2018).

Vzorkova komora je umisténa na bazi elektronového sloupce. V komore je umistén

vysuvny stolek a drzak vzorku, kamera pro snimani vzorku a nékolik detektortl pro
zobrazovani a mikrochemickou analyzu. Komora je udrzovana ve vakuu, které ale
nemusi byt tak vysoké jako v pripadé elektronového sloupce. Obé sekce maji tedy
vlastni vakuovy systém. Velikost zkoumaného vzorku je omezena pouze rozmérem

drzaku vzorku a objemem vakuové komory (FZU, 2017; Ul-Hamid, 2018).
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Obrdzek 13: Schéma konstrukce SEM (upraveno dle: Ul-Hamid, 2018)
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Moderni SEM je ovladan poditatovym systémem svhodnou softwarovou

platformou. Skrze prisluSny program je ovladana vétSina funkci elektronového
mikroskopu, jako je napfiklad odvzdu$néni komory, pohyb stolku s drzakem
vzorku, vykon filamentu, mikrochemicka analyza, ukladani dat a dalsi (Ul-Hamid,

2018).

Pri interakci elektronti se vzorkem dochazi k tvorbé signalti (Obrazek 14), které se
odrdzi od povrchu vzorku a jsou zpracovany rlznymi typy detektort
zabudovanymi v konstrukci SEM. Sekundarni elektrony (SE) se odraZi z mista
dopadu primarniho elektronového svazku a jejich zpracovanim prisluSnym
detektorem ziskame informaci o topografii ¢astic. Sekundarni elektrony jsou tedy
vyuzivany k analyze povrchi ¢i struktur a jejich detekce pod urc¢itym uhlem vytvari
trojrozmérny efekt. Zpétné odraZené elektrony (BSE) jsou emitovany z vétsi
hloubky pozorované struktury a umoznuji tak rozeznavat i materialové rozdily.
Dopadem primarniho elektronového svazku dochazi také ke vzniku
charakteristického rentgenového zareni (RTG). Tento signdl je zpracovan
specidlnim EDS detektorem, ktery je schopny vyhodnotit chemické sloZeni
pozorovanych Castic ve formé prvkovych spekter (MATCA, ©2022).

primarni elektronovy
svazek

Zpétnd odraZené elektrony
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Obrdzek 14: Prehled signdlii vznikajicich interakci primdrniho elektronového svazku a vzorku

(upraveno dle: MATCA,©2022)
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2.5.2 Energiové disperzni spektroskop

U vétsSiny vzorki je Zadouci vyhodnotit nejen morfologii pozorovanych struktur,
ale i informaci o chemickém sloZeni. Proto je elektronovy mikroskop Casto opatfen
komponenty, které zajisti kompletni identifikaci Castic. Nejc¢astéji vyuZzivanou
technikou pro mikrochemickou analyzu je energiové disperzni rentgenova
spektroskopie (EDS). V koloné SEM je umistén EDS detektor, ktery zpracovava
signal vznikajici pfi dopadu elektronli na povrch vzorku a zaroven nijak
neovliviiuje zobrazovaci schopnost pristroje (Ul-Hamid, 2018). Provoz detektoru
je opét Fizen pocitacovym systémem a priibéh analyzy sledovan na monitoru.
Mikrochemicka analyza prostrednictvim EDS je rychld, U¢inna a nedestruktivni

metoda identifikace a ovéirovani materialt (Cais, 2015).

Interakce proudu primdarnich elektronii spovrchem vzorku generuje
charakteristické rentgenové zareni. EDS detektor sbira tento signal kolimacni
trubici, kterd zajisti odklon neZadoucich elektronti. Na zakladé zmérené intenzity a
distribuce vzniklé energie dochazi kidentifikaci prvki obsaZenych v testované
oblasti. Detekce zahrnuje nejen spektrum prvki (viz Obrazek 15), ale i jejich
koncentrace v analyzované oblasti vzorku, a vysledkem je tedy kvalitativni i
kvantitativni analyza. Na zdkladé poméru obsaZenych prvki je moZné urcit ptivod

pozorovanych struktur (Ul-Hamid, 2018).
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Obrdzek 15: Prvkové spektrum - EDS analyza (zdroj vlastni)
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2.5.3 Naprasovani vzorki
Kvili $patné vodivosti nékterych materiali by vzorky mély byt potaZeny vodivym
materidlem, ¢imzZ je zabranéno nabijeni Castic elektronovym paprskem a Spatné
kvalité obrazu. Nejspolehlivéjsi a nejucinnéjSi metodou nanaseni vodivych vrstev
je iontové napraSovani vzorku (Cais, 2015). Dochéazi k rovnhomérnému rozloZeni
vodivé vrstvy ze vSech smérti, a proto se pouZiva pro efektivni zpracovani i téch
nejclenitéjsSich a nejdrsnéjSich povrchii. Jako povlakovy material je nejCastéji
vyuzivano zlato, ale i platina, palladium a dalsi kovy. NapraSovani je provedeno
v pritomnosti inertniho plynu (nejcastéji argon) za vysokého az stredniho vakua,
kterého je dosaZeno pomoci rota¢niho ¢erpadla. Pro efektivni priibéh pokoveni je
nutné, aby v napraSovaci komote nebyly pritomny Zadné molekuly H20 ani O,

které by mohly zpiisobit poskozeni vzorku (Ul-Hamid, 2018, Fitl et al., ©2022).

Po odcerpani vzduchu a vytvoreni vakua je do napraSovaci komory vpuSténo
optimalni mnozstvi argonu zlahve prostrednictvim regula¢niho ventilu (viz
Obrazek 16). Vysoké napéti aplikované mezi katodou (terlem) a anodou
(platforma vzorku) vytvari plazmovy oblak iontl. Argon je ionizovan
prostrednictvim magnetického pole a vzniklé kationty bombarduji kovovy ter¢,
¢imZ dochazi k erozi povrchu terce a extrakci atoml kovu, které jsou nasledné
ukladany na povrch vzorku v tenké vrstvé. Na cesté ke vzorku cilové atomy naraZzi
na ionty argonu, ktery napomaha disperzi atom kovu a umoZiuje tak rovnomérné

pokryti i nepravidelnych struktur (Ul-Hamid, 2018, Fitl etal., ©2022).
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Obrdzek 16: Schéma iontového naprasovdni vzorkii (Upraveno dle: Fitl et al.,, ©2022)
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3 Metodika zpracovani

Metodicka cast prace je zamérena na charakteristiku predmétu analyzy, kterym
jsou jednotlivé typy balenych vod riznych znacek, u jejichZ vzorki byly v priibéhu
bakalarského vyzkumu detekovany mikroplastové castice. SoucCasné popisuje
postupy béhem pripravy, filtrace, zpracovani a uchovani vzorki, vcetné
pristrojového vybaveni a pouZziti. Cilem metodické €asti vyzkumu bylo zdokonalit
detekci a pozorovani, odstranit nedostatky shledané v prechozich analyzach
a stanovit co nejucinnéjsi postup pro rychlou a hodnotnou identifikaci mikroplasti
ve vzorcich. Soucasti byla také kvantitativni analyza zrealizovana prostirednictvim

rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM).

3.1 Charakteristika vzorki

Pred zapocletim samotného vyzkumu byl stanoven predmét a cil analyzy. Na
zakladé vysledki zjisténych béhem bakalarského studia byly vybrany balené vody

¢tyt riiznych znacek, u jejichZ lahvi byly jiZ mikroplasty prokazany.

3.1.1 Testované balené vody

Pro co nejvice objektivni porovnani vzorki z hlediska mikroplastové kontaminace
byly od kazdého vyrobce zvoleny Ctyti typy vod vyskytujici se na ¢eském trhu
napfi¢ vSemi znackami, a sice: neperliva, jemné perliva, perliva a ochucena balena
voda scitronovou prichuti. Vzorky byly vybirany tak, aby vramci vSech
testovanych vod pocet mineralnich a pramenitych druhti odpovidal poméru 1:1.
Specialni skupinu tvorily vzorky balené ve skle a kategorie kojeneckych vod, pro
které plati prisnéjsi pozadavky upravy pred stacenim do PET lahvi (viz Vyhlaska
MZ ¢. 275/2004 Sb.). Tyto typy vod byly dostupné pouze od nékterych vyrobct,
a proto slouzily zejména jako ozvlastiujici prvek vyzkumu. Analyze bylo

podrobeno celkem 20 riiznych typii balenych vod (prehled v Tabulce 1).

Tabulka 1: Prehled testovanych balenych vod (zdroj vlastni)

MATTONI mineralni neperlivd jemné perliva perlivdA ochucena (citron) sklo
DOBRAVODA mineralni | neperlivdA jemné perlivda perlivd ochucena (citron)

NATURA pramenita | neperlivd jemné perliva perliva ochucena (citron) kojeneckda sklo
SAGUARO pramenita | neperlivdA jemné perlivdA perlivd ochucena (citron) kojenecka
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Z minerdlnich druhii vod byly do vyzkumu zarazeny jedny z nejprodavanéjsich
¢eskych znacek Mattoni a Dobrd voda. Tyto vzorky doplnily pramenité vody znacky
Natura a Saguaro (béZzné dostupné v potravinovych retézcich Lidl)!. Vody balené
ve skle se podarilo opatrit pouze od znacek Mattoni a Natura. Kategorii
kojeneckych vod nabizi vyhradné vyrobci balenych vod pramenitych, tedy Natura

a Saguaro. Souhrnné pocty vzorkli od jedné znacky se tedy nepatrné lisily (Tab. 1).

