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ABSTRAKT

Znecisténi zivotniho prostiedi plasty se stava jednim z vaznych ekologickych problému, proto
se v poslednich letech vyviji snaha navrhnout alternativy k béznym konvencnim plastim. Jako
mozna alternativa se jevi biodegradabilni plasty, které maji podobné vlastnosti jako syntetické
plasty, a navic jsou povazovany za nezavadné a rozlozitelné v zivotnim prostredi. AvSak za
realnych podminek je biodegradace pomérn€ Casové naro¢ny proces a muze dojit pouze k bio
fragmentaci na malé Castice, tzv. mikrobioplasty. O jejich vlivu na Zivotni prostedi se prozatim
vi jen velmi malo.

Tato prace se zabyva ekotoxikologickym vlivem mikrocastic biodegradabilniho poly(3-
hydroxybutyratu) (P3HB) ve dvou velikostnich frakcich (¢astice <63 pm a od 63 do 125 um)
na vodni rostlinu Lemna minor. Byl sledovan vliv na rychlost rastu, hmotnost biomasy, obsah
fotosyntetickych pigmentt a délku kofent. Pro porovnani s P3HB byly provedeny také testy
s polyethylentereftalatem (PET).

V ptipadé€ rychlosti ristu, hmotnosti biomasy a obsahu fotosyntetickych pigmenta v listech
nebyl zaznamenan negativni vliv. Jedinou pozorovanou zmeénou bylo prodluzovani délky
kotfene se zvySujici se koncentraci P3HB. Sorpcni experimenty naznacily, ze prodluzovani
délky kofene mohlo byt zpiisobeno ubytkem Zivin. Pfi¢inou mize byt bud’ ptitomnost biofilmu,
ktery se na Casticich béhem testu vytvoril, nebo sorpce nutrientti na mikrocastice.

KLICOVA SLOVA
Biodegradabilni plasty, mikroplasty, Lemna minor, ekotoxikologie, polyhydroxybutyrat



ABSTRACT

Plastic pollution is becoming a serious environmental problem, for this reason, in recent years
efforts have been made to propose alternatives to conventional plastics. Biodegradable plastics
appeared to be a possible alternative due to similar properties to synthetic plastics and because
they are considered safe and degradable in the environment. However, under real conditions,
biodegradation is a relatively time-consuming process that can lead only to biofragmentation
into small particles, co-called microbioplastics. So far, very little is known about their impact
on the environment.

This work deals with the ecotoxicological influence of biodegradable poly(3-hydroxybutyrate)
(P3HB) microparticles in two size fractions (particles <63 um and from 63 to 125 pm) on the
aquatic plant Lemna minor. The effects on growth rate, biomass weight, photosynthetic pigment
content in leaves, and root length were monitored. For the comparison, tests with polyethylene
terephthalate (PET) were also performed.

In the case of growth rate, biomass weight, and photosynthetic pigment content in leaves, no
negative effects were observed. The only monitored change was an increase in root length with
increasing P3HB concentration. The sorption experiments suggested that the root elongation
can be caused by nutrient depletion. The depletion may caused either by the presence of biofilm
formed on the microparticles during the test or the sorption of nutrients onto the microparticles.

KEYWORDS

Biodegradable plastics, microplastic, Lemna minor, ecotoxicity, polyhydroxybutyrate
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1 UVOD

Plasty jsou pro svoje unikatni vlastnosti, jako je napfiklad specifickd hmotnost, odolnost
acenova dostupnost, velmi vyuzivanymi materidly po celém svété. Jejich Spatna
recyklovatelnost a nevhodné zachazeni vSak vede k vyraznému ekologickému problému, a to
po celém svété a ve vSech slozkach zivotniho prostredi [1]. Je to zplsobeno tim, Ze jejich
pouzivanim vznikd plastovy odpad a jeho nezanedbatelna cast nasledné¢ neni vhodné
zpracovana a konci v zivotnim prostiedi. Zde setrvava a muze mit negativni vliv na biotu.
Zaroveni dochazi vlivem mechanické a chemické degradace k jeho postupné fragmentaci na
mensi Castice, tedy mikroplasty a nanoplasty. Ty mohou nasledné negativné ovliviiovat zivotni
prostredi [2, 3].

To vSe v soucasné dobé vede k vyvoji Setrnéjsi a ekologictéjsi nahrady. Je snaha vyvinout
novy a snadnéji rozlozitelny material. Tim by mohly byt biodegradabilni polymery, které maji
vysoky potencial diky predpokladu nezavadnosti vici zivotnimu prostiedi, biokompatibilite
a rychlé biologické odbouratelnosti, coz by vedlo k postupnému snizovani plasti a mikroplasta
v zivotnim prostiedi. Tento piedpoklad ale nemusi byt pravdivy. Proces biodegradace muze
v realnych podminkach probihat vyrazn€ pomalu, anebo také viubec. Cely prabéh je zavisly na
okolnim prostiedi a jeho podminkach (teplota, vlhkost, pfitomnost mikroorganismut, pH). To
znamena, ze i biodegradabilni plasty s sebou nesou riziko pomémé dlouhého setrvavani
v zivotnim prostiedi s rychlejsi moznosti degradace a vznikem mikrobioplasti. Ty pak mohou

vykazovat negativni u¢inky na pfitomnou biotu [4, 5].

Prozatim neexistuje mnoho studii, které by se zabyvaly osudem a vlivem biodegradabilnich
mikroplastd v riznych ekosystémech. Proto je tato bakalafska prace zaméfena na potencialni
ekotoxikologicky vliv biodegradabilnich mikroplasti poly(3-hydroxybutyratu) (P3HB),
patficiho do skupiny polyhydroxyalkanoati (PHA), na volné plovouci vodni rostlinu L. minor,
celedé okiehkovitych (Lemnaceae). P3HB byl zvolen ve dvou velikostnich frakei (Castice <63
um a od 63 do 125 um) a v koncentracich 10, 50 a 100 mg/l. Sledované endpointy byly

specificka rychlost ristu, hmotnost biomasy, obsah fotosyntetickych pigmenta a délka kofenda.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plasty

Plasty jsou smési organickych polymera a pfidanych aditiv. Podle jejich tvaru je miazeme
délit naptiklad na vladkna, pelety, folie, pény a mikroplasty [6]. Polymery jsou
makromolekularni organické latky, slozené z mnoha opakujicich se konstitucnich jednotek,
jejichz struktura je vystavéna pievazné z uhliku a vodiku a dalSich prvka, jako jsou kyslik,
chlor, fluor, dusik, kfemik, fosfor a sira [7, 8].

Plasty se dale podle termickych vlastnosti déli na termoplasty a reaktoplasty. Termoplasty
maji amorfni ¢i casteéné krystalicky charakter s linedrnimi makromolekulami a vétSinou
i nizkym obsahem rozvétvenych struktur. K jejich zpracovani dochazi tepelnym pisobenim nad
jejich teplotou tani, kdy polymer prechéazi ze stavu tuhého do stavu plastického [8, 9]. Jsou
opakovatelné tvarovatelné [8]. Mezi termoplasty patii polyolefiny, vinylové polymery,
styrenové polymery, polyestery a polyamidy. Typickymi zastupci jsou polyethylen (PE),
polypropylen (PP), polyvinylchlorid (PVC), polystyren (PS), polymethyl-methakrylat
(PMMA) a polyoxymethylen (POM) [9, 10].

Reaktoplasty jsou polymery, které obsahuji linearni nebo vétvené makromolekuly a na rozdil
od termoplasti jsou tvarovatelné pouze jednou. Béhem jejich zpracovani dochazi dodanim tepla
k sitovani, které vede k vytvrzovani plasti [8, 9]. Tento proces je nevratny. Produkty z té€chto
materiald maji vysokou chemickou a tepelnou odolnost, tvrdost a tuhost. Produkt
v nevytvrzeném stavu se nazyva pryskyfice (fenol-formaldehydova pryskyfice, epoxidova
pryskyfice, polyesterova pryskyfice) [10]. Uplatnéni nachazi pii vyrobé lisovacich hmot,
lepidel, natérovych hmot nebo prostiedki pro ipravu riznych materiala jako je kiize nebo papir
[9]. Polymery muzeme dale d€lit na ptirodni, které se pfirozené vyskytuji v Zivotnim prostiedi,
a na syntetické, mezi které se fadi konvencni plasty [10].

Plasty jsou povazovany za vSestranny a levny material, ktery se vyuziva ve vét§in€ odvétvi
prumyslu a vyroby po celém svété. Je tomu tak diky jejich unikatnim vlastnostem, jako jsou
lehkost, rizny stupen pevnosti, odolnost vic¢i chemikaliim, nizka vyrobni cena a celkova
vSestrannost ve vyrobé §Siroké Skaly zbozi (obalové materidly, odévy, stavebni materialy nebo
razné druhy pomucek do domacnosti, které zvysuji pohodli a kvalitu naseho Zivota), také se
radi mezi tepelné a elektrické izolatory [2, 3, 7]. K jejich nejvétsim vyhodam patii chemicky
inertni chovani, nizka hustota, vysokd odolnost a dobré mechanické vlastnosti [2, 4].
K vylepseni vlastnosti, lepsi zpracovatelnosti nebo k ochrané vici degradaci se mohou pridavat
razné specifické prisady, tzv. aditiva [7]. Mohou to byt tepelné nebo svételné stabilizatory,
barviva, maziva, zmékcovadla a retardéry hoteni [10].

Predevsim jejich cena, dostupnost a variabilita zapficinily exponencialni rist produkce plasta
po celém svéte, staly se tak nepostradatelnym materialem pro celou spolecnost [1]. Celosvétova
produkce plasti byla vroce 2021 okolo 390,7 milioni tun. Oproti roku 2016, kdy bylo
produkovano ,jen“ 335 miliont tun, tak doslo k naristu o 16,6 %, a to za pouhych pét let [11].
V soucasné dobé se neoCekava, ze by spotieba plastového materialu meéla klesat, naopak,



predpoklada se, ze do roku 2050 dojde k prekroCeni hranice svétové produkce plasti 1 000
milionu tun roéné [2].

I pfes pocetné vyhody, které plastové materialy maji, zpusobuji v Zivotnim prostiedi zavazné
environmentalni problémy. Je to dano jejich nadmémym jednordzovym vyuzivanim,
nevhodnym zpracovanim a pfevazné Spatnym nakladanim se vzniklym plastovym odpadem,
jako je napftiklad littering (volné pohozeny odpad na nevhodném mist¢). Takovy odpad pak
vzhledem ke své nerozlozitelnosti setrvava v zivotnim prostredi [1, 3, 4, 12]. Vice nez 50 %
plastd se jiz necely rok od vyroby stava odpadem, ktery vétSinou neni vicekrat vyuzit, nebo
recyklovan [13]. Podle odhada dochazi k recyklaci pouze u 9-10 % plastovych materiald, 12 %
plasti je spalovano ve spalovnach odpadi. Zbylych 79 % konc¢i na skladkach nebo v zivotnim
prostiedi [4]. ZnaCna Cast plastl, ktera setrva v zivotnim prostiedi, se mize snadno dostat do
akvatického prostiedi [13]. Odhaduje se, ze do mofi a oceant se ro¢né dostane pres 11 miliona
tun plastd [3, 13].

Kumulace plastového odpadu a vznik mikroplasti v zivotnim prostiedi je celosvétovym
problémem a jeho zavaznost stale narasta [14]. Tato situace vyvolala obavy z jejich moznych
negativnich dopadi na lidské zdravi, volné zijici organismy a ekonomiku, coz jsou silné
podnéty k inovaci a vyzkumu biodegradabilnich plasti a ke zlepSeni udrzitelného pouzivani
plastd [15]. V souCasné dobé je snaha o nahrazeni jednorazovych konvencnich plasta
ekologickymi a biologicky rozlozitelnymi plasty, a to kvili zamezeni vzniku mikroplastl,
zvySujici se poptavce po rope€, vyCerpavani neobnovitelnych zdroji a naslednym emisim
sklenikovych plynt [1, 4, 16]. Vyvoj biopolymerd (a z nich pak vyvoj bioplastl), jako jsou
napi. polyhydroxyalkanoaty, se jiz jevi jako nezbytnost pro vyfeSeni globalnich
environmentalnich problému a obnovu ekosystému [16].

2.2 Biopolymery

Vseobecné muzeme biopolymery definovat podle dvou podminek — bud’ byly vyrobeny
z biologickych zdroju (biomasy), jsou biologicky rozlozitelny, anebo spliiuji ob€ dvé podminky
[17]. Pokud byl biopolymer vyroben z biologickych zdroju, tak to znamena, Ze pouzity material
byl z udrzitelnych organickych surovin nebo z biomasy, jako je napfiiklad kukufice, celuloza
nebo cukrova titina [1, 18]. Pravé vyuziti obnovitelnych surovin je velkou vyhodou téchto
materiala oproti konvencnim plastim vyrabénych z fosilnich zdroja [18]. Tato strategie vyroby
vede k udrzitelnému rozvoji a snizeni spotfeby neobnovitelnych zdroju [18, 19]. Mezi
nevyhody patii vysoké vyrobni naklady oproti vyrobé konvencnich plastd a fakt, ze tyto
materidly nemusi byt vzdy biodegradabilni [19].