Celkem bylo zakoupeno 20 rliznych vzorkid balenych vod. Od kazdé lahve bylo
opatieno vZdy po dvou kusech odli$né Sarze (Obr. 17) s cilem porovnani shodnych
vod (stejného vyrobce a vlastnosti) mezi sebou. Vyrobky se pravdépodobné liSily
i podminkami skladovani, nebot jednotlivé lahve byly obstardny zrlznych

prodejen. VSechny testované lahve jsou znazornény na obrazku ¢. 17.

Obrdzek 17: Balené vody pouZité ve vyzkumu; riizné sarze balenych vod (zdroj vlastni)

3.2 Priprava vzorki

Testovani bylo podrobeno celkem 40 lahvi, které byly oznaceny prislusnym cislem
a pismeny ,a“ nebo ,b“ v zavislosti na Sarzi (viz Tabulka 2). Jednotlivé lahve byly
ihned po zakoupeni skladovany v laboratori pfi konstantni teploté vzduchu pod
laboratornim stolem z déivodu minimalizace zafeni, které by mohlo prispét

k odlucovani fragmentti ze zdroje.

1 Charakteristika druhti balenych vod a moznosti Upravy dle Vyhlasky ¢. 275/2004 Sb., jsou vice
rozvedeny v pirechozi bakalaiské praci (Horakova, 2020)

46



Tabulka 2: Prehled testovanych vzorkii

la 1b Mattoni neperliva plast mineralni
2a 2b Mattoni jemné perliva plast mineralni
3a 3b Mattoni perliva plast mineralni
4a 4b Mattoni ochucena plast nealko. napoj
5a 5b Mattoni jemné perliva sklo mineralni
6a 6b Dobravoda neperliva plast mineralni
7a 7b Dobravoda jemné perliva plast mineralni
8a 8b Dobravoda perliva plast mineralni
9a 9b Dobravoda ochucena plast nealko. napoj
10a 10b Natura neperliva plast pramenita
11a 11b Natura jemné perliva plast pramenita
12a 12b Natura perliva plast pramenita
13a 13b Natura ochucena plast nealko. napoj
14a 14b Natura jemné perliva sklo pramenita
15a 15b Natura kojenecka plast kojenecka
16a 16b Saguaro neperliva plast pramenita
17a 17b Saguaro jemné perliva plast pramenita
18a 18b Saguaro perliva plast pramenita
19a 19b Saguaro ochucena plast nealko. napoj
20a 20b Saguaro kojenecka plast kojenecka

Pred dalSim zpracovanim byly popsany Petriho misky potrebnymi udaji pro
snadnou identifikaci vzorku pfi navazujicich postupech vyzkumu (viz dale). Do
Petriho misek byly ukladany filtry se zachycenymi ¢asticemi ziskanymi
prostirednictvim filtrace jednotlivych lahvi. Diikladnou filtraci byl zhotoven vzorek

pripraveny pro naslednou analyzu.

3.3 Filtrace

Hledané c¢astice musely byt nejprve oddéleny od vodni matrice. Kazdy vzorek byl
prefiltrovan metodou vakuové filtrace za sniZeného tlaku a Castice byly zachyceny

na filtru vhodném pro dalSi analyzu.

K filtraci vSech testovanych vzorki byla pouZita odolna filtra¢ni aparatura Duran®
z borosilikatového skla o objemu 2000 ml/500 ml, do niZ byl pinzetou umistén
hydrofilni  polyesterovy = membranovy filtr  Porafil® (Obrazek 18)

o priméru 47 mm.
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Velikost pord, dle vyrobce (Plab, ©2022), odpovida
velikosti 0,2 pm, coz se jevilo jako idealni hodnota porozity pro zachyceni i téch

nejmensich ¢astic.

e[ PE |aSul100
(o 171000

Obrdzek 18: Polyesterovy membrdnovy filtr (zdroj vlastni)

Plivodné byly pro analyzu zvoleny polytetrafluorethylenové (PTFE) filtry, které
hodnoti Pivokonsky a kolektiv (2020) jako idedlni pro analyzu mikroplastii, avsak
z dlivodu hydrofobicity se nepodafrilo filtraci provést ani po nékolika pokusech

aktivace methanolem a zvySenou teplotou.

Z divodu dosaZeni co nejkvalitnéjSich vysledkli pozorovani bylo upusténo od
pouziti filtrti ze skelnych mikrovlaken i od membranovych filtrii s velikosti pori

vétsinez 0,20 um (Obrazek 19).
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Obrdzek 19: Prehled ostatnich testovanych filtrii (zdroj vlastni)

Od kaZdého vzorku bylo prefiltrovano 1,5 litru vody, coZ je objem odpovidajici
obvykle jedné PET lahvi. Pro maximalizaci mnoZstvi uvolnénych Castic byla lahev
nejprve protfepana. Obsah lahve byl nalit do filtra¢ni nalevky o maximalnim
objemu 500 ml a filtrat byl zachycen ve filtra¢ni baiice o objemu 2000 ml. Oba tyto
komponenty byly propojeny filtratnim nastavcem, ktery disponuje také vyvodem

pro pripojeni hadicové vyvévy.

Prostrednictvim vyvévy byl z nastavce odsavan vzduch, tlakem odpovidajicim

V7

hodnoté priblizné 400-600 milibart (Obrazek 20), ¢imZ v hrdle aparatury vznika
tastetné vakuum a je tedy zajisténa vy3ssi rychlost a efektivita filtrace. Cim vys$$i je
hodnota tlaku vyvinutého vyvévou, tim nizsi tlak vznika uvniti aparatury z divodu
vétstho mnoZstvi od¢erpaného vzduchu. Tim je zajiSténa obecné kvalitnéjsi filtrace.
Tlak odsavani vzduchu byl u kazdého vzorku regulovan podle potreby, v zavislosti

na konkrétnim typu a syceni balené vody.
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Obrdzek 20: Hadicovd vyvéva a jeji nastaveni pri filtraci (zdroj vlastni)

Klicem ke snadné a plynule probihajici filtraci je také stoprocentni vzajemné
nasedani jednotlivych komponent aparatury. Tuto funkci zajiStoval mimo jiné také
teflonovy drzak, vnémz byl pevné ukotven vyjimatelny filtra¢cni kotoul
s polozenym membranovym filtrem. Pro maximalni soudrZnost vSech casti

aparatury byla vyuzita také hlinikova svorka.

Filtra¢ni nalevka byla opatfena také priklopkou v podobé vika z Petriho misky pro

minimalizaci vzdu$né kontaminace.
Filtra¢ni aparatura a vSechny jeji Casti jsou popsany na obrazku ¢. 21.

S cilem maximalizace mnozstvi zachycenych castic byl kazdy vzorek zpracovan
dvojnasobnou filtraci skrze jeden shodny filtr a ptivodni lahev byla béhem druhé

filtrace nékolikrat proplachnuta filtrovanou vodou.
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Obrdzek 21: Filtracni aparatura Duran® (zdroj vlastni)

3.4 Prevence kontaminace

Kvalita analyzy byla zajisténa postupy, které zarucuji maximalni mozZnou prevenci
kontaminace vzorkii syntetickymi ¢asticemi. Mezi nejzasadnéjsi opatfeni patii
vyhybani se plastovym predmétiim a pomiickdm po celou dobu trvani vyzkumu od

piipravy vzorki aZ po samotnou analyzu Castic.

v

Experiment probihal v uzaviené, pravidelné CiSténé laboratofi s podlahou
z omyvatelného materialu pro minimalizaci vyskytu jakychkoliv nezadoucich
¢astic. Se vzorky a pomtickami bylo manipulovano v bavinéném obleceni z dtivodu
rizika kontaminace syntetickymi mikrovlakny. Soucasti prevence bylo také sepnuti
vlasi do gumicky, priibéZzné myti rukou a obezietnost pfi pouZivani make-upu
nebo krémi, které by mohly obsahovat syntetické mikroperlicky. Jednorazové
laboratorni rukavice, které jsou vyrabény nejcastéji ze syntetickych materiald, byly
pouzity pouze v nezbytné nutnych pripadech (napf. manipulace s komponenty

elektronového mikroskopu). Ackoliv vyzkum probihal Castetné v obdobi
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celosvétové pandemie COVID-19, polypropylenové oblicejové masky nebylo viibec

nutné pouZit.

Pro vyhodnoceni irovné mozné kontaminace byl analyzovan také kontrolni vzorek
kohoutkové destilované vody H:0, kde byl o¢ekavan nulovy nalez mikrocastic (viz
Vysledky). Tento vzorek slouZzil pouze jako ovéreni spravnosti metodického

postupu.

KaZzda testovana lahev byla nejprve oplachnuta destilovanou vodou z vnéjsi strany,
aby byla zachovana potiebnad Cistota prostredi, rukou a pomftcek. Filtracni
aparatura byla proplachovana destilovanou vodou pred i po ukoncené filtraci.
Pokud bylo filtrovano vice vzorkili za sebou, aparatura byla promyvana vzdy pied

filtraci kazdého nasledujiciho vzorku.

Pri jakékoliv manipulaci s filtry béhem vyzkumu bylo nutné dbat na jejich zakryti
kvili pripadné vzdusné kontaminaci. Filtry byly uchovavany v ptivodnim obalu

a bezprostredné po filtraci byly uloZeny do prislu$né Petriho misky.
3.5 Zpracovani a uchovavani vzorki

Ihned po dokoncené filtraci obsahu lahve byla nejprve odpojena hadicka vyvévy od
aparatury. Cela aparatura byla opatrné rozloZena a z filtra¢niho kotouce byl vynat
membranovy filtr. Sfiltry bylo po celou dobu vyzkumu manipulovano pouze
pomoci jednoduché pinzety, aby nedoslo k poSkozeni filtru nebo ¢astic na ném
zachycenych. Membranovy filtr byl prenesen do cisté Petriho misky nadepsané
odpovidajicimi parametry vzorku. Na kazdé Petriho misce bylo vyznaceno: ¢islo
a pismeno vzorku, znacka a typ testované vody, typ filtru, porozita filtru a datum

filtrace (Obrazek 22).

52



Obrdzek 22: Zpracované vzorky uloZené v nadepsanych Petriho miskdch (zdroj vlastni)

Takto pripravené Petriho misky byly bezprostiedné po vloZeni filtru ponechany na
néjakou dobu pooteviené, aby doSlo kredukci prebytecné vlhkosti. Poté byly
vzorky uchovany v klasickém sklenéném exsikatoru pro dosaZeni nezbytného
vysuSeni vzorku (Obrazek 23). Tento postup byl aplikovan u vSech testovanych

vzorkd.

Obrdzek 23: Sklenény exsikdtor se vzorky (zdroj vlastni)
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3.6 Doplnéni vzorki

V priibéhu jiz trvajictho vyzkumu byly kanalyze pripojeny dal$i 2 znacky
mineralnich vod balenych vrecyklovaném plastu (tzv. rPET), ktery vznika
recyklaci panenského PET materialu. RPET se nové stava soucasti napojovych lahvi
za ucelem plnéni legislativnich norem a omezeni jednorazového syntetického
odpadu. Z dtivodu omezeného vybéru téchto nové distribuovanych lahvi bylo
mozné do vyzkumu zapojit z minerdlnich vod pouze znacky Kldstornd Kalcia
a Evian. Lahev vyrobenou z recyklovaného PET nové nabizi i jiz dfive testovana
pramenita voda Natura, ktera byla taktéZ do studie zarazena. Analyza byla tedy

doplnéna celkem o 3 nové balené vody, tzn. 6 novych vzorki (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Prehled vzorkii doplnénych ke zpracovdni

21a 21b Klastorna Kalcia  jemné perliva plast- rPET mineralni
22a 22b Evian neperliva Plast - rPET mineralni
23a 23b Natura jemné perliva plast- rPET pramenita

Dle zdkona musi od roku 2025 napojové PET lahve obsahovat minimalné 25 %
rPET (Zakon 243/2022 Sb., ©2022). VSechny tfi testované znacky aktualné vyrabi
lahve ze 100 % recyklovaného PET materialu (viz Obrazek 24).

Obrdzek 24: Testované vody balené v 100% rPETu - Evian, Kldstornd Kalcia, Natura (zdroj vlastni)
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3.7 lontové napraseni vzorkii

Z divodu Spatné vodivosti filtru a plastovych Castic na ném zachycenych byly
vzorky pokryty vrstvou kovu pomoci iontové napraSovacky Leica EM ACE 200 (viz
Obrazek 25). Napraseni kovem je standardni metoda zpracovani vzorku pro
nasledné SEM analyzy. Homogenni vrstva kovu zajiStuje fixaci preparatu,
minimalizaci poSkozeni castic a daleko vy$si kvalitu obrazu pri pozorovani

elektronovym mikroskopem.

Obrdzek 25: Naprasovacka kovii a argonovd tlakovd lahev (zdroj viastni)

Pred zahajenim jakékoliv prace snaprasSovackou byla vzdy nejprve oteviena
tlakova lahev s argonem. NapraSovacka byla zapnuta vypinatem na zadni strané
pristroje. Vzorek byl vyjmut z Petriho misky umisténé v exsikatoru a filtr byl
pomoci pinzety premistén na stolek napraSovaci komory. Ke stolku byl vzorek

filtru pripevnén pomoci tii aZ ¢tyt kovovych téZzitek (Obrazek 26).
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Obrdzek 26: Naprasovaci komora s pokovenym vzorkem (zdroj vlastni)

Na displeji pristroje byl nastaven konstantni rozprasovaci proud (30 mA), zplisob
napraSovani (,directional“) pro rovnomérné naneseni vrstvy, typ pouZzitého
vodivého materialu (zlato nebo platina) a poZadovana tlouStka naneseného filmu
(6 nm). Po nastaveni poZadovanych parametri (viz Obrazek 27) byl spuStén
napraSovaci proces zahrnujici odvzdusnéni pro vytvoreni stredniho aZ vysokého

vakua v napraSovaci komofte a nasledné samotné pokoveni vzorku.

Obrdzek 27: Nastaveni naprasovacky (zdroj viastni)

56



Proces probihal ve dvou cyklech stiidajicich vpousSténi a vypousténi argonu, a trval
zhruba 5 minut. Po jeho ukonceni byla komora opét zavzdusnéna a teprve poté
bylo moZné otevrit napraSovaci komoru a vyjmout vzorek zpét do Petriho misky.
Ackoliv je pokoveni maximalné viditelné, misky s napraSenymi filtry byly pro

jistotu oznaceny cervenou fixou (Obrazek 28).

Obrdzek 28: Rozdil mezi pokovenymi /vlevo/ a nepokovenymi filtry (zdroj vlastni)

Pii praci s napraSovackou kovii byla dodrZovana piisna opatieni pro zachovani
Cistoty vnitfni komory, ale i z divodu zamezeni znecisténi vzorku. Pristroj byl

ovladan pouze v rukavicich a se vzorky bylo manipulovano pomoci €isté pinzety.

3.8 Pozorovani skenovacim elektronovym mikroskopem

Membranovy filtr se zachycenymi C¢asticemi byl pozorovan prostrednictvim
rastrovaciho (skenovaciho) elektronového mikroskopu HITACHI FlexSEM 1000
v laboratofi Prirodovédecké fakulty Univerzity Hradec Kralové (Obrazek 29). Po

dobu pozorovani byly vzorky uchovavany ve skriiovém exsikatoru s absorp¢nim

silikagelem, pri teploté 24 °C a konstantni vlhkosti okolo 30 % (Obrazek 30).
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Obrdzek 29: Skenovaci elektronovy mikroskop HITACHI FlexSEM 1000 (zdroj vlastni)

LR

v

Obrdzek 30: Skrirniovy exsikdtor(zdroj vlastni)

Elektronovy mikroskop je pristroj velmi citlivy na vzduSnou kontaminaci a
jakékoliv otresy. V laboratori tedy platila prisna pravidla pro minimalizaci vibraci a

dodrzovani rady hygienickych pravidel pfi manipulaci s komponenty.

Pred pozorovanim bylo zkontrolovano, zda je membranovy filtr dostate¢né suchy,

aby nedoSlo k naru$eni funkce mikroskopu nebo posSkozeni samotného vzorku.

Suchy, napraseny filtr byl vcelku umistén na drzak vzorku a pripevnén uhlikovou

paskou tak, aby nezasahovala do nepokovené ¢asti filtru (viz Obrazek 31).
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Obrdzek 31: Pripevneéni filtru na drZdk vzorku (zdroj vlastni)

Drzak se vzorkem byl nasazen na specialni stolek elektronového mikroskopu
a pomoci funkce ,Capture“ byl zachycen snimek filtru, ktery umoZnil snadnou
orientaci v ramci pozorované oblasti vzorku. Poté byl stolek se vzorkem zasunut
do komory elektronového mikroskopu, kde bylo po od¢erpani atmosférického

vzduchu vytvoreno vakuum a bylo zahajeno pozorovani.

Pozorovani bylo zprostiredkovano pomoci specialniho pocitacového softwaru pro
SEM analyzu. Zobrazeni jednotlivych Casti a struktur vzorku bylo sledovano na
monitoru propojeném s digitalni kamerou, ktera snima signal z detektoru
mikroskopu. Zasluhou emitovanych signalii zpracovanych SE detektorem (viz
2.5.1.2) bylo moZné sledovat trojrozmérnou strukturu ¢astic ze vSech uhli a pri
rizném zvétSeni. Vyslednd data jsou odesilana do pocitace, kde jsou dale
zpracovana a vyhodnocena. Pomoci mechanického ovladaciho panelu (Obrazek 32)
nebo tlaCitek mySi byla v programu regulovana vzdalenost, kontrast, jas i ostrost

pozorovaného objektu.
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Obrdzek 32: Mechanicky ovlddaci panel HITACHI (zdroj vlastni)

KaZdy vzorek byl diikladné prozkouman na nékolika mistech, v rliznych ¢astech
filtru a pri odliSnych zvétSenich. V pripadé zajimavého nalezu byl vytvoren snimek,
ktery byl zadlohovan a pouZit jako hotovy dlikazni material (viz Vysledky),

popripadé s nim bylo dle potieby a podminek dale nakladano v ramci analyzy.

3.9 Analyza Castic

Zachycené castecky byly na filtru usporadany nepravidelné, a proto byl zvolen
systematicky postup jejich hledani. Ze stredu filtru byl detektor prostiednictvim
pocitate smérovan ke stranam a nasledné po celém obvodu. Nalezené c¢astice byly
nejprve vyhodnoceny zejména dle morfologie, povrchu, velikosti nebo kontrastu.
Vyhodou bylo jiZz existujici povédomi o typech a vzhledu plastovych mikrocastic
z predchoziho vyzkumu, ¢imZ bylo urcovani objektli na filtru zna¢né usnadnéno.
Pro ovéreni syntetického plivodu byly Castice dale analyzovany prostiednictvim
EDS detektoru. Zasluhou EDS analyzy bylo moZné potvrdit nebo vyvratit hypotézy
stanovené pri pozorovani. Soucasti vyzkumu byla také kvantitativni analyza, ktera

byla uskute¢néna u nékterych vybranych vzorkd.