Mezi biologicky odbouratelné, tzv. biodegradabilni, plasty mizeme fadit jen ty, u kterych
probiha pfirozena degradace pusobenim mikroorganismii (bakterie, fasy a houby). Takové
plasty mohou byt vyrobeny i z neobnovitelnych surovin. Biodegradace mtze probihat riznymi
zpusoby, aerobni nebo anaerobni cestou. Pii biodegradaci se muze biodegradabilni plast
degradovat na biomasu anebo nastane mineralizace rozlozenych produkti béhem katabolismu,
tedy pfeména na CO2 nebo CH4 a vodu [19, 20]. Samotny biologicky rozklad je z velké Casti
zavisly 1 na chemické strukture materialu, teploté, pH, mnozstvi vody a redoxnim potencialu

10



coz ovliviiuje to, jestli biodegradace probéhne ¢i nikoliv [18]. Dalsi dulezity faktor je
pfitomnost riznych biodegradaci usnadiujicich mikroorganisma [1].

Biodegradace plastu probihd ve 4 fazich. Prvni fazi je proces biodeteriorace, kdy
mikroorganismy vytvoii na povrchu materialu biofilm. Ten nasledné zplsobuje fragmentaci
biodegradabilniho polymeru na mensi ¢astice. Ve druhé fazi nastava depolymerizace Castic
pomoci extracelularnich enzymt z mikroorganismi v biofilmu. Ve treti fazi dojde
k bioasimilaci, coz je proces, pit kterém dochazi k transportu vzniklych molekul do bunék
mikroorganismtl. Biodegradace je zakonCena mineralizaci, pfi které vznika voda a oxid uhlicity,
pokud se jedna o aerobni biodegradaci, anebo methan, ktery vznika pfi anaerobni biodegradaci
[4]. Faze biodegradace jsou vyrazné ovlivnény endogennimi a exogennimi faktory. Mezi
endogenni faktory se fadi molekulova hmotnost, stupeii krystalinity a flexibilita dané molekuly
a do exogennich faktortu pak teplota, pH, dostupnost kysliku, vlhkost prostiedi a enzymaticka
aktivita [19].

Samotna biodegradace i u biodegradabilnich polymertd muaze trvat za nepfiznivych podminek
i n¢kolik desitek let nebo k ni v otevieném environmentalnim prostiedi nedojde viibec. Problém
spociva v tom, Ze tyto materiadly vyzaduji k aplnému rozlozeni specifické podminky (viz vyse),
ke kterym v realném prostiedi dochazi jen velmi ziidka. Naopak muze tento proces vést
k pomérné rychlé tvorbé mikrocastic z biodegradabilnich materialQ, tzv. mikro-bioplastim [4].

Mezi nejvyznamnéjsi biodegradabilni biopolymery se fadi ty, které jsou na bazi esterd
celulozy, derivatd skrobu (TPS), kyseliny polymlécné (PLA), polykaprolaktonu (PCL)
a polyhydroxybutyratu. Jejich uplatnéni muzeme nalézt napiiklad ve farmaceutické
a biomedicinské oblasti (protézy, §iti, médium pro fizené uvolfiovani 1é¢iv), v obalovém
prumyslu anebo v zemédélstvi [19].

2.3 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Polyhydroxyalkanoaty  patii ~do  skupiny  nejvyznamnéjSich  intracelularnich
biodegradabilnich polymert, které jsou biologicky syntetizovany bakterialni fermentaci cukrt
a lipida [21, 22]. Jsou to biopolyestery 3-hydroxykyselin se Sirokou skalou vlastnosti, které
mohou byt ovlivnény vybérem bakterii, substratu a fermentacnich podminek za vzniku
kiehkych termoplasti az gumovitych elastomert [22, 23]. Mezi jejich vlastnosti kromé
biodegradability patii nerozpustnost ve vodé, vysoce biokompatibilni termoplasticita, relativni
odolnost vici hydrolytické degradaci, biokompatibilita a vhodnost pro 1ékarské aplikace [22].
Jednim z nejznaméjsich zastupct strukturné jednoduchych PHA je poly(3-hydroxybutyrat)
(P3HB), ktery byl i jako prvni objeven [23, 24]. Materialy z téchto biopolymeru jsou pfirodni,
netoxické, obnovitelné a maji nékteré mechanické vlastnosti jako je napfiklad pruznost
pfipominajici polypropylen [1, 21].

PHA jsou piirozené biosyntetizovany z 600 az 35 000 totoznych monomeru prokaryotickymi
mikroorganismy ve formé intracelularnich granuli kulatého tvaru o priméru 0,1-0,2 pm
v cytoplazmé (Obrazek 1). Tyto granule slouzi jako zasobarna energie a uhliku, ktery je
vyuzivan jako stavebni jednotka [21, 24].
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Obrazek 1: Chemicka struktura polyhydroxyalkanoati [21].

Monomery polyhydroxyalkanoatti se mohou rozliSovat do dvou skupin podle poctu atoma
uhliku, a to na polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem (scl-PHA) z 3-5 atomt uhliku
a polyhydroxyalkanoaty se stiedni délkou fetézce (mcl-PHA) z 6-14 atomt uhliku. Pocet atoma
uhliku v polymeru ma vyznamny vliv na vysledné vlastnosti polymeru, scl-PHA, kam patfi
i P3HB, dosahuji podobnych termoplastickych vlastnosti jako mé polypropylen a oproti mcl-
PHA maji vyssi vytéznosti a Cistoty. Mcl-PHA vykazuji diky délce fetézce zvySenou pruznost
a snizenou krystalinitu pfipominajici elastomery, maji niz§i molekulovou hmotnost a nizsi
teplotu skelného ptrechodu, nez scl-PHA [16].

PHA maji do budoucna vysoky potencial jako nahrada za konvencni tézko rozlozitelné plasty
na bazi ropy, jako je polyethylen ¢i polypropylen [24]. Je tomu tak diky jejich podobnym
vlastnostem (snadné zpracovani, UV stabilita, odolnost vici vodé, tuhost, vysoky stupen
polymerace, netoxi¢nost, termoplasticita a jiné dalsi univerzalni materidlové vlastnosti), ale
predevsim biodegradabilitou a tim, ze je Ize vyrabét z obnovitelnych zdroja [22, 25]. PHA
v poslednich letech nachazi uplatnéni v primyslu a hospodafstvi — pfi vyrobé chemikalii, jako
je napfiklad kyselina krotonova, n-butanol, akrylaty, anhydrid kyseliny maleinové nebo
propylen. V zemédélstvi se vyuzivaji jako prisada do krmiva pro hospodarska zvitata, kde
navysuji odolnost proti nékterym patogeniim, nebo k zapouzdieni neékterych hnojiv a 1é¢iv, coz
je vyuzito pro postupné a pomalé uvoliiovani potfebnych latek [21]. Nekteré
polyhydroxyalkanoaty jsou vyuzivany v lékafstvi k vyrobé biodegradabilnich implantatu a také
nachazi uplatnéni v tkanovém inzenyrstvi (biosenzory, tkafiové naplasti) a pti enkapsulaci 1é¢iv
[21, 22]. V téchto piipadech ale musi vykazovat biologickou kompatibilitu a nesmi byt
odmitnuty ¢i zpasobovat zanétlivou reakci. Pfi vyuziti na regeneraci piislusnych tkani musi byt
biopolymery stoprocentné biologicky odbouratelné [21]. Velky potencial maji PHA pro pouziti
v potravinafském pramyslu jako folie a potravinaiské obaly [22].

Biosyntéza a akumulace polyhydroxyalkanoatd v mikrobialnich bunkach probiha
v cytoplazmé a syntetizovany polymer Gzce souvisi s pouzitym substratem zivin [21]. PHA
vznikaji jako produkty sekundarniho metabolismu nekterych bakterii (Bacillus magaterium,
Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovorans), cyanobakterii, fas a urCitych kvasinek
aerobnim procesem za stanovenych fermentacnich podminek [23, 26]. Néasledné jsou
akumulovany jako zasobni latky, jako odezva na omezeni zivotné dulezitych prvka (dusik,
kyslik, fosfor a stopové prvky). Mnozstvi ziskaného produktu ze substratu se odviji od
dostupnosti zdroje uhliku. Pfi nadbytku zdroje, jako je naptiklad sacharéza, glukoza, rostlinné
oleje Ci glycerin, mize dochazet k mikroorganické akumulaci az 60—80 % hmotnosti zivin
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v polyhydroxyalkanoatech s funkci zasobniho zdroje energie [26]. Slozeni vysledného
produktu i jeho vytézek se odviji od pfirozené variability syntetizujicich organismt. Pomoci
prekurzord a manipulaci genomu buiky organismu miize dojit k inhibici, eliminaci nebo
k pozménéni probihajicich bioprocesi a tim docilit pozadované délky polymerniho

ret€zce [23].
Glukéza Pyruvat Acetyl-CoA

3-hydroxybutyryl-CoA PhbB | Acetoacetyl-CoA

NADP* NADPH+H*

Poly(3-hydroxybutyrat)

Obrazek 2: Biosyntéza P3HB v bakteridlni burice. Prevzato z [27].

Jednou ze zakladnich biosyntéz PHA je tfistupriova biosyntéza P3HB katalyzovana enzymy
(Obrazek 2). V prvni fazi dochézi ke katalytické kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA pomoci
B-ketothiolazy (phbA) za vzniku acetoacetylu-CoA. V dal§im kroku biosyntézy P3HB
nasleduje katalyticka redukce acetoacetyl-CoA enzymem acetoacetyl-CoA reduktazou (phbB).
Vysledkem této nasledné reakce je 3-hydroxybutyryl-CoA. Konecny proces polymerace
probihd pfes enzym P3HB syntazu (phbC) za vzniku vysokomolekularniho P3HB se
zachovalou konfiguraci na asymetrickém uhliku [21, 23].

Primyslovou syntézu poly-3-hydroxybutyratu muzeme rozdélit na tfi faze: fermentaci,
extrakci a purifikaci (CiSténi). Nejcastéji vyuzivanym mikroorganismem pii vyrobé P3HB je
bakterie Alcaligenes eutrophus, a to diky snadné kultivaci v jednoduchém médiu a schopnosti
akumulovat az 80 % zivin v PHA. Primarni ¢ast vyroby je kultivace zivych mikrobidlnich
bunék, ktera se odehrava v bioreaktorech za probihajiciho provzdusiovani a pasterizace. Poté
nasleduje proces separace biomasy bohaté na polyhydroxyalkanoaty od fermentacniho
kalu [26]. Pti izolaci P3HB z biomasy dochazi k chemické, mechanické nebo enzymatické
destrukci bunééné membrany, ktera tvori bariéru mezi granulemi P3HB a okolim. Zarovein
dochazi k heteronukleaci, kdy se amortni P3HB pfeméfiuje na semikrystalicky polymer.
Rychlost krystalizace je dana stupném poskozeni membrany. Dale dojde k rozpusténi
ve vhodném rozpoustédle jako je naptiklad chloroform nebo dichlormethan [23]. Separace od
hrubych necistot, jako jsou zbytky bunéénych stén, vétSinou probihd pomoci sedimentace,
odstfed’ovanim, flokulaci, anebo filtraCnimi technikami [26]. Pomoci extrakce s vhodnym
typem smeési (voda/organické rozpoustédlo) dojde ke konecnému procisténi P3HB [23].

Faze ziskavani intracelularnich PHA od okolni bunééné masy, ktera neobsahuje PHA, je
finan¢né omezujici pro prumyslovou vyrobu, protoze okolo 50 % nakladi na vyrobu je spjato
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prave s extrakci a Cisténim PHA. Pti ziskavani biopolymeru nesmi byt negativné ovlivnény jeho
vlastnosti, jako je napiiklad molekulova hmotnost. Proto je tieba dbat pozornosti pfi susSeni
PHA lyofiliza¢nimi nebo tepelnymi procesy z mikrobialni biomasy [26]. Nevyhodou
polyhydroxyalkanoati jsou tak vysoké vyrobni naklady (potfeba zivného substratu pro
bakterie), slozitost vyrobni technologie, obtizna extrakce s nizkym vytézkem, komplikace
spojené s jejich naslednym zpracovanim a také minimalni vynosy, coz jsou omezujici faktory
pro jejich vyvoj a naslednou produkci [16, 21, 24]. I jejich nachylnost k degradaci je v tomto
ohledu problém, kterému jeho vyroba celi. Ve snaze docilit snizeni vyrobnich nakladu
a zaroven dosadhnout a udrzet krok s konkurenci, tedy s nizkonakladovou vyrobou konven¢nich
plastl, se vyviji a zkouma skupina nove vznikajicich bakterialnich fermentacnich procesu, které
mohou mit potencial zesilit kinetiku ristu mikroorganismia a akumulaci P3HB tak, aby bylo
dosazeno zisku pfi vyrobnim procesu. Jiné studie se zabyvaji pouzitim raznych smési,
pridavanim funkcénich skupin a vyvojem kopolymerti a chemickych modifikaci materialu,
za uCelem snizeni vysokych vyrobnich nakladua [16].