3.9.1 EDS analyza

Pravdépodobny piivod ¢astic byl specifikovan pomoci EDS detektoru, ktery dokaze

uspésné vyhodnotit prvkova spektra povrchu analyzované oblasti. Obraz ziskany
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béhem pozorovani elektronovym mikroskopem byl naskenovan do softwarové
platformy AZtecOne, kde byly c¢asti snimku dale identifikovany. Nejprve byl
zaloZen a pojmenovan novy projekt, kam byla ukladana vSechna data z méreni EDS
detektorem. Pred méfenim bylo tfeba v programu nastavit udaj o materialu
a tlouStce vodivé vrstvy, ktera byla napraSena na membranové filtry v ramci
pokoveni (viz 3.7 NapraSeni vzorkd). Tim bylo minimalizovdno zkreslené
vyhodnoceni prvkovych spekter €astic, nebot prvek pouzitého kovu byl z analyzy

automaticky vyrazen.

Na snimku byla vyznacena libovolna ¢ast pozorované c¢astice (Obrazek 33), ktera
urcila oblast analyzy. Po vyznaceni detektor automaticky zahajil méreni prvkovych
spekter a byl identifikovan typ a mnoZstvi prvkli v méreném tseku. Dle vysledkii

EDS analyzy byl posouzen piivod nalezenych ¢astic.

Vyhodou EDS analyzy je rychlost méreni (jednotky minut) a bezproblémova
integrace do provozu SEM. Detektor je vSestranny a snadno ovladatelny.
Nevyhodou je nizké energetické rozliSeni a nizka citlivost na stopové koncentrace

prvkl. MiiZe tedy dochazet k chybnému vyhodnoceni prvkového spektra.

Electron Image 20

Spectrum 34

25um

Obrdzek 33: EDS analyza nalezenych Cdstic (zdroj vlastni: AZtecOne)
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3.9.2 Kvantitativni analyza
Plivodnim zdmérem kvantitativni analyzy bylo pifimo urcit pocet ¢astic na objem
1,5 litru balené vody, a stanovit tak mnoZstvi ¢astic potencidlné vnikajicich do
organismu c¢lovéka po vypiti jedné lahve. Prili§ nizky objem vzorku vSak zvySuje
chybovost analyzy a sniZuje pravdépodobnost detekce castic, a proto byly vybrané

vzorky prefiltrovany v objemu 6 |, tedy ¢tyfnasobku ptivodniho mnoZstvi.

Jeden vzorek zde odpovidal typu vody jedné konkrétni znacky, nikoli jedné
analyzované lahvi. Pro kvantitativni stanoveni ¢astic byly vybrany jemné perlivé
vody balené v PET lahvi, a to od kaZdé ptivodné testované znacky (Mattoni, Dobra
voda, Saguaro). K nim byly ve vétSim objemu doplnény i vody nové balené v rPETu,
pro zhodnoceni kvality vod skladovanych v recyklovaném materialu, v porovnani
svodami balenymi v panenském PET. Celkem bylo kvantifikaci podrobeno
6 riznych znacek balenych vod, znichZ polovina je nové stacend do lahvi

vyrobenych z recyklovaného plastu (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Prehled vzorkii podrobenych kvantitativni analyze

24a 24b Mattoni jemné perlivd  Plast- PET mineralni
25a 25b Dobra voda jemné perlivd  Plast- PET mineralni
26a 26b Saguaro Jemné perlivda  Plast- PET pramenita
27a 27b KlaStorna Kalcia ~ jemné perlivd  plast- rPET mineralni
28a 28b Evian neperliva Plast - rPET mineralni
29a 29b Natura jemné perlivd  plast - rPET pramenita

Metodicky postup piipravy, zpracovani a uchovani vzorkl byl shodny s postupem

popsanym v prechozich kapitolach.

Kvantifikace byla provedena vramci pozorovani SEM. Nejprve bylo vybrano
idedlni konstantni zvétseni (500 krat), pti kterém byl zabér pozorované ¢asti filtru
dostatec¢né Siroky. Zaroven byly dobre viditelné i ty nejmenSi Castice a kvalita
obrazu byla zachovana. Pomoci softwaru byl vyméren a propocitan obsah
obdélnikové pozorované casti, ve které byly ¢astice identifikovany a analyzovany

(vice viz Vysledky).
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Na zakladé predchoziho pozorovani bylo zjisténo, Ze jsou c¢astice na filtru Casto
rozptyleny nahodné, nejvice objektl je vSak soustiedéno zpravidla do stiedu filtru.
Proto bylo u kazdého vzorku vybrano 10 nahodnych mist v ramci celé plochy filtru:
dvé ve stredu a zbylych osm podle pravidelného vzorce po stranach filtru (Obrazek

34)

Obrazek 34: Vzorec mist na filtru vybranych pro kvantitativni analyzu (zdroj vlastni)

V kazdém misté byly spocitany c¢astice morfologicky odpovidajici mikroplastiim
a jejich ptivod byl ovéren prostrednictvim EDS analyzy. Findlni pocet syntetickych
¢astic byl zaznamenan a ze vSech deseti mist byl stanoven priimér odpovidajici
pocCtu castic na ploSe jednoho pozorovaného mista pii zvétSeni 500x. Celkova
plocha filtru byla vydélena plochou jedné pozorované oblasti, ¢imZ bylo zjiSténo,
kolikrat je tfeba vynasobit priimér nalezenych c¢astic, aby byl ve vysledku

zohlednén kompletné cely obsah filtru.

U kazdé pozorované oblasti byl vytvoren snimek, ktery byl dale analyzovan
v programu AZtecOne vramci EDS analyzy. U vSech ¢astic pritomnych v dané
oblasti byla zméfrena prvkova spektra a pocet ¢astic odpovidajicich mikroplastiim
byl zaznamenan do tabulky. VSechny snimky nalezici kvantifikaci byly radné
pojmenovany a zalohovany pro pozdéjSi vyhodnoceni, stejné tak namérena data

prvkovych spekter.

Pocet nalezenych Castic byl prepocitan pfimou umérou na plochu celého filtru, coz
odpovida 6 litrim balené vody. Vysledek byl tedy pfi findlnim vypoctu vydélen

Ctymi pro ziskani mnoZstvi ¢astic vyskytujicich se v jedné plastové lahvi.
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4 Vysledky

V této kapitole jsou shrnuty vysledky ziskané kombinaci analytickych metod
SEM-EDS. Zaroven obsahuje dil¢i vypocty a zjiSténa fakta tykajici se mikroplastové
kontaminace balenych vod. Vysledky praktické casti jsou doloZeny snimky,
tabulkami a prvkovymi spektry v podobé grafii, které byly naméieny v priibéhu
analyzy. Prvni cast kapitoly je vénovana identifikaci a charakteristice castic
nalezenych vjedné lahvi testovanych vzorkii. Vdruhém kroku byly Ccastice

u jednotlivych znacek vod kvantifikovany.

4.1 Prazdny vzorek

Pro porovnani sostatnimi vzorky byl nejprve pozorovan Cisty polyesterovy
membranovy filtr s porozitou 0,2 um (Obrazek 35 - zvétSeni 1000x/7000x), ktery
byl pouzZit pro filtraci v8ech testovanych vod. Zaroveii byla namérena i prvkova
spektra materialu, ¢imzZ byl kvantifikovan pomér prvki obsaZenych v syntetickych
hmotach. Tento krok znacné usnadnil nejen detekci zachycenych castic, ale

i ovérovani ptivodu ,podezielych” objekti.

' 70
60
. 50
B % v"t) o 30
J o 9, i b 20
pektrum ,,} e B
B o
-
x7.00k SE 0 7 ps

m Spektrum vyznacené

Atomové zastoupeni prvki [%]
s

FlexSEM1000 12.0kV 8.1mm x1.00k SE 30.0pm oblast

72,06 27,94

Obrdzek 35: Struktura ¢istého PE membrdnového filtru + graf (zdroj vlastni)
Polyesterovy filtr ma hladkou strukturu s témér pravidelnou porozitou. Atomové
zastoupeni prvkii odpovida syntetické hmoté. Vice neZ %4 sloZeni zaujima uhlik (C),
zbytek nalezi kysliku (02). Atomy vodiku (H) jsou vramci EDS analyzy

zanedbavany.
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4.2 Negativni kontrola

S cilem identifikace moZné kontaminace vody nebo filtru béhem zpracovani vzorkt
byla pred zapoletim samotného vyzkumu prefiltrovana kontrola ve formé

destilované vody H20 o objemu 1,5 1. Na filtru nebyly nalezeny Zadné castice, které

by naznacovaly hrubé nedostatky v metodickém postupu (Obrazek 36).

FlexSEM1000 15.0kV 12.7mm X500 SE

Obrazek 36: Kontrolni vzorek destilované vody (zdroj vlastni)

v

Svyjimkou nékolika vad filtru, které mohly vzniknout pravdépodobné
i vakuovou filtraci, byl kontrolni vzorek vyhodnoceny jako odpovidajici
piredpokladliim - prosty mikroplastového nebo i jiného znecisténi. Na filtru nebyly
nalezeny ani ¢astice oxidu Zelezitého prisuzované korozi potrubi ¢i vodovodniho
kohoutu, jako tomu bylo v pirechozim vyzkumu. Vysvétlenim miiZe byt pouZiti jiné

laboratofe v ramci budovy.

4.3 Kvalitativni analyza

U vSech testovanych vzorki byl pii pozorovani a identifikaci ¢astic kladen diiraz na
velikost (0,2 um = x < 5mm), tvar (vldkna, fragmenty, kulovité mikroplasty),
povrch (hladky, lehce vrstevnaty), strukturu (pravidelnd - primarni,
nepravidelnd - sekundarni) a nasledné i mikrochemickou analyzu prvka (uhlik,

kyslik, pripadné dusik, chlor nebo fluor).
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4.3.1 Vyskyt mikroplastia

Mikroplasty byly, dle oCekavani, prokazany ve vSech testovanych vzorcich, véetné

kojeneckych vod a vod balenych ve skle (Tabulka 5).