2.3.1 Polyhydroxybutyrat

Jako prvni z polyhydroxyalkanoati byl ve 20. letech 20. stoleti izolovan a charakterizovan
polyhydroxybutyrat a diky nému tak doslo k objeveni celé skupiny (Obrazek 3). Od té doby byl
studovan védci jako biosynteticky produkt pro skladovani energie a uhliku bakteriemi a jako
material s jedineCnymi vlastnostmi, z nichz nékteré vykazuji lepsi parametry, nez konvencni
polymery [16]. Napfiklad jeho bariérové vlastnosti jsou lep§i oproti polypropylenu (PP)
a polyethylenu (PE) a mohou byt vyuzity v obalovém prumyslu [23]. P3HB patfi diky dobrym
mechanickym vlastnostem, zdravotni nezavadnosti a biodegradabilit¢ mezi nejslibngjsi
vyvijené a hodnocené biomateridly. Je povazovan za potencialni nahradu konvencnich
polymert (PP, PE) [16]. Zatim vSak jako Cisty homopolymer nenachazi tak velké uplatnéni
kvuli jeho nizké termické stabilité a nizké deformovatelnosti a také neefektivni vyrobé [23].

CH; O

O "OH
- -n
Obrazek 3: Chemicka struktura molekuly poly-3-hydroxybutyrdatu (P3HB) [28].

P3HB je mikrobialné zpracovany biokompatibilni polyester vyskytujici se ve formé pevné
bilé latky, ktery se tadi mezi polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem s monomery
obsahujicimi 4-5 atom uhliku [16, 24]. P3HB je vysoce krystalicky, extrémné kiehky, tuhy
a ma nizkou tepelnou stabilitu [16, 21, 24]. Ve formé vlaken vykazuje elasticky charakter. Jeho
Sroubovicova krystalicka struktura urcuje moznosti chemického a mechanického zpracovani
polymeru [21]. Kontaktni tuhel P3HB se uvadi v rozmezi mezi 70° az 80°, coz mu dava mirné
hydrofobni charakter [5]. Hustota krystalického P3HB je 1,26 g/cm?, 1,18 g/cm?® pak jeho
amorfni podoby. V amorfni fazi je P3HB pruzny, ohebny, ma nizkou pevnost v tahu a témér
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vyhradné¢ v ném probihd molekularni transport diky jeho méné definované molekularni
struktute. Oproti krystalické fazi ma vétsi volny objem, ktery mize za snizeni bariérovych
vlastnosti [29].

P3HB dosahuje stupné krystalinity v rozsahu 55-85 % [23]. Teplota krystalizace (7¢) je
okolo 110 °C, pii této teploté je schopny snadno krystalizovat z taveniny za vysokého stupné
krystalinity (X, pies 80 %) [26]. Podle zdroje rastu krystala (tavenina, roztok) je schopny tvorit
velmi tenké laminarni krystaly (4—7 nm), které vytvari destiCkové tvary nebo sférolity [23].
Diky této vlastnosti projevuje vyssi bariérové vlastnosti a odolnost vii¢i vodnim param, kysliku
a ultrafialovému zafeni [26]. Pro semikrystalické polymery jako je P3HB jsou dulezité dvé
hlavni teploty, a to teplota skelného prechodu (7) pro amortni fazi, ktera lezi mezi 5-9 °C
a teplota tani (75,) pro krystalickou fazi lezici mezi 165-175 °C [16]. Pfi zpracovani P3HB
nastava jeden zadvazny problém, kterym je jeho rychla termicka degradace (okolo 180-200 °C).
Proto je potfeba pocitat s jejim vlivem na vysledné vlastnosti materialu, nebot” ke zpracovani
dochazi v rozsahu 10-15 °C nad T,. Pfi termické degradaci dochazi pfevazné ke vzniku
kyseliny krotonové [23].

P3HB nachazi uplatnéni v 1ékarstvi jako material na vyrobu umélé kiize a srde¢nich chlopni,
jednorazovych potieb, ale také pro fizené uvoliiovani 1éCiv [24]. P3HB je schopny stimulovat
bunécnou proliferaci (tvoreni nebo rast bunek) a regeneraci tkani bez indukce rastu nadoru.
Také muze podle experimentalnich studii na zvifatech slouzit jako podpora pro regeneraci
bunék gastrointestinalniho traktu a krevnich cév. Mezi jeho dalSi vyuziti patii vyroba
bavinénych transgennich vldken. Tato vlakna vykazuji vlastnosti jako je zvySena pruznost,
pevnost, tuhost a snizend absorpce tepla a vody. Toho se vyuziva pii vyrobé termolatek
aizola¢nich materiald. Podobné jako u baviny je geneticka modifikace s P3HB zavedena
napfiklad i u Inu. Pfi mirné akumulaci P3HB v kmenovych buiikach Inu dochazi ke zlepSeni
elasticity a pevnosti v tahu. Tento material nachazi uplatnéni v 1ékafstvi na vyrobu specialnich
obvazli na chronické rany, které vykazuji vlastnosti jako je podpora proliferace lidskych
fibroblasta a antibakterialni a antifungalni aktivita [21].

2.4 Mikroplasty

I pfes vysokou odolnost syntetickych polymert dochazi k jejich opotiebovani a degradaci
na malé Castice, tzv. mikroplasty. Je to zptisobeno kombinaci oxidace, hydrolyzy, mechanické
koroze, fotodegradace, termické degradace a mikrobiologického rozkladu [30]. O malych
casticich plastu vznasSejicich se na hladin€ oceanu byla prvni védecka zminka na zacatku 70. let
20. stoleti [2, 31, 32]. Mikroplasty (MP) jsou definovany jako drobné, pravidelné i nepravidelné
Castice o velikosti v rozmezi 1 az 1000 um [15]. Obecné je 1ze délit do dvou skupin — primarni
a sekundarni.

Primarni mikroplasty jsou ucelové vyrabéné pro prumyslové vyuziti, vyskytuji se Casto
v podobé pelet a mikrokulicek [3]. Jejich vyuziti se nachazi v fadé pramyslovych odvétvi jako
ptimés pro Cistici prostredky, produkty osobni péce (tekuta mydla, zubni pasty, krémy),
natérové hmoty a pro mnohé technické ucely [2, 14, 33].
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Vlivem mechanickych a degradanich procesi vznikaji rozpadem vétSich castic
(makroplastl) v zivotnim prostiedi sekundarni mikroplasty. Ty jsou mnohem reaktivngjsi
a nebezpeCnéjsi pro zivé organismy. Jejich zdrojem mohou byt razné druhy materialg,
naptiklad primyslové pryskyticové pelety, rybarské sité v morich, zemédélské mulCovaci folie,
Castice z otéru pneumatik, vlakna z prani odév, rizné predméty z domacnosti a plastovy odpad
[2, 3]. K degradaci a vzniku mikroplasti dochazi snaze v pudnim nez ve vodnim prostiedi.
Nejucinngjsi byva u pobriezi, a to diky tomu, Ze je zde plastovy odpad vystaven extrémnéjSim
podminkam nez ve vnitrozemskych oblastech a degradacni procesy jsou zde ucinngjsi. DalSim
z moznych divodua snizeni Gcinnosti rozkladu plasti ve vodnim prostiedi je i nizka teplota
a koncentrace kysliku [2, 13]. VSeobecné je degradace hydrofilniho plastu rychlejsi oproti
hydrofobnimu [34].

Do akvatického prostiedi se mikroplasty dostavaji z riznych zdroju jako jsou napftiklad
prumyslové a domaci kanalizace, odtoky ze silnic, Cistirny odpadnich vod, pfenos vétrem nebo
nevhodnou likvidaci plastového odpadu (viz Obrazek 4) [2, 30]. U zemédélskych pud je Castym
zdrojem mikroplastl, kromé Cistirenskych kal, mulcovani plastovymi foliemi. Jejich likvidace
je ¢asove narocna a pracna, a proto se Casto tyto folie anebo jejich ¢asti umyslné i neimysiné
nechavaji v pade, kde poté dochazi k jejich degradaci na mikrocastice, které se zde postupné
hromadi. Tyto Castice pak mohou byt z pid vymyvany a mohou se dostavat do podzemnich
a povrchovych vod. Dal§im vyznamnym zdrojem mikroplasti je atmosféricka depozice
a splachy z komunikaci, které kontaminuji povrchové pudy a vody [13, 35]. Kontaminace
plasty byva obzvlast’ vyznamna v ustich fek, coz dale vede ke znecisténi pobiezi a motrského
prostiedi. Reky mohou piinaset kolem 80-94 % z celkové plastové zatéze v mofich a oceanech
[13]. I pfes to, ze Cistirny odpadnich vod zvladnou zachytit az 98 % mikroplasti z odpadnich
vod, tak se jen v USA denné dostane do akvatického prostfedi odhadem 8 biliona plastovych
kulovitych mikrocCastic prevazné z primarnich zdrojii (mikroplasty z potieb osobni hygieny,
pracich prostiedka) [33]. Témér 80 % motského odpadu je dnes tvofeno plasty a podle odhada
se do moiského prostiedi kazdy rok dostane okolo osmi miliont tun plastd [2].

Mikroplasty byly jesté donedavna prehlizenym problémem. Zijem o toto téma védci
i vefejnosti zacal rust az béhem poslednich let proto, ze byly nalezeny ve vodnich ekosystémech
po celém svété. Hodnoceni jejich mozného ekologického dopadu se tak stalo jednou
z kli¢ovych oblasti vyzkumu [2, 3, 15]. Nyni jsou mikroplasty vnimany jako jedna z hlavnich
environmentalnich hrozeb. Jsou vSudypfitomné, persistentni a maji toxicky potencial [5].
V roce 2022 vé&dci poprvé objevili mikroplasty v Cerstvé napadeném snéhu na Antarktidé a z 19
vzorkt kazdy obsahoval drobné plastové Castice. NejCastéji vyskytujicim se plastem byl
polyethylentereftalat (PET), ktery byl nalezen v 79 % vzorkt [36]. Mozny vliv mikroplastt
na zdravi ¢lovéka zacal byt vyrazné rozebiran v roce 2017, kdy se v médiich vyskytla zprava
s vysledky malé pilotni studie neziskové organizace Orb Media, kterd provedla testovani
nékolika vzorka pitné vody z riznych Casti svéta. U vétSiny vzorka byly nalezeny Castice
mikroplastt v fadu jednotek na litr o velikosti od 2,5 um do cca 1 mm [33]. Potencialni skody,
které mtzou mikroplasty zpusobit jsou rizné, pies piimé ucinky, zptsobené jejich pozitim nebo
schopnosti sorpce toxickych latek ze zivotniho prostredi [2].
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V suchozemskych ekosystémech mohou mit mikroplasty negativni vliv na pudni biotu,
kliceni semen a rust a produktivitu rostlin. U akvatického ekosystému vyrazné€ ovliviiuji zivé
organismy, hlavné mnohostétinatce, korySe a zooplankton. Vlivem poziti mikroplasti muze
dochazet ke snizeni piijmu potravy, zpomaleni rastu, oxidacnimu stresu, abnormalnimu
chovani az ahynu. Mikroplasty jsou také schopny kvuli lipofilité adsorbovat rizné toxické
anorganické a organické slouceniny (napft. t€zké kovy, polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAU), polychlorované bifenyly (PCB), per-/poly-fluoroalkylové latky (PFAS)), které mohou
nasledné uvolnit do okoli nebo v téle organismu po jeho konzumaci. Tato schopnost zvysuje
jejich toxické ucinky, ¢imz se stava nebezpecnéjsi pro biotu. Schopnost adsorpce je u starSich
mikroplastl vyssi nez u téch nove vzniklych [34].

Dostupnost a transport mikroplasti je ovlivnéna raznymi procesy jako je proudéni vzduchu,
tok vody, ale i pohyb lidi a zvitat mezi ekosystémy [2, 15]. Na jejich distribuci a mobilitu ma
vyrazny vliv 1 jejich povaha a vlastnosti, napt. hustota, tvar, schopnost adsorpce a velikost [2].
Plastové Castice tak mohou plavat na vodni hladin€, vznaset se v riznych hloubkach vodniho
sloupce nebo se usazovat na moiském dné [34]. Vétsi plastové castice, které jsou dobie
viditelné (makroplasty), maji negativni vliv na volné zijici organismy a rostliny — pii jejich
kontaktu miize dochazet k poziti castic nebo zamotani se do nich a poranéni organismu [15].
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Obrazek 4: Zdroje, dopad a migracni cesty MP. Prevzato z [34].

2.4.1 Vliv mikroplasti na vodni ekosystém

Vliv mikroplasta je$t€ neni zcela objasnén, ale béhem poslednich nékolika let se objevuje
stale vice studii, které se snazi monitorovat pfitomnost plastl v oceanech a jejich vliv
na mofskou faunu a floru [13]. Nedavno byly publikovany ¢Elanky o negativnich ucincich
mikroplasti na moisky a sladkovodni ekosystém. PfiCinou je jejich vSudypiitomnost,
perzistence, toxicky potencial, vysoka stabilita, difuze a mala velikost, ktera umoznuje ptimy,
anebo nepfimy pfijem organismy na raznych trofickych trovnich jako jsou zooplankton,
fytoplankton, ryby, mofisti ptéaci, kytovci, moifské zelvy, ostnokozci a bezobratli [2, 14].
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K nepfimému vstupu dochdzi pfi konzumaci kontaminované potravy, zatimco u piimého
dochazi k neplanovanému pozieni mikroplast vyskytujicich se volné€ v okolnim prostiedi, a to
kvuli jejich velikosti a zbarveni, coZz muze vést k zaméné za koftist [2, 13]. Pfijem mikroplastu
motskymi organismy je ovlivnén nékolika faktory, jako je barva, naboj, hustota, tvar, mnozstvi
a agregace téchto castic. Tvar mikroplasti naptiklad ovliviiuje dobu jejich pretrvavani po poziti
v téle organismu a nasledné jeho vyluCovani. VSeobecné maji Castice nepravidelného tvaru
oproti tém pravidelnym toxiCt€j§i charakter. Je to kvili naro¢né€jS§imu a déletrvajicimu
vyluCovani z tél organismi. Barva vyrazné ovlivilyje atraktivitu mikroplastl pro organismy,
které si je poté pletou s potravou, napiiklad zelena plastova vldkna se podobaji motskému
planktonu [13]. Mikroplasty se mohou akumulovat v zivych organismech, kde mize dochazet
k pfimému fyzickému poskozeni a ucpani vnitinich organt, coz poté vede k hladovéni, oslabeni
az nasledné smrti organismu [2, 14]. Mize také nastat zanét a toxicita jater, patologicky
a oxidacni stres, falesné nasyceni a zablokovana produkce enzymu. Ohledné poziti mikroplasta
je na tom nejhafe z mofskych organismu plankton, ktery je zarover potravou pro velkou ¢ast
moiské fauny a flory. Mikroplasty a na nich nasorbované kontaminanty tak mohou dal
postupovat potravnim fetézcem [13]. Mimo to byly zaznamenany i rizné zmény u organismu
jako snizeni dravosti zpusobené faleSnym pocitem nasyceni, ktery nastava po pozieni
plastovych ¢astic, anebo zmény v metabolismu a endokrinnich funkci [2]. Akvaticky ekosystém
muze byt také ovlivnén tim, Ze na plastovém odpadu mohou vznikat nové biotopy — habitat,
ktery dale muze vytvaret bariéru, kvuli které se zatemnuje akvatické dno a dochazi k omezeni
vymeény plynd mezi ekosystémy [13].

Dalsi rizikovy faktor je slozeni plastu. Pfi vyrobé se do plastové smési piidavaji ruzna aditiva
pro zlepseni jejich vlastnosti — zmékcovadla, stabilizatory, pigmenty, plniva a retardéry hoteni.
Aditiva Casto vykazuji toxické nebo karcinogenni ucinky. Pfikladem jsou ftalaty ¢i bisfenol A
(BPA) pouzivany jako aditivum pro antioxidacni vlastnosti [2, 14]. Tyto latky prokazatelné
ovliviiuji reprodukci vodnich organismi. Podle Globalné harmonizovaného systému
klasifikace a oznacovani chemikalii (GHS) obsahuje vice nez polovina druht plasti nebezpecné
monomery a piisady, které se mohou z plastd vyluCovat a dale se koncentrovat v daném
prostredi [14].

Kromé vyse uvedeného, muze dochazet i k sorpci jinych toxickych latek pfitomnych
ve vodnim prostfedi na mikroplasty. Mezi sorbované latky patii 1éciva (antibiotika,
farmaceuticky ucinné latky (PhACs)), perzistentni organické polutanty (POPs), t€zké kovy
a polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) [2]. Tyto polutanty se jen velmi tézko
odbouravaji pfirozenymi pochody v zivotnim prostredi. Jejich dal§im problémem je to, ze jsou
Spatné rozpustné ve vodé a dobfe v tucich, coz vede k jejich naslednému uvolilovani
z mikroplast s naslednou moznou kumulaci v Zivych organismech i v lidském téle [37].

2.5 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je mezioborova védni disciplina spojujici poznatky z toxikologie a ekologie.
Jejim cilem je vyvijet metody, které mohou charakterizovat pfimé i nepfimé pusobeni
Skodlivych latek na bakterie, rostliny, zivoCichy a pfirodni ekosystémy a jejich nasledky [38,
39]. Dale monitoruje transport a interakci kontaminantl s zivymi organismy v prostiedi
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azaméfuje se na predikci rizik, prevenci a zpuisoby odstranéni Skodlivych latek
z kontaminovaného zivotniho prostfedi [38].

Do zivotniho prostiedi se kvili lidské Cinnosti dostava velké mnozstvi znecist'ujicich latek,
které jsou Skodlivé pro ekosystém. V zivotnim prostiedi dochazi k transportu polutanti pomoci
vody a proudéni vzduchu i do velmi vzdalenych mist, kde se dany polutant nikdy nevyskytoval.
V pudé dochazi k pomalému transportu nebo akumulaci polutanti. Cizorodé latky se
v jednotlivych slozkach prostiedi ucastni biochemickych cykld, kde muze dojit k jejich
transformaci na neutralni metabolity nebo pfeméné na vice toxické produkty. V organismech
muze dochazet k bioakumulaci xenobiotik, které se dostanou k dalSim organismim pies
potravni fetézec. Tento proces vede ke zménam v populaci a ekosystému. Témi muze byt vliv
na reprodukci, mortalita, druhova diverzita a zmény ve funkci ekosystému [38].

Bioakumulace je proces, pii kterém se toxicke latky akumuluyji v télech organismu z okolniho
prostiedi nebo konzumaci kontaminované potravy a dochazi k postupnému zvySovani
koncentrace toxikantu v daném organismu oproti koncentraci v prostfedi. Proces je ovlivnén
riznymi biotickymi a abiotickymi faktory. Do biotickych fadime napftiklad druh organismu,
jeho zpasob Zivota nebo druh a kvantita pfijimané potravy. Do abiotickych dale stuperi
hydrofobicity latek, ¢as a zpisob kontaminace, velikost ¢astic a mnozstvi organického uhliku
v sedimentu. Biokoncentrace je proces, pii kterém dochazi ke zvySovani koncentrace
cizorodych latek v téle organismu pouze ptimym pusobenim prostiedi, ve kterém se nachazi.
Je tedy ovlivnéna koncentraci toxikantu v ekosystému a chemickou povahou latky.
Bioobohacovani je nasledek biokoncentrace a bioakumulace, vede ke zvySeni koncentrace
toxikantd v organismech s pfenosem pies dvé a vice trofickych trovni. Cim vys$s§i ma
organismus pozicli ve stupnici potravni pyramidy, tim pravdépodobnéji nalezneme vyssi
koncentraci polutanti v jeho biomase [40].

Toxicita nebo také Skodlivost je vlastnost dané latky, ktera pfi urcité koncentraci vyvola
nepfiznivy ucinek na organismus. Latka mize byt toxicka pro nékteré organismy a pro jiné
naopak. To, zda tomu tak je urcuje jeji davka. Velké mnozstvi latek mize mit pfi nizké davce
pozitivni vliv na organismus, ale pfi vyssi davce uz tomu tak neni [38]. Toxicitu délime podle
jejiho projevu na letalni (dochazi k thynu organismu), subletalni (vede k ovlivnéni zivotnich
funkci), mutagenni, neurotoxickou, hemotoxickou a jiné. Toxicky ucinek se dale d¢li
na okamzity (akutni), ktery nastane pfi jednorazové aplikaci a jeho mira se odviji od davky —
¢im je vysSi jednorazova davka toxikantu, tim je vét§i poSkozeni jedince nebo skupiny
organismu [40]. V pifipadé dlouhodobé a opakované aplikace malych davek se jedna
o chronickou toxicitu [38]. Mezi chronické ucinky se fadi mutageneze nebo genotoxicita,
u které se mohou nasledky projevit az na dalSich generacich, napfiklad na plodnosti nebo
degeneraci potomku [40].

Ekotoxicita je podle legislativy Ceské republiky definovana ve vyhlasce &. 94/2016 Sb.,
o odpadech, jako nebezpecnd vlastnost odpadu HI4. Stanovuje se pomoci sady
ekotoxikologickych testi na organismech. Mezi tyto zakladni organismy patii hrotnatka velka
(Daphnia magna), salat (Lactuca sativa), fasy (Desmodesmus subspicatus), bakterie (Vibrio
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fischeri) a ryby, naptiklad zivorodka duhova (Poecilia reticulata) nebo danio pruhované
(Brachydanio rerio). Testovani toxicity probiha u téchto organismt ve vodném roztoku nebo
vyluhu zkoumané latky. Pii negativni odezveé alespori jednoho z testovanych organismu je
testovana latka hodnocena jako ekotoxicky pozitivni [39, 41, 42].

Ziskana vérohodna a potvrzena data z ekotoxikologickych vyzkumu je nutné prevést
do legislativni formy, kde se stanovi limity a vytvoii se normy. Cely tento proces je slozity
a Casov€ naroCny a v prubéhu Casu dochazi k neustalym upravam, nejCastéji k zptisnovani
limith. Tyto legislativni limity jsou zavazné a pii piekroCeni pravné postizitelné. V ramcové
smérnici EU o vodé (nafizeni 2000/60/EC) jsou stanoveny dva typy limitl, a to maximalni
(jednorazova) pripustna koncentrace a prumérna ro¢ni hodnota [43]. Jednou z organizaci
poskytujici normy je mezinarodni organizace pro normalizaci — ISO (International
Standardization Organization) poskytujici standardizované metodiky a normy ve vSech
oblastech normalizace [44]. Standardizované ISO normy jsou mezinarodné¢ dohodnuté
a schvalené mezi odborniky v daném oboru.

Pro kontrolu chemickych latek v Evropé se zavadi nové a lepsi systémy evidence a hodnocenti
prumyslovych chemickych latek v ramci EU [43]. V roce 2007 vstoupila v platnost legislativa
REACH (Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals), coz je nafizeni Evropské
unie, které cili na zlepSeni ochrany lidského zdravi a zivotniho prostiedi ve spojitosti s riziky,
ktera mohou nastat u chemickych latek. Zarovenl ma za cil vytvaret lepsi konkurenceschopnost
chemického pramyslu EU. Natizeni REACH predepisuje postupy shromazdovani
a vyhodnocovani informaci o vlastnostech a nebezpecnosti chemickych latek. Vztahuje se
na vSechny chemické latky, at’ uz vyuzivané v bézném Zivoté nebo v pramyslovych procesech.
Spolecnosti, které vyrabi a uvadi chemické latky na trh, musi spliiovat ustanovena nafizeni
amusi stanovit rizika snimi spojena, ke kterym musi zavést duasledna opatieni.
U nebezpecnych latek dochazi k omezeni pouziti a je snaha o jejich nahrazeni bezpecnéj§imi
latkami [45].

Ekotoxikologické indexy jsou veli€iny, které kvantitativné vystihuji a¢inky latek ptsobicich
na organismy v ruznych slozkach prostfedi (ptida, voda, vzduch). Podle téchto indext je mozné
vzajemné porovnavani toxicity chemickych latek. Jejich cilem je ureni miry toxicity dané latky
ajeji pfitazeni do souboru tfid nebezpecnosti [40]. Jako hlavni ekotoxikologicky index se urcuje
davka toxikantu, ktera jiz ovlivni organismus a vyvola Gc¢inek u sledovanych parametri jako je
naptiklad inhibice rastu, mortalita, zména v chovani, imobilizace a zmény v aktivité
rozmnozovani [39]. Délime je na indexy vypocltené a urCené. Vypoctené byly ziskané
interpola¢ni metodou z experimentalné zjisténych dat a fadi se sem hodnoty jako LD (letalni
davka), LC (letalni koncentrace), EC (u¢inna koncentrace) a IC (inhibi¢ni koncentrace) [40].
V ekotoxikologii se nejCastéji pouziva index efektivni koncentrace ECS50, ktery udava
koncentraci testované latky, pfi které dochazi k vyvolani ti¢inku u 50 % testovacich organismda.
Tedy ¢im nizsi je vypoctena hodnota EC50, tim vySsi je toxicita testované latky [39]. Urcené
indexy jsou takové, u kterych byly koncentrace latek bezprostiedné v experimentu testovany
a nasledné ovéreny statickym srovnanim s kontrolou. Nejvice vyuzivané jsou indexy NOEC
a LOEC. NOEC (No observed effect concentration) znaci nejvyssi koncentraci testované latky,
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ktera jeSté nevyvolala staticky vyznamny vliv na organismy oproti kontrole. LOEC (Lowest
observed effect concentration) je naopak nejnizsi testovana koncentrace latky, pfi které byl
staticky vyznamny efekt v porovnani s kontrolou zaznamenan [40].

2.5.1 Faktory ovliviiujici toxicitu latek

Toxicita latek je ovlivnéna fadou riznych faktora, od kterych se odviji vliv expozice a t¢inek
toxické latky. Uginnost toxicity je obecné dana faktory jako je koncentrace a charakter
toxikantu v prostfedi, ve kterém se vyskytuje organismus. Dale maji vliv jeho fyzikalné-
chemické vlastnosti, biodostupnost a nasledné pusobeni toxické latky v organismu. VSeobecné
je mira toxicity ovlivnéna vztahem mezi toxikantem, organismem a zivotnim prostiedi [40, 46].