Tabulka 5: Pirehled nalezenych mikroplastii v testovanych balenych vodach

1 Mattoni  neperliva plast mineralni e 1,5 um - 240 pm primarni 1

kulovité MP sekundarni

. jemné P fragmenty, ) primarni i

2 Mattoni perlivé plast mineralni Kkulovité MP 3,5um-120 um sekundarni
3 Mattoni perliva plast mineralni fragmenty 9um-30um  sekundarni
. . nealko. | fragmenty, vlakna, primarni i

4 Mattoni  ochucena plast nApoj Kulovité MP 5 um- 400 um sekundarni
5 Mattoni Jemne sklo mineralni | fragmenty, vldkna 4 um - 300 pm s.eku.nd,a ot
perliva i primarni

Dobra i ... | fragmenty, vlakna, primarni i

6 voda neperliva plast mineralni Kulovité MP 1um-1,5mm sekundarni
Dobra jemné ... | fragmenty, vlakna, primarni i

7 voda perliva DTS Tttt kulovité MP 3 [J1im- G0 sekundarni
Dobra . ... | fragmenty, vlakna, primarni i

8 voda perliva plast mineralni Kulovité MP 4 pm- 150 pm sekundarni
Dobra z nealko. &rnih

9 voda ochucena plast - fragmenty 8um-40um  sekundarni
. s . sekundarni

10 Natura  neperliva plast pramenita | fragmenty, vlakna 10 pm -1 mm i primarni
jemné " z ) Sekundarni

11 Natura i plast pramenita | fragmenty, vlakna 6 pm-200 pm oA
i ... | fragmenty, vlakna, primarni i

12 Natura perliva plast pramenita Kulovité MP 3 um-50 pm sekundarni
z nealko. | fragmenty, vlakna, primarni i

13 Natura  ochucena plast - Kulovité MP 5pum- 600 um sekundarni
jemné s . ) Sekundarni

14 Natura perliva sklo pramenita | fragmenty, vlakna 10 pm-200 pm i primérn
. z . . | fragmenty, vlakna, primarni i

15 Natura  kojenecka plast kojenecka Kulovité MP 3um-1,2 mm sekundarni
. s . sekundarni

16 Saguaro neperliva plast pramenita | fragmenty, vlakna 1,5 pm - 450 pm i primarni
jemné " z ) sekundarni

17 Saguaro i plast pramenita | fragmenty, vlakna 3 pm-220 pm 1 psAu
i ... | fragmenty, vlakna, primarni i

18 Saguaro perliva plast pramenita Kulovité MP 0,5 um - 1,8 mm sekundarni
19 Saguaro  ochucena plast n::;};?' fragmenty 8um-50um  sekundarni
. . . . | fragmenty, vlakna, primarni i

20 Saguaro kojenecka plast kojenecka Kulovité MP 9 um -1 mm sekundarni
21 Kldstornd  jemné last-rPET mineralni | fragmenty,vlakna 8 um- 50 pm selundarnf
Kalcia perliva P gmenty, " s i primarni

. . P . sekundarni

22 Evian neperlivd  Plast- rPET  mineralni | fragmenty, vldkna 8 pm- 50 pm i primarni
jemné sekundarni

23 Natura plast-rPET pramenita fragmenty, vldkna 5 pm-100 pm

perliva i primarni
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Aby Castice mohly byt oznaceny jako mikroplasty, byly podrobeny nékolika dil¢im
kroklim identifikace popsanym vysSe. Ve vzorcich byly nalezeny mikroplasty
rozmanitych tvard i velikosti (viz déale). Struktura povrchu ¢astic byla mnohdy
hladk3, v pripadé fragmentii i vlaken byly ¢asto znatelné vrstevnaté aZ ,strapaté”
okraje, ziejmé z dlivodu odlucovani z plastového celku. Pozorovany byly Castice
pravidelné, ale i naopak. Byl tedy prokazan vyskyt primarnich i sekundarnich
mikroplastli, a to témér ve vSech lahvich2. Pouze u tfech typii vod (rtizné znacky)
byly nalezeny vyhradné nepravidelné fragmenty vzniklé sekundarné (Tabulka 5).
DileZitym faktorem pfi prvotnim rozpozndavani ¢astic byl také kontrast. A¢koliv ho
nelze povaZzovat za urcujici znak, plasty byly povétSinou tmavsi, splyvajici s filtrem,
kdeZto vodivé castice obsahujici prvky kovii na filtru zarily diisledkem proudicich

elektronii (Obrazek 37). To ale nebylo pravidlem, a proto zaleZelo na kombinaci

vice faktordu.

I f)(‘).O;IJmI

£z

Obrdzek 37: Porovndni mikroplastu (vlevo) a vodivé Cdstice dle kontrastu (zdroj vlastni)

Celkovy nalez v jednotlivych lahvich byl sice velice individualni, a to i v ptripadé
vzorki lisicich se pouze SarZi, ale charakter nalezenych ¢astic byl u dvou shodnych
typti vod velmi podobny (Obrazek 38). Naptiklad v kojeneckych balenych vodach
znacky Saguaro, které se liSily pouze oznacenim Sarze (vzorek 20a; 20b), byla

nalezena morfologicky témér shodna vlakna, ktera i podle EDS analyzy odpovidala

2 Charakteristika primarnich a sekundarnich mikroplasti je vice rozvedena v pfechozi bakalarské
praci (Horakova, 2020)
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totoznému piavodu (viz Graf 3). Snejvétsi pravdépodobnosti se jedna
o polyesterova vlakna, nebot atomové zastoupeni prvkli obou ¢astic se shoduje

s kvantitativni prvkovou analyzou polyesterového filtru. Stopové mnoZstvi zlata

(Au) ve vzorku 20b je prisuzovano predchozimu pokoveni vzorku (viz Kap. 3.7).

208

0KV 9.9mm x2.00k SE FlexSEM1000 15.0kV 8.2mm x1.30k SE U 40.0pm

Obrdzek 38: Vidkna nalezend v kojenecké vodé znacky Saguaro (zdroj vlastni)
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< C 0] Au
® Saguaro kojenecka 20A 75,19 24,81 0
H Saguaro kojenecka 20B 78,8 20,9 0,3

Graf 3: EDS analyza vidken ve vzorku 20a a 20b (zdroj vlastni)

Urcita podobnost v nalezu byla zaznamenana také pri vyhodnoceni ochucenych
typti vod. Detekce ¢astic zde byla zna¢né znesnadnéna spoustou struktur tvoricich
povlak na filtra¢ni membrané (Obrazek 39). Nanos tvorily zjevné cukry, aromata,
kyseliny a minerdly pridavané do slazenych ochucenych napoji. Analyza Castic
v ochucenych vzorcich byla tedy v porovnani sostatnimi mirné upozadéna

z dlivodu pripadné chybovosti.
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- 3
NA
74
S LIRS
FlexSEM1000 15.0kV 10.3mm x800 SE

T
21.4um

e T - o : - e
100pm FlexSEM1000 10.0kV 10.4mm x100 SE

Obrdzek 39: Vyhodnoceni ochucenych ndpojii - 4a, 9a, 13b, 19a (zdroj vlastni)

4.3.2 Morfologie castic

Castice byly dle nalezenych tvarti rozdéleny do t¥ skupin: fragmenty, vlakna
a kulovité plasty. Nejvice zastoupenymi tvary mikroplastii v balenych vodach jsou
fragmenty, které se vyskytovaly ve vSech testovanych vzorcich. Témér v 85 %
lahvi byla nalezena i vldkna rtizné délky, tloustky, struktury i znamek poskozeni.
Pravidelné kulicky byly detekovany v 50 % vzorkid, coZ je velky narlst
kontaminace ve srovnani s predchozim vyzkumem, kdy byl nalezen pouze jeden
kulovity mikroplast napri¢ vSemi testovanymi vzorky. Zasluhou moznosti SEM,
jako je mimo jiné pozorovani 3D struktury, byla sledovana i pripadna tloustka ¢i
usporadani nalezené Castice. Z obrazu bylo zifejmé, Ze v nékterych pripadech se
jedna o tenkou félii — vzorek Dobré vody neperlivé 6B (Obrazek 40 vlevo), a jindy
byla patrna znac¢na Sife mikroplastu - vzorek Natury ochucené 13A (Obrazek 40

vpravo). Prvkova spektra téchto ¢astic jsou znazornéna v grafu ¢. 4.
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6B @ : 13A <

B i S s Pt

"50.0um | FlexSEM1000 15.0kV 9.9mm x1.00k SE " "50.0um'

éléxéEMiéOO 15.0kV 10 O’mm x1 00k SE

Obrdzek 40: Porovndni 3D struktur mikroplastii ve vzorcich 6b a 13a (zdroj vlastni
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Dobra voda neperliva 71,87 28,13
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H Natura ochucena 13A 77,58 22,42

Graf 4: EDS analyza mikroplastii ve vzorcich 6b a 13a (zdroj vlastni)

Pro potvrzeni syntetického ptivodu byl dileZity zejména vysoky obsah uhliku (C).
Casto se objevoval i kyslik (0), a pFitomnost ostatnich prvkii véts§inou znamenala

interferenci s okolnimi strukturami, nebo se nejednalo o mikroplast.

Fragmenty

Vbalenych vodach byly nalezeny fragmenty nejriznéjSich tvarti i velikosti
(Obrazek 41). Jejich tvar byl zpravidla nepravidelny, nebot vznikaji odlu¢ovanim

z plastového zdroje a patri tak mezi mikroplasty sekundarni.

FlexSEM1000 10.0kV 10.1mm x1.00k SE
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Vlakna

Vldknité mikroplasty se objevovaly taktéZ velmi hojné a vriiznych formach
(Obrazek 42). Ve vzorcich se vyskytovala vlakna dlouhd a hladka, ale i Sirsi
strukturovana. Jejich zakfiveni na filtru bylo taktéZ rozmanité a vzhled pripadnych
znamek posSkozeni urcoval primarni nebo sekundarni strukturu mikroplastu.