Fyzikalné-chemické faktory maji vliv na transport latek v prostedi a dostupnost latky pii
kontaktu s zivymi organismy, jejich distribuci uvnitf organismu s pfipadnym naslednym
vyloucenim z té€la ven. Nejdulezitéjsi faktor, ktery ovliviiuje silu pusobeni toxické latky je
koncentrace latky v prostiedi a v organismu. Dal§im dilezitym faktorem je rozpustnost latky
ve vodé nebo v tucich. Diky této vlastnosti 1ze odhadnout chovani toxikantu v metabolismu,
jeho moznou kumulaci v organismu a pfipadné vylouceni ztéla. U latek, které jsou dobtre
rozpustné ve vode (hydrofilni), dochazi k rychlé distribuci v téle s rychlym nastupem toxického
ucinku. Tyto latky jsou ale snadno vylucitelné z téla organismu. U latek lipofilnich je tomu
naopak, protoze u nich dochazi k ukladani v tucich, kde jsou siln€¢ vazany. Vstiebavani
i vyluCovani je vyrazné pomalejsi a mize dochazet k bioakumulaci. Mezi dalsi faktory patii
struktura latky, perzistence, doba a zptsob expozice [40].

Mezi environmentalni faktory fadime podminky prostiedi, ve kterém se toxicka latka
a organismus vyskytuje. Témito faktory jsou teplota a vlhkost prostiedi, pfipadné intenzita
svétla. Mohou ovlivnit vstfebavani a degradaci toxickych latek v prostredi, anebo mohou
ovlivnit miru jejich ucinku. Nepfimo mohou toxicitu ovliviiovat 1 tzv. stresové faktory, mezi
které patfi napt. hluk [40].

Mira toxického pusobeni se odviji i od druhu a taxonomického zafazeni organismu, ktery se
dostal do kontaktu s toxickou latkou — biologické faktory. UrCity toxikant bude jinak puasobit
na hmyz, plazy nebo savce. Ve skupiné jedinct stejného druhu také nenastane stejny toxicky
ucinek. Kazdy jedinec je totiz ovlivnén faktory jako je jeho geneticka variabilita, stari, pohlavi
a zdravotni stav [40].

2.5.2 Ekotoxikologické biotesty

Ekotoxikologické biotesty jsou experimenty, které probihaji na zivych organismech ve snaze
zjistit, zda ma testovana latka negativni ucinek v konkrétnim ekosystému a v jaké koncentraci
je toho docileno [40]. Poskytuji pomé&rné rychlé, nenaro¢né a dostatecné zhodnoceni testované
latky [46]. Testy probihaji za pfesné definovanych podminek a vystupem je reakce testovaného
organismu [40].

Cilem biotestli je predikce nebo stanoveni environmentalniho dopadu testované latky
na zivotni prostiedi. Toxicka latka mize organismus ovliviiovat dvéma zpusoby v zavislosti
na koncentraci. Urcita koncentrace muze vést ke stimulaci rustu nebo reprodukcni aktivity
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organismu (hormeze) nebo naopak muiZe zpusobit jeho inhibici az pfipadnou smrt. Obé varianty
mohou byt nezadouci [40].

Toxicita se mize projevovat na riznych urovnich od molekuly az po ekosystém a jeji
rozliSeni byva Casto velmi komplikované, protoze velké procento organismu zije ve vzajemné
propojeném spoleCenstvu v daném ekosystému, kde se vzajemné ovliviiuji [40]. Testovani
probiha na tfech urovnich — testy na urovni bunék a tkani, testy na irovni organismu, a nakonec
testy na arovni biocenoz, kde se sleduje toxicita latky v pfirodnim prostfedi nebo na modelu
[46]. Ekotoxikologické testy je mozné clenit do nékolika skupin dle rGznych parametru,
napfiiklad podle doby expozice na akutni (kratkodobé), semiakutni a chronické (dlouhodobé¢)
testy [40]. Akutni testy se fadi mezi nejrozsifenéjsi standartni laboratorni testy a jejich délka
trvani je v fadu hodin az dni (24-96 hodin). Jsou sledovany uCinky na organismu
pii jednorazovém podani testované latky. U kratkodobé expozice jsou predpokladany dva
scénafe ucinku podle velikosti davky testované latky. U nizké davky muze nastat stav bez
ucinku nebo velmi mirny pokles vitality srychlou regeneraci testovaného organismu.
Pfi vysoké davce mohou nastat dva stavy. Bud dojde jen ke snizeni vitality a po skonCeni
testovani nastane postupna regenerace organismu, nebo se dostavi akutni otrava, ktera nasledné
zpusobi smrt organismu [43].

Chronické testy jsou vyznaCovany expozici po celou délku zivota organismu. Tyto
organismy jsou pravidelné v urcitém stanoveném intervalu vystavovany testované latce.
U nizké davky pii dlouhodobé expozici miiZze nastat adaptace organismu, ktera se odviji od
toho, jestli je organismus schopen dany toxikant imobilizovat nebo vyloucit z téla ven nebo
muze dojit k chronické otravé, kdy organismus neni schopen ucinné vylucovat toxikant z téla
a s dlouhodobou expozici dochazi k prekroCeni limitni hodnoty s néslednou smrti organismu.
Pii vysoké davce s dlouhou expozici je predpokladané vazné poSkozeni organismu koncici
uhynem. Chronické testy nam poskytuji data o dlouhodobém pusobeni latky na testovany
organismus, které jsou pouzity pro stanoveni hodnot NOEC a LOEC [43].

Dal§im vyznamnym parametrem je pokrocCilost designu testovaciho systému. Dle toho se
testy déli na testy 1. generace, do kterych patii klasické (standartni, konvencni) testy
s intaktnimi organismy, testy 2. generace tzv. mikrobiotesty (alternativni testy toxicity), testy
3. generace (biosenzory, biosondy a biomarkery) a testy 4. generace, coz jsou on-line systémy
v€asného varovani s dalkovym pienosem dat z biotestu [43, 44]. Dale se d€li podle cilového
ekosystému (sedimenty, pidni, mofsky a sladkovodni), trofické trovné testovacich organismt
(testy s producenty, konzumenty a destruenty), testované matrice (puda, sediment, odpad,
chemicka latka, voda a vzduch), slozitosti testovaného vzorku (smési latek, pfirodni vzorky
anebo Cisté chemické latky), zptsobu pfipravy vzorku (pfimé testovani environmentalnich
matric — kontaminovana puda, sedimenty, definované koncentrace chemickych latek, testovani
vyluhti nebo extrakti pfirodnich vzorkl, odpadni vody), poCtu testovacich organismu
(jednodruhové a vicedruhové s pfirodnimi spoleCenstvy nebo laboratornimi smésmi druhti),
stupné komplexnosti detekéniho systému (enzymy, biosondy, bunécné a tkanové kultury,
intaktni organismus, populace a spoleCenstvo), sledované odpovédi (reprodukcni aktivita,
letalni ¢i subletalni ucinky a hodnoceni fyziologické aktivity) [40].
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Biotesty ve vodnim prostiedi se fadi mezi nejpouzivanéjsi metodiky testovani ekotoxicity
[40]. U vodnich organisml dochazi k Castému kontaktu s pfirodnimi a antropogennimi stresory,
mezi které mazeme napiiklad zaradit pfitomnost kontaminantd, zménu teploty, dostupnost
potravy a hladinu kysliku [47].

2.5.2.1 Lemna minor

Lemna minor neboli okfehek mensi se fadi mezi nejb€znéjsi a nejrozsifené;si volné plovouci
krytosemennou jednodéloznou rostlinu Celedé oktehkovitych (Lemnaceae), vyskytujici se
v §iroké Skale prostiedi a na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy [40, 48]. Je to drobna
vodni plovouci rostlina s plochou stélkou, ze které vyrusta pouze jeden nevétveny kofen (viz
Obrazek 5). Tato rostlina na vodnich plochach stojatych az mirné tekoucich vod tvofti rozsahlé
kolonie [40]. Kveteni je pomérné vzacné, a proto je rozmnozovani u této rostliny vegetativni a
klonalni, kdy ze spodni strany mateiské lodyhy vyrastaji dcefiné listy. Tento zptisob
rozmnozovani vede k velmi kratké genera¢ni dobé, pokud jsou dodany vhodné podminky
vnéjsiho prostiedi [48]. Okiehek mensi patfi mezi primarni producenty, slouzi prevazné jako
zdroj potravy pro ryby, vodni ptactvo a malé zivoCichy a také tvoii utociste pro Sirokou Skalu
malych bezobratlych organismu [49]. Jeho kolonie vytvari za pfiznivych podminek kompaktni
plochy, pres které nedochazi k propousténi svétla, coz vede k uniku asimila¢niho kysliku do
vzduchu. To ma za nasledek snizeni jakosti vody pod kolonii [40]. Diky jeho fyziologickym
a morfologickym vlastnostem a rychlému rozmnozovani je okiehek mensi vhodny modelovy
laboratorni organismus pro vyssi vodni rostliny. V ekotoxikologii se vyuziva jako bioindikator
pro testovani fytotoxicity riznych druht polutantt, tézkych kovi a nanomaterialti v testech in
vivo a in vitro [50, 51].

Obrazek 5: Okiehek mensi (Lemna minor).

Testovani probih4 podle normy CSN EN ISO 20079 Jakost vod —Stanoveni toxickych u¢inkd
slozek vody a odpadni vody na okiehek (Lemna minor) — Zkouska inhibice rustu okiehku [49].
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2.5.3 Ekotoxikologické testy s mikroplasty

Ekotoxikologické studie vétSinou probihaji s konvenénimi mikroplasty a studuji jejich vliv
na akvatické organismy. Mezi testované plasty se fadi napiiklad polyethylentereftalat (PET),
polyethylen (PE), polyvinylchlorid (PVC), polystyren (PS), nebo polyuretan (PUR). Mezi
nejCastéji vyuzivany testovaci vodni organismus patii planktonni kory§ Daphnia magna z tadu
perloocek. Protoze se fadi mezi zakladni slozku potravy ryb, je vyznamnou slozkou vodni
biocenozy [40].

Studii vlivu mikroplast na vodni ekosystém nebylo zatim provedeno mnoho, napt. Eltemsah
a Bohn zkoumali distribuci a u€inky 6 um castic mikroplastl z polystyrenu na organismus
D. magna. Pro test byla vybrana 2 stadia, a to 24 hodin stard mlad’ata a 9 dni stafi jedinci.
Pro akutni toxicitu byla zvolena koncentrace 0—300 mg/L po dobu 120 hodin a u chronické
toxicity 0-100 mg/l po dobu 75-77 dni. U akutniho testu po uplynuti 48 hodin nebyla
zaznamenana akutni toxicita, ale po 120hodinové expozici byla zjiS§téna zvySena mortalita.
U chronického testu byla sledovana mirné zvySena mortalita, snizeny rust a stimulace rané
reprodukce na ukor reprodukce pozdé§i. Také byla zaznamenana mechanickd interakce
a interference mikroplastu s organismem pii krmeni, traveni a také zménou chovani [52]. Déle
de Felice a kol., studovali ucinky polystyrenovych mikroplasti (1 a 10 um) v koncentracich
(0,125, 1,25 a 12,5 pg/ml). Zjistili, ze tyto Castice mohou ovlivnit behavioralni vlastnosti
testovaného organismu D. magna. Pri testovani bylo zaznamenano u nejvyssi koncentrace
zvétSeni téla a zvySena aktivita organismu s vyznamnym narastem primeérného poctu potomka
[53]. PS mikroplasty (<63 um) studovali také Schiir a kol., ktefi také potvrdili toxicitu
mikroplasti pfi vicegeneraCnim testovani. Pro test vyuzily nepravidelné sekundarni
polyesterové mikroplasty (400, 2 000 a 10 000 c¢astic/ml) a kaolin po dobu Ctyf generaci
v podminkach s omezenim potravy, zabyvali se vlivem téchto ¢astic na organismus D. magna.
U koncentrace 10 000 castic/ml doslo béhem 21 dni téméf k jejich vyhynuti. U koncentrace
2 000 castic/ml nastal ve druhé a tfeti generaci vyrazny pokles piezivsich jedinct, a to na 55 %
a nasledné 35 %. Pii ctvrté generaci byla 100% umrtnost. Byl také zaznamenan vliv na jejich
snizeny rast a reprodukci. Expozice kaolinu pfi podobnych koncentracich na rozdil od MP
nevyvolala negativni uinky [54].

Dalsim casto testovanym organismem jsou fasy, u kterych byly rovnéz pozorovany negativni
ucinky mikroplastd na rdst a zmény v obsahu chlorofylu a ab a také mozné zmeény
v biochemickém slozeni bunék. U konvencnich plasti byly napiiklad testovany mikrocastice
PE, PP a PVC na tasu Acutodesmus obliquus, dale Castice PE, PP, PS, PVC a PET na rasu
Chlorella sp. a PP a PVC na Ch. pyrenoidosa a Microcystis flos-aquae [55-57].

S pfichodem biodegradabilnich plasti se zacaly zkoumat i tyto materialy, pfesnéji
mikrocastice a také jejich mozny dopad na organismy v zivotnim prostredi. Naptiklad Su a kol.,
se zaméfili na porovnani negativniho vlivu konvencnich (polyethylen (PE), polyamid (PA))
a biodegradabilnich (kyselina polymlécna (PLA) a polybutylensukcinat (PBS)) mikroplastii na
tasu Chlorella vulgaris. Podle vysledkti oba druhy mikroplastd inhibuji rist fas ve srovnani
s kontrolou. Mikrocastice PLA vykazovaly nejsilnéjsi inhibi¢ni u¢inek na rust této fasy, a to
047,95 %. Skoro totozné inhibice dosahly i mikrocastice PE, a to 0 47,24 % [58].
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Gonzalez-Pleiter a kol., se pro zménu zabyvali vlivem sekundarnich nanoplasti PHB
ziskanych abiotickou degradaci z mikroplasti PHB na 3 reprezentativni organismy, a to
primarni producenty jako je sinice Anabaena sp., zelena tasa Chlamydomonas reinhardtii
a primarni konzument D. magna. U vsech testovanych subjekti nastalo vyrazné snizeni
bunééného rustu a doslo ke zméné fyziologickych parametra. U Anabaena a C. reinhardtii
doslo ke snizeni rastu 0 90 az 95 % a u D. magna byla pozorovana vyrazna imobilizace (85 %).
Nasledné bylo zkoumano, zdali zminénou toxicitu zptsobuji pfimo tyto nanoplasty ¢i jiné latky
vznikajici pfi abiotické degradaci PHB mikroplasti. Zde nebyly pozorovany zadné vyrazné
toxické ucinky na organismech. Mirny efekt nastal jen u ristu sinic. Z vysledku je patrné, Ze za
pozorovanou toxicitu pravdépodobné mohou samotné PHB nanocastice a vylucuje se tim
ptitomnost dalSich toxickych pfisad. Z dosazenych vysledkd bylo patrné, ze sekundarni
nanocastice PHB vzniklé pfi abiotické degradaci PHB mikroplasti mohou byt pro akvatické
organismy Skodlivé. U vSech testovanych subjektt nastalo vyrazné snizeni bunécného rastu
a doslo ke zméné fyziologickych parametra [59].

Interakce mikroplast s vodnimi cévnatymi rostlinami nebyla zatim téméf zkoumana i pres
to, ze jsou dulezitou soucasti ekosystému. Hustota mikroplastl ma vyrazny vliv na jejich
rozlozeni ve vodnim ekosystému. Mikrocastice jsou bud’ leh¢i nez voda, a tak se mohou vznaset
se na vodni hladiné (PE, PP, EPS), anebo jsou t€z8i nez voda a pfi vstupu do vodniho prostredi
zacnou klesat ke dnu (PS, PET, PVC). Pokud se vznasi, tak dochazi k jejich interakci
s plovoucimi vodnimi rostlinami a mize nasledné nastat sorpce na jejich listy a koteny [60].
Mezi nejcastéji testované mikroplasty na vodni rostliné Lemna minor patti PE, PET, PS, bakelit
a smes butadienové a styren-butadienové gumy (material pro vyrobu preumatik).

Kalcikova a kol., zkoumali vliv polyethylenovych mikroperlicek z kosmetickych vyrobkut na
vodni rostlinu L. minor. Zaroven byly pro testovani pfipraveny i vodné vyluhy z téchto PE
mikroplast, aby mohl byt vyloucen podil kosmetickych slozek na méfenych parametrech.
Koncentrace mikrokulicek v experimentu byly 0, 10, 50, a 100 mg/L a doba expozice byla 7
dni. Z dosazenych vysledkti bylo zjisténo, ze specificka rychlost rastu listG a obsah
fotosyntetickych pigmentt (chlorofylu a a b) v listech nebyla PE mikro¢asticemi ovlivnéna.
Vyrazna zména nastala u rastu kofent, které byly ovlivnény mechanickym blokovanim téchto
mikroplasti. Také byl zaznamenan vliv ostrych castic PE na snizeni viability kofenovych
bunék. U mikrocastic s hladkym povrchem byl tento vliv zanedbatelny [61].

Mateos-Cardenas a kol., testovali mikroplasty o velikosti 10-45 pm z polyethylenu
(koncentrace 50 000 ¢astic/ml) a pfiSli na to, ze se tyto Castice mohou silné adsorbovat na
povrch vodni rostliny L. minor, a to az 7 mikroplastd na mm?. L. minor je tak potencialnim
vektorem pro troficky pfenos mikroplasti. Z vyslednych dat bylo dale patrné, Ze ucinnost
fotosyntézy a rist rostlin nejsou mikroplasty ovlivnény. Dale pozorovali sladkovodniho
blesivce Gammarus duebeni, ktery ptijimal jako potravu mikroplasty kontaminovany L. minor.
Po expozici 24 a 48 hodin nebyl zjistén zadny zjevny vliv na pohyblivost nebo umrtnost
organismu [62].
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Rozman a kol., se zaméfili na komplexni studium Sesti riznych typa mikroplastt, které mély
simulovat bézné mikroplasty vyskytujici se v zivotnim prostfedi. Koncentrace vSech
mikroplastd byla 100 mg/l. Ve studii byl zkouman vliv téchto Castic a také jejich vyluha na
L. minor a bylo zji§téno, ze zadny z téchto mikroplastli nema vliv na specifickou rychlost ristu
a obsah chlorofylu v listech. Naopak ostré mikroplasty s drsnym povrchem zavinily vyrazné
snizeni rastu kofend. U mikroplastl z bakelitu bylo zaznamenano jejich intenzivni vyluhovani,
coz zvySuje jejich ekotoxikologicky potencial [63].
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3 CILPRACE

Biodegradabilni bioplasty predstavuji v soucasné dobé ekologictejsi alternativu za konvencni
plasty a své uplatnéni nachazi napfiklad v pramyslu obalovych materialti, zemédé€lstvi anebo
v medicingé. Pfedpoklada se, ze v ekosystému dochazi k jejich pomérné rychlému odbourani
arozlozeni pfitomnymi organismy, ¢imz by se omezilo hromadéni a znecistovani zivotniho
prostiedi plasty. Zaroven jsou biodegradabilni bioplasty povazovany za neskodné a netoxické
pro piitomnou biotu. AvSak v realnych podminkach muze byt biodegradace negativné
ovlivnéna okolnimi vlivy, jako je napfiklad teplota, pH ¢i pfitomnost mikroorganismu. Proces
tak muze byt pomémé zdlouhavy za vzniku sekundarnich mikroskopickych castic —
mikrobioplastd, které mohou nasledn€ setrvavat v prostiedi a jejich pfitomnost mize mit
nepfiznivy vliv na ptitomné organismy a rostliny [4, 5]. Divodem vzniku této prace je to, ze
prozatim existuje jen velmi malo studii zabyvajicich se vlivem P3HB na vodni organismy
a akvatické ekosystémy, a i ptes jeho biodegradabilni potencidl a idajnou nezavadnost neni
prozatim jisté, jak muze ovlivnit zivotni prostfedi v dlouhodobém casovém méfitku.

Cilem této bakalaiské prace je posoudit mozny ekotoxikologicky vliv biodegradabilnich
mikroplasti na vyvoj a rast vodni rostliny Lemna minor. Jako modelovy biodegradabilni
polymer byl zvolen poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB), ktery patii do skupiny biodegradabilnich
polymert polyhydroxyalkanoatti. Pro ekotoxikologicke testovani v této praci byly vybrany dvé
velikostni frakce <63 pm a 63 az 125 um castic P3HB v koncentracich 10, 50 a 100 mg/L oproti
kontrole, na kterou bylo pouzito Cisté Steinbergovo médium. Pro studium téchto mikroplastti
bylo vybrano nékolik pfistupt, a to vliv suspenze, vymény suspenze v prubéhu testu, pfimého
navazeni P3HB a jeho vyluh. VSechny tyto pfistupy byly provadény za kontrolovanych
podminek. Po ukonceni tohoto ekotoxikologického testu byly zaznamenany endpointy
o hmotnosti a délce kotfene, vlivu na rist rostliny a mnozstvi fotosyntetického pigmentu
(chlorofyl a a b, karotenoidy). Dale byl proveden pro porovnani vysledki experiment
s konven¢nimi PET mikroplasty, ktery probihal za stejnych podminek a ve stejnych frakcich
a koncentracich. Na zavér probéhla série sorpCnich experimenti na P3HB i1 PET a test se
snizovanim nutrientd.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Priprava PHB a PET

Pro ekotoxikologické testy byly pouzity mikrocastice kulovitého tvaru P3HB (ENMAT
Y3000), které byly dodané od TianAn Biologic Materials Co., Ltd. (Ningbo City, China).
Pripravena suspenze PHB v MilliQ vodé byla za mokra presitovana pres sita s velikosti ok
125 um a 63 um. Timto zpisobem ziskané frakce byly suseny v digestofi za laboratorni teploty.

Pro porovnavaci ekotoxikologické testy s rostlinou Lemna minor byly pouzity nepravidelné
mikrocastice polyethylentereftalatu (PET). Ty byly ziskany jako zbytkovy material
z mechanické recyklace z firmy PETKA CZ a.s. (Brno, Ceska republika). Mikro&astice PET
byly nékolikrat precisténé pomoci vody a poté byly také presitovany pies sita s velikosti ok 63
al25 um.

4.2 Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci rostliny L. minor bylo pouzito modifikované Steinbergovo médium (ISO 20079
2005). Toto médium bylo pfipraveno z predem piipravenych zasobnich roztoki podle zminéné
normy [49]. Pro odbér pozadovaného mnozstvi makroslozek byl pouzit odmérny valec
s objemem 100 ml a pro odbér mikroslozek byla pouzita automaticka pipeta na 1 ml. Odmétené
roztoky byly postupné pfidavany do sklenéné odmérné bariky o objemu 1 000 ml, ktera byla
poté doplnéna destilovanou vodou po rysku.

4.3 Test toxicity na organismu Lemna minor

Pro laboratorni testovani toxicity byly vyuzity rostliny okifehku mensiho (L. minor) z Celedi
Araceae. K tomuto uéelu byly pouzity rostliny z laboratorni kultury na Ustavu chemie
a technologie ochrany zivotniho prostredi (Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné,
CR). Kultivace zde probiha ve Steinbergové médiu (ISO 20079 2005) pii stanovenych
podminkach (teplota 23 + 2 °C, fotoperioda 16/8 h) [49].

Pouzité mikrocastice P3HB v testovaném médiu klesaly ke dnu kvuli jejich hustoté, ktera je
1,23 g/cm®. Z toho divodu bylo potieba kombinovat nékolik riiznych piistupti, jak dostat
castice P3HB do kontaktu s rostlinou L. minor pii ekotoxikologickém testu. Pro toto testovani
byl vybran vliv a) suspenze (bez vymeény), b) s vymeénou suspenze béhem testu, c¢) vyluh
a d) pfimé navazeni, u kterého nékteré nedostatecné smocené Castice P3HB zUstavaji plavat
na hladin€ vlivem povrchového napéti. Timto zpiisobem mohou byt v kontaktu s listovou Casti
L. minor. U vSech zminénych pfistupti probéhlo testovani s obéma velikostnimi frakcemi
P3HB. Test s mikrocasticemi PET byl proveden stejnym zplisobem a za stejnych podminek
jako s mikroc¢asticemi P3HB v suspenzi.

V pifipadé a) suspenze byly vSechny vzorky pfipraveny navazenim potiebného mnozstvi
P3HB, ktery byl kvantitativné preveden do odmérné barky. Ta byla nasledné doplnéna
Steinbergovym médiem po rysku. Pfipravené suspenze byly umistény pro lepsi homogenizaci
a rozptyleni vSech castic na 10 minut do ultrazvukové lazn€. Pii b) vymeéné suspenze byla
pfiprava stejna. Suspenze byla v tomto ptipadé ménéna v prubéhu testu za nové piipravenou
behem testu dvakrat. U c¢) vyluhu byla nejprve pfipravena suspenze P3HB ve Steinbergovée
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médiu, ktera byla poté inkubovana po dobu 7 dni za stejnych podminek, jako probihal test
s L. minor. Po uplynuti stanoveného ¢asu bylo médium prefiltrovano na filtru o velikosti port
0,8 um. Pti d) pfimém navazeni bylo potfebné mnozstvi mikro¢astic P3HB pro kazdou testovaci
nadobu navazeno zvlast. Mikrocastice byly nasledné preneseny pfimo do testovaci nadoby.

Testovani vlivu mikro¢astic P3HB probihalo ve 150 ml sklenénych kadinkach. Kazda z nich
byla naplnéna 100 ml pfipravené testované suspenze, vyluhu, nebo €istého média, které slouzilo
jako kontrola. Koncentrace mikrocastic kulovitého tvaru P3HB byla 0, 10, 50 a 100 mg/L, to
dle distribuce &astic odpovida 3,20-10'3 &astic v 1 g pro frakei <63 pm a 2,39-10'3 &asticv 1 g
pro frakci <125 um. Tato koncentrace byla pouzita 1 u mikrocastic PET, které byly
nepravidelného tvaru. Koncentracni rozmezi bylo vybrano podle jiz dfive zminéné studie
Kalcikové a kol., kde testovali toxicitu mikroplasti na L. minor [61]. Kazdy experiment
zahrnoval 3 opakovani o stejnych expozi¢nich koncentracich a byl opakovan tikrat. Do kazdé
kadinky bylo vybrano 9 listd rostliny tak, aby vice nez 50 % plochy povrchu bylo k dispozici
pro rust rostliny. Pfed vlozenim byly rostlinam opatrné odstranény koteny. Po nasazeni testu
byly kéadinky zakryty tak, aby nedochazelo k odpafovani média a preneseny na misto
s vhodnymi podminkami pro testovani. Experiment byl proveden za teploty 24 + 1 °C
s nastavenou fotoperiodou 16/8 h (svétlo/tma) a za svételné intenzity 4300 lux na urovni rostlin.
Rostlina byla témto podminkam vystavena po celou dobu experimentu, a to tedy sedm dni.