Vldkna méla riznou délku, ale nebylo nalezeno Zadné, které by piesahovalo

hodnotu 5 mm a nebylo by tim padem zatfazeno mezi mikroplasty.

00pum FlexS 0kV 10.5mm x350 SE 85.7um | FlexSEM kV 10.0m S 200pm

Obrdzek 42: Priklady nalezenych vldken (zdroj vlastni)

Kulovité mikroplasty

Oproti predchozi bakalarské praci bylo nalezeno i velké mnoZstvi kulovitych
mikroplastli (Obrazek 43). Jedna se o pravidelné ¢astice zejména mensich velikosti,
které jsou svym tvarem dobfte rozpoznatelné. Mohou byt ale snadno zaménény za
zrnka oxidu kiremicitého, a proto zde byla diileZitym rozpoznavacim krokem

nasledna EDS analyza.

10.0pm | FlexSEM1000 10.0kV 10.6mm x1.00k SE R FlexSEM1000 15

Obrdzek 43: Priklady kulovitych mikroplastii (zdroj vlastni)
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4.3.3 Velikost castic

Spodni velikostni hranice pro urceni mikroplastii nebyla doposud presné
stanovena. Proto bylo cilem zachytit co nejvice Castic o rlznych velikostech.
V zavislosti na porozité pouZzitého membranového filtru bylo mozné zachytit
Castice vétSi nez 0,2 pm. NejmenS$i pozorovany mikroplast vramci vSech
testovanych vod byl kulovitého pravidelného tvaru a velikosti 0,5 pm, nalezeny
v perlivé vodé Saguaro 18a (Obrazek 44 vlevo). U takto malych Castic ale miiZe
dochazet k chybam pri vyhodnoceni prvkového spektra, a proto musi byt pri
analyze castice co nejvice pribliZzena (Graf 5). Ve stejném vzorku byl nalezen
i nejvétsi, respektive nejdelsi vlaknity mikroplast o délce témér 1,8 mm (Obrazek

43 vpravo).

o

— - el sl i il T e . e e

FlexSEM1000 12.0kV 7.9mm x30.0k SE 1.00 g FlexSEM1000 10.0kV 11.2mm x70 SE 429um

Obrdzek 44: Srovndni nejmensiho a nejvétsiho nalezeného mikroplastu (zdroj vlastni)
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Graf 5: EDS analyza mikroplastii ve vzorku 18a (zdroj vlastni)

Nalezené mikroplasty byly rozdéleny do nékolika velikostnich kategorii: < 1 ym,
1-5um,5-10 um, 10 - 50 pm, 50 - 100 um a > 100 um. Velikost byla stanovena

dle méritka, v pripadé pochybnosti ur¢ena pomoci softwaru.

72



Nejvice Castic spadalo do kategorii 10 - 50 um. Mikroplast mensi neZ 1 um byl
nalezen pouze jeden v ramci celého vyzkumu (Obrazek 45). Do kategorie > 100 um
patii dlouhd vldkna ¢i rozsahlejsi fragmenty. V rozsahu velikosti 1 - 5 pm se

pohybovaly nejcastéji naopak kulovité mikroplasty.

5=1.0.{m :

mx300kSE KV 8.2mm x7.50k SE 4.00pm

lexSEM1000 10.0kV 10.8mm x400 SE

Obrdzek 45: Velikostni kategorie mikroplastii (zdroj vlastni)

4.3.4 Puvod c¢astic

Plastovy piivod byl ovérovan prostrednictvim EDS analyzy. Ac¢koliv vyhodnoceni
nebylo stoprocentni, EDS detektor spolehlivé zméril zastoupeni a mnozstvi prvki

pritomnych na povrchu testované oblasti.

U mikroplastii byl ve vét$iné zastoupen uhlik. Castice vykazujici pouze p¥itomnost
uhliku (Obrazek 46) maji pravdépodobné polyetylenovy (PE) nebo
polypropylenovy (PP) ptivod.

100

80

60

Atomové zastoupeni prvkii
[%]

m Natura sklo 14B 100

Obrdzek 46: EDS analyza mikroplastu ve vzorku Natury balené ve skle 14b + graf (zdroj vlastni)

73



Naprosta vétSina castic identifikovanych jako mikroplasty obsahovala kromé
uhliku také kyslik, jehoz atomové zastoupeni odpovidalo zhruba 3 z celku.
V pripadé vlaknitych mikroplasti se pravdépodobné jednalo o polyesterova
vlakna (PES) vyuZivana nejcastéji v textilnim priimyslu (Obrazek 45 vlevo). Mél-li
mikroplast jiny tvar (Obrazek 47 vpravo), obsaZzenym polymerem byl nejznamé;jsi
z polyesterovych termoplasti - polyethylentereftalat (PET). Atomové

zastoupeni konkrétnich ¢astic je naznaceno v grafu ¢. 6.

-
> £
g

9.1mm x4.00k SE

.
10.0pm

FlexSEM1000 15.0kV 9.1mm x250 SE " '200um  FlexSEM1000 15.0kV

Obrdzek 47: EDS analyza mikroplastii ve vzorku Natury ochucené 13b (zdroj vlastni)
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Graf 6: EDS analyza mikroplastii ve vzorku Natury ochucené 13b (zdroj vlastni)
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Ve vzorku kojenecké vody znacky Saguaro 20b byla nalezena c¢astice obsahujici
kromé uhliku a kysliku také fluor (Obrazek 48). Morfologicky i rozmérové
odpovidala plastiim, a byla tedy vyhodnocena jako polytetrafluoretylen (PTFE),
verejné znamy také pod obchodnim nazvem teflon. Neni ale vylouceno, Ze se tento

fragment mohl uvolnit z teflonového drzaku filtratni aparatury.

60

50
40
30
20
10
]
0 C 0 F

FlexSEM1000 15.0kV 8.4mm x550 SE L jll |"Saguaro20B| 54,03 | 7,35 | 38,62

Atomové zastoupeni prvkii [%]

Obrdzek 48: EDS analyza mikroplastu ve vzorku Saguara 20b + graf (zdroj vlastni)

Ve vzorcich se vyskytovaly i rusivé elementy ve formé mineralti nebo jinych
struktur, které byly mikroplastim morfologicky blizké, ale EDS analyza vyloucila
jejich synteticky plivod. Mezi takové struktury patrily naptiklad ¢astice uhli¢itanu

vapenatého béZné pritomného v tvrdé vodé, nerosty (formy Zivce), sklo a dalsi.

Na obrazku ¢. 49 jsou vyobrazeny vysledky EDS analyzy sklenéného vldkna velmi

podobného polyesterovym textiliim.
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Atomové zastoupeni prvki
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m Natura ochucena

‘ it R 128 30,6 69,4
FlexSEM1000 15.0kV 13.0mm x1.00k SE 50.0pum

Obrdzek 49: EDS analyza sklenéného vidkna ve vzorku Natury 13b + graf (zdroj vlastni)
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4.4 Kvantitativni stanoveni

Cilem kvantitativni analyzy bylo stanovit koncentraci mikroplastii na objem 1,5 1
balené vody, ktery vnika do téla konzumaci jedné lahve, a porovnat vysledky
testovanych vzorkli mezi sebou. Zaroven byla prostiednictvim kvantifikace

zhodnocena kvalita vody balené v PET v porovnani s recyklovanym PET.

4.4.1 Stanoveni potfebnych veli¢in

Obsah filtru byl vypocten pomoci standardniho vzorce pro vypocet obsahu kruhu.
S =nr?

...kde = polomér kruZnice

r
m = 3,141592653589

Priimér membranového filtru je 47 mm, polomér byl tedy stanoven na 23,5 mm.
S1 =7 * (23,5)2 mm?2
S$1 = 1734944543 mm?
S1 =1734944 543 ym?

Obsah zorného pole (zvétSeni 500x) byl vyméren pomoci softwaru neprodlené po

aplikaci zvétseni a zaostreni obrazu (Obrazek 50).

=i

FIexSEMmOO 15.0kV 12

2

B % ; ; s
.2mm x500 SE 100pm
Obrdzek 50: Vyméra zorného pole (zdroj vlastni)
a=178 pm

b= 254 pym
$2=45 212 pym?
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Z divodu obtiZné detekce ¢astic v malych objemech balené vody byl jejich pocet

stanoven nejprve v 6 litrech kapaliny.

U kazdého vzorku byl vypocten primérny pocet &astic (@), odpovidajici jednomu

zornému poli (Obrazek 49), ktery byl stanoven ze vSech nalezenych ¢astic v deseti
nahodnych mistech na filtru (viz Kapitola 3.9.2). Ciselnou hodnotou préiméru
kazdého vzorku byl vynasoben podil obou stanovenych obsahi, ¢imZ doslo

k prepoctu mnozstvi na cely filtr, tedy 6 1 vody daného typu.

Sl @ v t v r t-
X=—"" % ocet castic
sz P

x=38373,54 *« @ pocet Castic

Mezivypocet nam fika, kolikrat se jedno pozorované misto (zorné pole) vejde do

kruhu o priiméru 47 mm.

Pro finalni urCeni mnozstvi c¢astic kontaminujicich jednu lahev byl vysledek

vydélen Ctyfmi.

_ 38373,54 x @ pocet Castic
4

X

Pro porovnani s ostatnimi studiemi byla stanovena koncentrace castic na litr

balené vody a vysledek byl tedy vydélen Sesti.