4.3.1 Stanoveni poctu stélek

Vsechny nasazené vzorky byly po tydnu pieneseny na dobfe osvétlené misto, kde doslo
k potizeni fotografii z vrchniho pohledu. Tyto fotografie byly vyuzity pii pozd€jSim pocitani
jednotlivych listd v kazdém vzorku. Ziskana data o poctu listi byla dale wvyuzita
pii vyhodnoceni rychlosti rustu/inhibice rastu. Vypocet byl proveden podle normy (ISO 20079
2005) [49].

4.3.2 Meéreni délky korene

Néahodnym vybérem bylo pfeneseno 5 rostlin L. minor na zalaminovany milimetrovy papir,
ktery byl polozen na osvétlené desce. U kazdého sledovaného vzorku byla potizena fotografie
fotoaparatem Nikon D3100 a objektivem AF-S Micro NIKKOR 40 mm 1:2.8 G (Nikon, Japan)
(Obrazek 6). Délka kotent byla poté vyhodnocena pomoci programu ImagelJ.

Obrazek 6: Délka korenii u kontroly a nejvyssi koncentrace P3HB (vyluh).
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4.3.3 Stanoveni Cerstvé a suché biomasy

Rostliny L. minor byly opatrné€ pieneseny na filtraCni papir, kde byly osuSeny tak, aby
nedoslo k jejich poskozeni. Poté byl vzorek prenesen na pfedem zvazenou sklenénou lodicku
a byla stanovena jeho vaha na analytickych vahach. Hmotnost byla zaznamenana. Po odebrani
30 mg pro dalsi stanoveni byl zbyly vzorek pfenesen na pfedem vysuSeny a zvazeny filtracni
papir a susen v susarné pii 80 °C do konstantni hmotnosti (kolem 48 h).

4.3.4 Stanoveni fotosyntetickych pigmenta

Modifikovanou metodou dle Arnona byly stanovovany fotosyntetické pigmenty (n=9) —
chlorofyl a a b, a celkovy obsah karotenoidi. Tuto metodu popsali Radi¢ a Pevalek-Kozlina
[64]. Pfedem navazenych piiblizn€ 30 mg rostliny L. minor z kazdého vzorku bylo rozetfeno
v tfeci misce s 1 ml ledového 80% acetonu a Spetkou uhli¢itanu hofe¢natého, ktery byl pouzit
pro lepsi homogenizaci. Piipraveny extrakt byl pfeveden do 10 ml odmérné bariky a doplnén
po rysku destilovanou vodou. Po extrakci byly vzorky odstfedény pii 5 000 rpm po dobu
3 minut a nasledné bylo zméfeno absorp¢ni spektrum supernatantu pii 470, 646,8 a 663,2 nm
na pfistroji Specord 40 proti 80% acetonu.

4.4 Sorp¢ni experiment

U obou velikostnich frakci (63 um a 125 pm), ve stejnych koncentracich (0, 10, 50
a 100 mg/L) a za stejnych podminek jako pfi testu s rostlinou L. minor prob&hla inkubace
mikrocastic P3HB a PET ve Steinbergové médiu po dobu 168 h. V ¢ase 0, 24, 96 a 168 h
probéhl odbér vzorku média, ktery byl nasledné prefiltrovan pres nylonovy filtr o velikosti pora
0,45 um. U téchto prefiltrovanych vzorkt byla poté stanovena spektrofotometrickou metodou
koncentrace dusi¢nanového dusiku. Ke stanoveni byla pouzita komeréni sada (Spectroquant®,
Millipore, 109713).

4.4.1 Tests mensi koncentraci zivin

Na zakladé dosazenych vysledki pifi sorpénim experimentu byl pro porovnani proveden test
smensi koncentraci zivin. Experiment probéhl za stejnych podminek jako pfi testech
s mikro¢asticemi P3HB a PET. Rostlina L. minor byla inkubovana v ptipraveném Steinbergove
médiu, u kterého doslo pii kazdé sadé k postupnému snizeni zivinato o 5 %, 10 %, 20 %, 30 %
a 40 % oproti kontrole.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vliv na rychlost ristu a hmotnost biomasy

Z dosazenych vysledku testt s vodni rostlinou L. minor je patrné, Ze pii sedmidenni expozici
mikroc¢astic P3HB (<63 pm a 63 az 125 um) v a) suspenzi (bez vymény), b) s vyménou
suspenze kazdé dva dny beéhem testu a d) pfi pfimém navazeni Castic P3HB do kadinek
nedochazi k vyznamnému ovlivnéni rychlosti ristu listd. U obou velikostnich frakci ve vsech
testovanych koncentracich 10, 50 a 100 mg/L byla pozorovana inhibice, pfipadné stimulace
rastu mensi nez 10 % oproti kontrole. U testovani cCastic <63 um byla zjisténa
inhibice/stimulace rustu oproti kontrole, a to 0,65 %, 0,61 %, -0,46 % pro a) suspenzi, -5,28 %,
-3,76 % a -2,96 % pro b) vymeénu suspenze béhem testu a -3,05 %, -2,42 % a -0,45 % pro d)
pfimé navazeni castic P3HB do kadinek, kde doslo ke stimulaci ristu mensi nez 10 % oproti
kontrole (Obrazek 7). Pro castice o velikosti 63 az 125 um byly zaznamenany podobné
hodnoty, a to 2,32 %, 0,13 % a 1,13 % pro a) suspenzi, 1,05 %, 2,40 % a 0,18 % pro b) vymenu
suspenze béhem testu a -2,21 %, -2,75 % a -4,67 % pro d) pfimé navazeni castic P3HB do
kadinek (Obrazek 8).

Naopak u sedmidenni expozice c) vyluhu z ¢astic P3HB byl zaznamenan vyznamny
negativni vliv na rychlost ristu L. minor, a to u obou velikostnich frakci. U v§ech testovanych
koncentraci Castic (10, 50 a 100 mg/L) byla pozorovana zvySujici se inhibice rastu L. minor,
ato 4,72 %, 4,01 % a 15,95 % pro Castice <63 um a 2,79 %, 7,61 % a 17,69 % pro Castice
o velikosti 63 az 125 um (Obrazek 7, Obrazek 8). Negativni vliv mikro¢astic P3HB na hmotnost
L. minor nebyl zjistén ani po zvazeni Cerstvé a suché biomasy u v§ech provedenych testi.
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Obrazek 7: Vysledky pro rychlost ristu rostliny L. minor pro Cdstice <63 um (A — suspenze (a), B —
vyména suspenze (b), C —vyluh z P3HB (c), D — primé navazeni mikrocastic P3HB (d)). Hvézdicka znaci
signifikantni zmény oproti kontrole.
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Obrazek 8: Vysledky pro rychlost riistu rostliny L. minor pro cdstice 63 az 125 um (A — suspenze (a), B
— vyména suspenze (b), C — vyluh z P3HB (c), D — primé navazeni mikrocastic P3HB (d)). Hvézdicka
znadi signifikantni zmény oproti kontrole.

U a) suspenze, b) jeji vymeény a d) pfimé navazky nedochéazi k vyraznému vlivu
pravdépodobné kviili tomu, ze hustota ¢astic P3HB se pohybuje okolo 1,18 az 1,26 g/cm?, coz
vede k jeho sedimentaci na dno kadinky [29]. Diky tomu ma rostlina u povrchu dostatek
prostoru pro vyvoj a rast. U ¢) vyluhu béhem jeho tydenni inkubace doslo pravdépodobné bud’
k vyrazné sorpci zivin na P3HB, anebo ke spotfebovavani zivin vytvofenym biofilmem. Po
nasledné filtraci uz tyto pottebné ziviny (pro normalni vyvoj rostliny) chybély v ziskaném
vyluhu. Mozny vliv sorpce byl nasledné testovan a porovnavan v experimentu s PET
mikro¢asticemi a snizenim zivin v médiu pro L. minor.

5.2 Vliv na obsah fotosyntetickych pigmentu

Nebylo zjisténo zadné vyrazné snizeni koncentrace fotosyntetickych pigmentt (karotenoidy,
chlorofyl a a b) v porovnani s kontrolou u obou velikostnich frakci ¢astic (<63 um, 63 az 125
um) a ve vSech testovanych koncentracich (10, 50 a 100 mg/L) (Obrazek 9 az Obrazek 12).
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Obrazek 10: Vysledky pro obsah chlorofylii v rostliné L. minor pro cdstice 63 az 125 um (A — suspenze
(a), B—vymeéna suspenze (b), C —vyluh z P3HB (c), D — primé navdazeni mikrocastic P3HB (d))
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Obrazek 11: Vysledky pro obsah karotenoidii v rostliné L. minor pro cdstice <63 um (A — suspenze (a),
B — vyména suspenze (b), C — vyluh z P3HB (c), D — primé navazeni mikrocastic P3HB (d))

A B
0,54 1 0,54 7
= =
e B
E 0,53 1 E 0534 —‘7
-] -3
2 b1
2 0,524 2 0,52
g &
g E
Z 051 2 0,51
2 o5 = € 051
z £
£ 049 E 049
= 2
E a
0,48 0,48
10 50 100 10 50 100
Koncentrace P3HB [mg/L] Koncentrace P3HB [mg/L]
C D
0.6 0,54 7
3 L H
E 0581 E 053 T
=3 =)
2 2
2 056 2 0,52
2 O o
g T 2
g 0,541 3 ps51 4
= # g
e T -’:; T
v w
2 0521 T £ g5 ——
z =
8 -
£ 051 £ 0,49
.g L=
o I
0,48 0,48
10 50 100 10 50 100

Kancentrace P3HB [mg/L]

Koncentrace P3HB [mg/L]

Obrazek 12: Vysledky pro obsah karotenoidui v rostling L. minor pro Cdstice 63 az 125 um (A — suspenze
(a), B—vymeéna suspenze (b), C —vyluh z P3HB (c), D — primé navdazeni mikrocastic P3HB (d))
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Kalcikova a kol. studovali ekotoxikologicky vliv mikrokuli¢ek PE z exfolia¢nich produkti
(A —-71,30 %+ 34,29 um, B — 96,00 = 69,99 um) a to v koncentracich 0, 10, 50, and 100 mg/L.
na vodni rostlinu L. minor. V této studii pfisli na to, Ze obsah fotosyntetickych pigmenta
a specificka rychlost rastu listt nebyla mikrocasticemi z PE nijak vyrazné ovlivnéna, na rozdil
od primérného rastu kofent, kde doslo mechanickym blokovanim k jeho omezeni [61].

K minimalnimu efektu mikroplasti na rychlost rustu rostliny L. minor, jeji hmotnost a obsah
fotosyntetickych pigmenti dosli ve svych studiich i Rozman a kol., ktefi zkoumali vliv
polyethylenovych mikrokulicek (149 £+ 75 um), €astic vzniklych z opotiebeni pneumatik (47
+ 22 um), polyethylentereftalatovych vlaken (délka: 5362 + 1082 pum, pramér: 9,6 + 3,5 pm)
a z ptirodnich mikroc¢astic zkoumali dfevéné piliny (253 + 142 um) a celulozové Castice (296
+ 45 um) v koncentraci 100 mg/L. Z vysledkt bylo patrné, Ze polyethylentereftalatova vlakna
a prirodni Castice nemély zadny vliv na obsah chlorofylu, specifickou rychlost rustu a délku
koreni. Podobné tomu bylo i u PE mikrokuli¢ek a castic z opotiebeni pneumatik, avSak
zpusobily vyznamné zkraceni délky kotfene. Je pravdépodobné, ze to bylo zpusobeno jeho
mechanickym poskozenim, tedy vlivem ostrych hran mikroplasta [65].

V dal§i studii testovali Rozman a kol. mikroCastice PE 2z télového peelingu
(148,7 = 75,4 um), vlakna PE (9,58 + 3,51 um), bakelit (7,64 + 3,48 um), mikrocastice PET
znakupni tasky (652,2+47,6 pum), z PET lahve (211,8+51,7 um) a z pneumatiky
(47,39 + 22,2 um) se zvolenou koncentraci 100 mg/L na rostlinu L. minor. U vSech testovanych
mikroplasti nedoslo k zaznamenani vyrazného vlivu na specifickou rychlost riistu a obsah
chlorofylu v rostliné. Vyznamny rozdil byl jen u mikroplastt, které mély ostry a drsny povrch,
¢imz omezily rust délky kotfend. Navic u bakelitu bylo zjisténo intenzivni vyluhovani, ¢imz se
navysuje jeho ekotoxicky potencial [63].

Jak jiz bylo zminéno, hustota ¢astic P3HB se pohybuje okolo 1,18 az 1,26 g/cm? a diky tomu
dochazi k jeho sedimentaci a usazovani na dné kadinky, kde neovliviiuje pfistup svétla k listové
Casti rostliny [29]. Naopak, Bhattacharya a spol. zaznamenali snizeni fotosyntetické aktivity
bunék fas po expozici s polystyrenovymi nanoplasty (20 um) s predpokladem, ze tyto Castice
blokuji pfistup svétla k fasam [66].