_ 38373,54 x @ pocet Castic
6

X

4.4.2 Vyhodnoceni

VSechny castice vyskytujici se v zorném poli SEM byly nejprve vyhodnoceny dle
morfologie a zméfeny pomoci EDS detektoru (Obrazek 51). Pocet C(astic

odpovidajici mikroplastiim byl zaznamenan do tabulky (Tabulka 6).
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Obrdzek 51: Mikroplasty nalezené v ramci 10 ndhodnych mist - Mattoni jemné perlivd (zdroj vliastni)
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Graf 7: EDS analyza nalezenych Cdstic - kvantitativni analyza (zdroj vlastni)

Prvkova spektra detekovanych mikroplastii jsou znazornéna v grafu ¢. 7.

78



V tabulce ¢. 6 jsou zaznamenany vSechny dil¢i vypocty kvantitativni analyzy vCetné
konecnych vysledkli. Balené vody vybrané pro kvantifikaci byly jemné sycené,
s vyjimkou Evian, ktera neni v perlivych formach v PET lahvich na ¢eském trhu

dostupna. Vody distribuované v rPET obalu jsou oznaceny bilou barvou.

Tabulka 6: Vysledky kvantitativni analyzy (zdroj vlastni)

KLASTORNA
KALCIA  EVIAN NATURA

1 1 4 0 3 1 2
2 0 1 3 0 3
3 2 1 1 3 2 1
4 1 2 2 2 0 0
5 0 0 0 3 2 2
6 0 0 0 4 1 0
7 2 2 1 1 1 1
8 0 0 1 3 1 3
9 1 1 0 1 0 2
10 2 1 4 4 0 1
SOUCET CASTIC 9 13 10 27 8 15
PRUMERNY POCET na 0,9 1,3 1 2,7 0,8 1,5
zorné pole
celkovy poéet 34536,186 | 49885602 | 3837354 103608,558 30698832 | 57560,31
celkovy pocet /1,51 8634 12471 9593 25902 7675 14390
koncentrace /litr 5756 8314 6396 17268 5116 9593

Mikroplasty byly nalezeny ve vSech analyzovanych vzorcich, avSak ne v kazdém
testovaném zorném poli. I pfesto byly pocty castic, v porovnani se zanedbatelnou
c¢asti plochy oproti celku, pomérné vysoké. V zorném poli o délce hrany jen nékolik

stovek mikrometri se vyskytovaly aZ 4 mikroplasty soucasné.

Nejvétsi mnoZstvi drobnych fragmentli bylo nalezeno v balené vodé znacky
Saguaro, coZ odpovida i vysledkiim bakalarské prace. Koncentrace ¢astic v Saguaru
byla oproti ostatnim vodam (s vyjimkou Dobré vody) vice neZ dvojnasobna.
Vysoky podil mikroplastli byl zjistén také v Dobré vodé. Nejlepsi vysledky ve
Natura zadrSpaSsko-teplického zdroje, ¢imZ byly opét potvrzeny zavéry
piedchoziho vyzkumu. Dle zjisténych vysledkili zaznamenanych v tabulce se kvalita

vod balenych v recyklovaném plastu nijak zasadné nelisi od klasickych PET lahvi.
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Koncentrace ¢astic na litr vody se pohybovala mezi hodnotami 5756 a 17 268
mikroplastli. Priimérna hodnota ziskana napfi¢ vSemi testovanymi vzorky

odpovida hodnoté 8741 ¢édstic na litr balené vody.

Dle nékolika dalSich autorti (Schymanski et al., 2018, Pivokonsky, 2018, Su et al,,
2016) je pri identifikaci prostrednictvim SEM treba od kone¢ného vysledku odecist
8 - 83 % Ccastic (vice viz Diskuze) pro presnéjsi vysledky. Opravdova hodnota
primérné koncentrace by se tedy po osvojeni této metodiky mohla pohybovat
mezi 1486 az 8042 * 699 tasticemi na litr. Pri zohlednéni kazdého testovaného
vzorku zvlast by byla nejniz§i vyhodnocena koncentrace ¢astic na

litr 870 mikroplastii (Natura jemné perlivd) a nejvy$Si stanovené mnoZstvi

by dosahovalo hodnoty 2936 ¢dstic/litr (Saguaro jemné perliva).
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5 Diskuse

Mikroplastové znecisténi bylo potvrzeno u vSech vzorki zakomponovanych do
analyzy. Nalez byl celkové velmi variabilni a individudlni. V pribéhu
magisterského studia doSlo k postupnému zdokonalovani metodiky a redukci
nedostatki shledanych v predchozim vyzkumu (Horakova, 2020). Metodicky
postup a zjisténé vysledky jsou vtéto kapitole okomentovany, porovnany

s ostatnimi studiemi a zhodnoceny jako celek. V zavéru je shrnut piinos vyzkumu.
5.1 PouZita metodika

StéZejnim krokem pro uspéSnou detekci mikroplastli ve vodach bylo zajiSténi
kvalitni filtrace. V priibéhu zpracovani vzorkli byla dodrZovana doporucena
hygienicka opatreni, ktera ve své publikaci uvadi i Schymanski a kolektiv (2021).
V porovnani spredchozi studii byla zdokonalena ptiprava vzorkd, napf.
oplachovani vod i rukou destilovanou vodou nebo minimalizace pouZivani
jednorazovych rukavic a kosmetiky pri praci se vzorky. Koelmans a kolektiv
(2019) taktéZ poukazuji na to, Ze prevence kontaminace je jednim z kli¢ovych

faktori pro zlepSeni kvality studie.
Filtry

V predchozim vyzkumu byly pro zpracovani vzorkl pouZity filtratni papiry ze
skelnych mikrovlaken (Horakova, 2020). Z divodu obtiZné detekce a identifikace
¢astic v priibéhu SEM analyzy byly tentokrat zvoleny polyesterové membrany
s hladkou strukturou. Dle ostatnich publikaci (Pivokonsky et al., 2018; Schymanski
et al, 2018) byly jako nejvhodnéjSi oznacleny polytetrafluoretylenové (PTFE)
membranové filtry. Po nékolika netuspésnych pokusech s teflonovymi filtry bylo od
jejich pouziti upudténo a byly nahrazeny podobnymi polyesterovymi filtry, které
umoznily rychlou a bezproblémovou analyzu. Jedinou nevyhodou byla potencialni
kontaminace vzorku ¢i zkresleni prvkovych spekter v ramci EDS analyzy. Béhem
zpracovani vSak nebyla zaznamenana nikterak vyrazna poSkozeni filtru, ktera by
znacila znehodnoceni vzorku. Jednim zodstranénych nedostatkli predesSlého

vyzkumu byla také aplikace dvojnasobné filtrace.
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Iontové naprasovani

Metodika byla zdokonalena také naprasovanim vzorkil vodivou vrstvou kovu. Pred
pozorovanim byl kazdy vzorek napraSen vrstvou platiny nebo zlata, stejné jako
uvadi Pivokonsky et al. (2018). Zasluhou vodivé vrstvy byla v porovnani

s bakalarskou praci zna¢né vylepsena kvalita obrazu a vzhled pofizenych snimkd.
Kvantitativni analyza

Jednim z hlavnich zdmért diplomové préace bylo rozsirit vyzkum o kvantifikaci
mikroplastli ve vzorcich. Dllezitym faktorem pro zajisténi kvality studie je dle
Koelmans et al, (2019) spravné zvoleny objem vzorku. Ackoliv vZdy zavisi na
charakteru konkrétni studie a typu detekovanych mikroplasti, prilis§ maly objem
obecné sniZuje pravdépodobnost detekce a zvySuje chybovost v interpretaci
vysledkli. Proto byl plvodni testovany objem c¢tyfrikrat navysen na finalni
kvantifika¢ni objem 6 1. Pozorovani a analyza byly zprostiredkovany pomoci SEM

v kombinaci s EDS analyzou, stejné jako ve vyzkumu Pivokonského a kol. (2018).

Urcovani poctu ¢astic miiZe byt provedeno nékolika zplisoby. Vyiezem filtru (dil¢i
vzorkovani), vypoctem dle pravidelného vzorce nebo nahodnou identifikaci.
Schymanski et al. (2020) hodnoti ndhodné vzorkovani jako idedlni zplisob
zpracovani. Uvadi, Ze kaZzdé dil¢i vzorkovani zpisobuje chyby ve vysledcich.
Nejspolehlivéjsi metodou je tedy analyza celého filtru, dovoluji-li to podminky.
Analyza castic byla provedena kombinaci nahodné identifikace a vzorové

kvantifikace. Tim byla zachovana oboustranna kvalita analyzy.

5.2 Hodnoceni vysledkii

Prvnim krokem kziskani efektivnich vysledkii bylo systematické rozvrzeni
jednotlivych vzorki. Testovani nahodnych lahvi bylo nahrazeno analyzou pifedem
stanovenych sad vzorki o shodnych poctech, scilem objektivniho porovnani
a vyhodnoceni kvality vybranych znacek. Zamérem byl také planovany vybér vod,
u kterych jiZ mikroplastova kontaminace byla potvrzena. V ramci soucasné studie

tak byly ovéreny jiz publikované vysledky.
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Mikroplasty byly tentokrat nalezeny ve vSech testovanych vzorcich, stejné jako
v jinych studiich (Praveena et al, 2022; Offmann et al., 2018). Byly detekovany
mikroplasty nejriznéjsich tvarl a velikosti: fragmenty, vlakna i pravidelné kulicky,

jak uvadi i Pivokonsky et al,, (2018) - Obrazek ¢. 52.

Obrdzek 52: Ndlez morfologicky shodnych mikroplastii (upraveno dle Pivokonsky et al.,, 2018 - vrchni)

Zasluhou uzkych port byly detekovany i ty nejmensi ¢astice, které jsou pro lidsky
organismus zpravidla nejvéts$i hrozbou (viz 2.3.3) Ve vzorcich se vyskytovaly
zejména nepravidelné - sekundarni mikroplasty, ale oproti predchozimu vyzkumu
byly hojné zastoupeny i mikroplasty primarni - soumérné. Tim byla potvrzena
kontaminace balenych vod i z jinych zdroj{i, neZ je materidl obalu. Stejné postrehy
uvadi i Offmann et al,, (2018), ktery popisuje vSestrannou kontaminaci nejc¢astéji
materialy, jako je PET nebo PE. U rPET balenych vod nebylo v ramci vyzkumu
shleddno prokazatelné vyssi mnoZstvi uvolnénych fragmenti ani jinych
syntetickych Castic. Nalezy byly velmi individudlni, pestré a nemélo na né
prokazatelny vliv syceni ani kategorie balenych vod. VSechny druhy vod byly
zasazeny kontaminaci v pomérné hojném poctu, coZ svéd¢i o zavaznosti
mikroplastové problematiky. Vyjimkou nebyla ani kojenecka balena voda ¢i voda
plnéna do skla. Individualita byla znat i v porovnani dvou odliSnych SarZzi.
Mikroplasty se tedy do vody mohou uvoliiovat pravdépodobné pri upravé, ale

i vlivem Spatného skladovani. Nejmensi mnoZstvi mikroplastli bylo nalezeno
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paradoxné ve vzorcich ochucenych vod, coZ bylo ale zpiisobeno obtiZnou
identifikaci ¢astic na hladkém filtru, kde sladidla a aromata tvorila vyrazny povlak
znemoZiujici analyzu. Proto byla kvantifikace ¢astic v tomto typu vod z vyzkumu

uplné vyrazena.

Co se tyCe mnoZstvi syntetickych ¢astic, po vyhodnoceni byla stanovena priimérna
hodnota 8741 Castic na litr vody. Dle Pivokonského a kolektivu (2018) nejsou
vysledky ziskané prostrednictvim SEM dostatecné pro objektivni zhodnoceni
kvality vod, nebot az 83% castic (v zavislosti na vzorku) je nespravné
identifikovano jako mikroplast. Neni-li ve vyzkumu pritomna dalsi z analytickych
metod, jako je napfiiklad Ramanova spektroskopie nebo FTIR, mélo by byt od
vysledkli ziskanych vyhradné SEM analyzou odecteno urcité procento Castic.
Koncentrace ¢astic mezi 1486 a 8741 odpovida vysledkiim uvedenym v publikaci
Oflmann et al,, (2018), kde se mnozstvi ¢astic na litr balené vody pohybovalo mezi
2649 a 10521. Ostatni studie publikovaly vysledky mnohem niZSich hodnot,
napiiklad Mason a kolektiv (2018) uvadi 315 ¢astic/l. Clovék ro¢né poZije nékolik
desitek tisic plastli a balend voda je pravdépodobné hlavnim zdrojem pfijmu, uvadi
balena voda znacky Saguaro. Nejen, Ze obsahovala nejvétsi mnoZstvi syntetickych

¢astic ze vsSech testovanych vzorki, ale jednalo se také o mikroplasty téch

vvvvvv

5.3 Limitace metod

Ackoliv bylo spoustu nedostatkii z predchozich analyz odstranéno, vyskytlo se
nékolik limitujicich faktor®i, které zplisobily komplikace vyzkumu. Nékteré
z naplanovanych metod nemohly byt vyuZity z diivodu omezené funkce a od

mnohych kroki bylo upusténo kviili zna¢né ¢asové narocnosti.

5.3.1 Technické limitace

Komplikace zplisobené limitaci stéZejnich pomiicek zisadné ovlivnily celkovy

pribéh a vyhodnoceni analyzy.
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Filtry

Jednim z plivodnich zamért byla filtrace skrze filtry z oxidu hlinitého, ktery je
Pivokonskym a kolektivem (2018) oznacovan jako vhodny pro naslednou
kvantitativni analyzu. Vyhodou by méla byt nulova interference pfi analyze ¢astic
a zaroven nulové riziko kontaminace mikroplasty. Filtry ale bohuZzel nebyly

dlouhodobé dostupné, a tak bylo pristoupeno k alternativnimu reSeni.
Ramanova spektroskopie

Co nejefektivnéjsi vyhodnoceni pilivodu ¢astic miiZe zprostredkovat Ramanova
spektroskopie. Jedna se o analytickou metodu pouZivanou k presné a spolehlivé
identifikaci latek a struktur. Podle védeckych clankl (Schymanski et al., 2021) nenf
analyza ¢astic metodami SEM-EDS dostacujici k interpretaci kvalitnich vysledki.
EDS detektor je schopen vyhodnotit prvkova spektra, ale informaci o presném
sloZeni je nutné stanovit dalS§imi analytickymi metodami. Ackoliv méla byt tato
metoda do vyzkumu zafrazena, nebylo moZzné na Ramanové spektroskopu pracovat.
Plivod ¢astic byl vyhodnocen pouze na zakladé prvkového spektra a mohlo tedy

dojit ke zna¢né chybovosti.
EDS analyza

Na kratkou dobu béhem vyzkumu byl EDS detektor vyrazen z funkce. Identifikace
mikroplastli tedy vtomto obdobi probihala pouze na zikladé morfologie ¢astic.

Nékteré struktury tak mohly byt faleSné vyhodnoceny jako syntetické.

5.3.2 Metodické limitace

Aby byly vramci kvantifikace ziskany co nejpresnéjsi vysledky, je doporuceno
analyzovat celou plochu filtru, nebo jeji vétsi ¢ast, minimalné vSak 25 % celku
(Schymanski et al, 2021). Pokud je testovanou jednotkou balené vody znacka,
nikoliv lahev, je pro reprezentativni vysledek vhodné prefiltrovat vzorek o objemu
vétsim neZz 10 1 (Koelmans et al, 2019). Z divodu znacné Casové narocnosti
nemohla byt tato kritéria splnéna, a proto ve vysledcich mohlo dojit kurcité

chybovosti.
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6 Zavér

Ackoliv je problematika mikroplastového zneci$téni pomérné novym tématem,
zejména v poslednich letech stoupa pocet studii, které prinasi nespocet novych
poznatkli. Vlivem naduZivani plasti vkombinaci snespravnym nakladanim
s odpady dochazi v Zivotnim prostredi k neustavajici kumulaci syntetickych hmot
riznych tvart a velikosti, které svym dlouhym polofasem rozpadu zatéZuji nejen

samotné ekosystémy, ale soucasné predevSim potravni retézce.

Vyskyt mikroplastl v téle ¢lovéka jiZ neni Zadnou novinkou. Nejnovéjsi vyzkumy
odhalily pritomnost syntetik v krvi, stolici, hluboko v plicich, a dokonce
i vmateiském mléce. Je témér jisté, Ze ve vysSich koncentracich zpiisobuji
mikroplasty vtéle fadu negativnich ucinkdi, od zanéti aZ po souvislost
s rakovinnym bujenim. Toxicita mikroplastii je dokonale prozkoumana u jinych
Zivocichi, avsak piimé t¢inky na ¢lovéka jsou stile znacné omezené. Jisté ale je, Ze
je ¢lovék mikroplastiim vystaven denné prostirednictvim potravin, vody i vzduchu.
Cesty vstupu mikroplasti do organismu jsou umoZnény dietarni, inhalani
i dermalni cestou, ¢imZ je organismus vystaven az desitkam tisic Castic roc¢né.
Spousta Castic je z téla vyloutena nebo v organismu inhibovana tak, aby byl toxicky
ucinek potlacen. Nejvétsi obavy vzbuzuji castice v nanoméritku, které dokazi
prostupovat tkanémi a kumulovat se vjednotlivych organech. Zde vyvolavaji
oxidacni stres bunék a zahajuji kaskddu negativnich u¢inkd. Kromé mechanického
poskozeni tkani jsou zvlasté nebezpecné chemické latky piridavané do plasti, které
se vtéle clovéka uvolnuji. Mohou se chovat jako endokrinni disruptory

a ovlivitovat funkce hormonii véetné s nimi souvisejicich fyziologickych procest,

nebo naruSovat prirozenou skladbu mikrofléry.

Cilem diplomové prace bylo analyzovat jeden z hlavnich zdrojt ptijm@ mikroplastt
pro clovéka, a sice vody balené v PET materialech. Byla zprostfedkovana
kvantifikace ¢astic ve vybranych typech vod, tedy mnoZstvi plastli potencialné
vnikajici do lidského organismu. Je tfeba podotknout, Ze koncentrace Castic ve
vodé nevypovida o expozici ¢lovéka stejnému poctu. V balenych vodach byly hojné

zastoupeny rizné typy mikroplasti o nékolika velikostech. Mikroplastovou
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kontaminaci byly zasaZeny vSechny vzorky, avSak nejvétSi nalez byl potvrzen
u balené vody znacky Saguaro, ¢imZ byly potvrzeny vysledky predchozi bakalarské
prace. Nejvyssi kvalita vody z hlediska koncentrace mikroplasti byla shledana
u balené vody Natura, kde byly v ramci testovanych mist nalezeny dohromady
pouze 4 (astice. Primérnad koncentrace c¢astic na litr balené vody se
pravdépodobné pohybuje mezi hodnotami 879 a 8741, avSak vyzkum byl
limitovan nékolika faktory, a pro stanoveni objektivnich vysledkii s minimalizaci
chybovosti by bylo za potrebi pouZziti presnéjSich analytickych metod

a mnohonasobné delsi ¢as straveny nad analyzou jednoho vzorku.

Mikroplasty vSak prokazatelné vnikaji do Zivych soustav a mohou znamenat
realnou hrozbu pro lidské zdravi, a je tedy treba vyzkum v této oblasti stale

posouvat dal.

Dal$im cilem autora je prokazat pritomnost mikroplastli v lidské moci, stanovit

jejich mnoZstvi a popsat negativni ucinky souvisejici s touto expozici.
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