Je patmé, ze vySe zminéné studie poskytuji rizné vysledky s ohledem na sledované
endpointy. To muaze byt zptisobeno fadou faktort, at’ uz typem sledovanych mikroplastd, a tedy
riznou chemii Castic, jejich odliSnym povrchem a hustotou, ale i podminkami béhem testu.
V nasem pfipadé nebyly pozorovany zadné vlivy na zakladni stresové indikatory, nicméng, jak
je zminéno v dalSich kapitolach, jeden z endpointi odchylky vykazoval.
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5.3 Vliv na rust koiene

Na rozdil od ostatnich sledovanych parametra byl u ristu kofeni zaznamenan vyznamny
narust délky kofene u obou velikostnich frakci P3HB u vSech typt oSetfeni. U mikroc¢astic
P3HB o velikosti <63 pm pro koncentrace 0, 10, 50 a 100 mg/L Castic byla primérna délka
kotene po sedmi dnech 1,73, 2,41, 3,00 a 3,45 cm pro a) suspenzi, 2,23, 2,86, 3,60 a 4,06 cm
pro b) vymeénu suspenze béhem tydne, 1,77, 1,89,2,59 a 2,87 cm pro ¢) vyluh a 2,12, 2,69, 3,46
a 3,64 cm pro d) ptfimou navazku P3HB (Obrazek 13). Podobné tomu bylo i u mikroc¢astic o
velikosti 63 az 125 um. Primérna délka korene byla 1,92, 2,53, 2,98 a 3,10 cm pro a) suspenzi,
2,29, 2,99, 3,82 a 4,17 pro b) vyménu suspenze béhem tydne, 1,78, 1,91, 2,44 a 2,80 cm pro ¢)
vyluh a 2,04, 2,78, 3,09 a 3,47 cm pro d) pfimou navazku P3HB (Obrazek 14).
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Obrazek 13: Vysledky pro délku korene rostliny L. minor pro castice <63 um (A — suspenze (a), B —
vyména suspenze (b), C —vyluh z P3HB (c), D — pFimé navazeni mikrocastic P3HB (d)). Hvézdicka znaci
signifikantni zmény oproti kontrole.
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Obrazek 14: Vysledky pro délku korene rostliny L. minor pro Castice 63 az 125 um (A — suspenze (a), B
— vymeéna suspenze (b), C — vyluh z P3HB (c), D — primé navdzeni mikrocastic P3HB (d)). Hvézdicka
znaci signifikantni zmény oproti kontrole.

Pfi stavu s idealnimi podminkami je kofen rostliny L. minor kratky (cca 1 cm), nebo muze
dochazet i k jeho Uplné absenci, protoze L. minor je schopna pfijimat ziviny svou listovou casti.
ZvySeny rast kofend poskytuje kofenovému systému moznost pfijimat vice zivin, coz poté
pozitivné ovliviiuje rast rostlin [67]. Dostupnost zivin u rostlin je klicovym faktorem
ovlivilyjyicim jejich vyvoj. Pfedpoklada se, ze zejména koncentrace dusiku a fosforu ovliviiuje
vitalitu a Cetnost plovoucich vodnich rostlin [68]. Reakce rostlin jsou vyvolany tfadou
chemickych, biologickych a fyzikalnich podnéti. Teorie stresu poukazuje na vztah mezi
intenzitou a dobou trvani podnétu a odpovidajici reakci rostliny. Mirné podnéty ptisobi na rast
rostlin pozitivné (eustres), zatimco nadmérné podnéty maji negativni vliv na rast rostlin
(distres) [67].

Zhang a kol. pfi studiu riistu a morfologickych reakci plovouci klonalni rostliny Spirodela
polyrhiza (Lemnoideae) na klonalni fragmentaci, dostupnost zivin a hustotu populace dosli
k zavéru, ze vysoka hladina zivin snizila sitku, délku a plochu listi a délku kofent v porovnani
s testem s nizkou hladinou zivin, kde doslo k prodluzovani kotene [68]. Baiyn a kol. zkoumali
vliv pritoku zivného roztoku na rast hydroponickych rostlin a zjistili, Ze pfi nadmérném
prutoku zivin dochazi ke zkracovani a mensi plose povrchu kofend, coz se nasledné projevuje
snizenou absorpci zivinovych iontd a horSim rastem rostlin. Naopak pfi pouziti vhodného
prutoku zivin nastava podpora rastu kofend, pfijmu vice zivin a celkovému navyseni rustu
rostlin [67].

K podobnému zavéru dosli 1 Green a kol. u studie vlivu konvenénich a biodegradabilnich
tipytek v koncentracich 60 mg/L a v priméru — PET (100 um), modifikovana regenerovana
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celuléza (150 um), pfirodni slida (primér 40-200 um) a synteticka slida (70—200 um) ve
sladkovodnim mezokosmu s L. minor. U vSech sledovanych mikrocastic doslo ke snizeni délky
kotenti L. minor. U biomasy a obsahu chlorofylu v rostlin€ nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil
[69].

K tomuto jevu dochazi i u suchozemskych rostlin, kdy se pifi nizkém obsahu dusiku Suje
) zvy
pomér nazyvany ,root:shoot ratio”. Jedna se tedy o pomér kofenli vi¢i biomase rostliny.
Zaroven pii tomto nedostatku dochazi ke zkracovani lateralnich kofenu, zatimco pii vysoké
) vy
koncentraci dusi¢nanu dochazi k inhibici rustu korena [70].

V nasem piipadé dochédzelo pfi navysSovani koncentrace P3HB k prodluzovani délky
jediného hlavniho kofene rostliny L. minor, zatimco rustova rychlost ztstala zachovana. Pfi
prodlouzeni doslo ke zvySeni povrchu kotfene pro lepsi pfijem zivin z média. Zaroven pfi
prodluzovani délky kotene dochazi ke zméné poméru délky kotene k biomase. Tento pomér se
s rostouci koncentraci P3HB v médiu zvySoval. To naznacuje moznost ur¢itého stresu, ktery
mohl byt vyvolany pfitomnosti P3HB v médiu. Pfipadné zmeény jako ztencovani kofene nebo
omezeni viability kofenovych bun€k nebyly v prib&hu testovani pozorovany, coz poukazuje na
mozny problém s nedostatkem zivin.

54 Test s mikrocasticemi PET

Na zakladé dosazenych vysledkd byla navrzena hypotéza, ze nedostatek zivin muze byt
zpusoben bud’ jejich sorpci na mikrocastice P3HB, anebo tvorbou biofilmu vznikajiciho na
povrchu biodegradabilniho polymeru, ktery ziviny spotfebovava. Proto byl proveden test
s mikro¢asticemi PET ve stejnych velikostnich frakcich (<63 um a 63 az 125 um castic) a za
stejnych podminek jako testy s P3HB, 1 se stejnymi koncentracemi ¢astic ve vzorku (10, 50
a 100 mg/L).

Polyethylentereftalat (PET), jako zastupce konvencnich plastd, rovnéz patii do skupiny
polyestert a fadi se mezi nejrozsiten€jsi mikroplasty v zivotnim prostedi. PET byl vybran diky
vlastnostem podobnym P3HB, jako je napfiklad smacivost. Kontaktni uhel P3HB se nachazi
mezi 70° az 81° (mirné hydrofobni charakter). Pro PET je tento thel v rozmezi 66° az 81° [5].

Bylo zjisténo, ze vliv mikrocastic PET je podobny vlivu mikro¢astic P3BHB. U hmotnosti
biomasy a obsahu fotosyntetickych pigmenti nebyla zaznamenana zadna vyrazna zména oproti
kontrole (Obrazek 15, Obrazek 16). U vlivu na rychlost rastu byla pozorovana pfi nizkych
koncentracich mirna stimulace rastu a pii vysSich koncentracich dochazelo k mirné inhibici
rastu rostliny L. minor oproti kontrole, a to -0,56 %, -0,53 % a 0,43 % pro Castice <63 pum
a-1,13%, 2,65% a 2,70% pro Castice 63 az 125 um. S rostouci koncentraci mikrocastic PET
v médiu byl pozorovan narist délky kofene, nicméné vyznamna zmeéna ve srovnani s kontrolou
byla pozorovana pouze v nejvyssi koncentraci mikrocastic PET (100 mg/L) (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Vysledky pro obsah chlorofylit a délky kovene rostliny L. minor pro PET Cdstice <63 um
(A, B) a 63 az 125 um (C, D). Hvézdicka znaci signifikantni zmény oproti kontrole.
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I ptes podobné vlastnosti probihala adsorpce zivin a vyvoj biofilmu vyraznéji u mikroc¢astic
P3HB nez u mikrocastic PET. Vyrazny vliv na délku kofend byl pozorovan na vsech
testovanych koncentracich P3HB. Tento jev ovliviiuje pravdépodobné tvorba biofilmu, ktera
u P3HB probiha rychleji nez u PET a vyznamné ovliviiuje jeho sorp¢ni potencial viici okoli.
Duivod rychlejsiho vzniku biofilmu na P3HB oproti PET muze byt dan jeho biodegradabilitou,
¢imz predstavuje zdroj uhliku pro pfitomné mikroorganismy [71].

5.5 Sorpéni experiment

Abychom zjistili, zda dochdzi ke snizeni koncentrace zivin v médiu pouze vlivem
ptitomnosti mikrocastic (P3HB i PET) byly provedeny sorpéni experimenty. Z dosazenych
vysledkt bylo zjisténo, ze vyssi sorpce zivin nastava u P3HB, a to az o 30% snizeni Zivin
v médiu v porovnani s kontrolou. Oproti tomu u PET mikrocastic bylo nevyssi snizeni zivin
pouze o 12 %.

Proces sorpce zivin a tvorba biofilmu na mikroplastech byla potvrzena u obou testovanych
plasti. Ovsem vyraznéjsi efekt na rast délky kofene byl zaznamenan jen u Castic P3HB, a to ve
vSech zvolenych koncentracich (10, 50 a 100 mg/L) a vSech pfistupech testovani. U Castic PET
byl tento vyrazny efekt zaznamenan jen v nejvy$si koncentraci (100 mg/L) v porovnani
s kontrolou. Z dosazenych vysledki vyplyva, ze za vyrazné snizeni zivin a nasledné
prodluzovani kofenti mohou pravdépodobné biodegradabilni ¢astice P3HB, u kterych dochazi
k vyrazné rychlejsi tvorbé biofilmu (oproti PET), ktery je schopny vyrazné€ a siln€ vazat ziviny
z pouzitého média pro vlastni potfebu. U castic PET vznikal biofilm v mnohem men§$i mife
a zaroven se pfedpoklada, ze dochazi k fyzikalni sorpci, pii které nedochazi k tak silné interakci
s zivinami (Obrazek 17). V médiu pak muze dojit k jejich opétovnému uvolnéni a pfijmu
rostlinou.
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Obrazek 17: Cdstice P3HB pred testem (A) a sedm dni po testu (B), cdstice PET
pred testem (C) a sedm dni po testu (D)

Biofilmy jsou fylogeneticky a funk¢né€ rtiznoroda spoleCenstva mikroorganismi. Vznik
a vyvoj biofilma na povrchu mikroplasti mize zménit jejich fyzikalni a chemické vlastnosti,
napiiklad polaritu povrchu (hydrofobitu), specificky pomér povrchu a objemu, hustotu
a drsnost. Problém nastava v tom, ze jsou mikroplasty schopny sorbovat na svém povrchu latky
zne€istujici zivotni prostiedi, jako jsou napiiklad t€zké kovy, perzistentni organické polutanty
nebo polycyklické aromatické uhlovodiky. U mikroplasti, na kterych navic vznika biofilm,
dochazi k navySeni afinity k vySe zminénym polutantim, ¢imz se také zvySuje jejich
enviromentalni riziko [2]. Richard a kol. se ve své studii zabyvali hypotézou, ze koncentrace
kovl je spjata s akumulaci biofilmu na mikroplastech ve vodach. Pro sviij vyzkum zvolili
plastové pelety kyseliny polymlécné (pramér 4 mm) a polyethylenu nizké hustoty (délka 3 mm,
prumér 5 mm) a po vyhodnoceni testu dosli k zavéru, ze biofilmy zvysuji akumulaci riznych
kovt v plastovych odpadech (napt. Cu, Cs, Co, Fe, Al, Ni, U, Ga, Mn, Pb) [72]. Pfedpokladame
tedy, ze podobné jako je tomu u polutantd, muze dochazet i k sorpci nutrientl na mikroplasty
z okolniho prostfedi nebo biosorpci na vznikly biofilm.

Brtnicky a kol. zkoumali podobné ucinky P3HB, ktery byl pfidan do pidy s omezenym
obsahem Zzivin na rast salatu (Lactuca sativa L. var. capitata L.). Z vyslednych dat bylo zjisténo,
ze P3HB, ktery byl zaveden do pudy, zvySoval mikrobialni aktivitu, a to kvili jeho
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prednostnimu vyuziti jako zdroje uhliku. Tim doslo k vycCerpavani padniho dusiku a vyrazné
inhibici ristu testované rostliny [73]. I pfes podobnost dosazenych vysledka s praci Brtnického
a kol. nejde o ten stejny problém, ale pouze analogicky. Pudni prostiedi se lisi od toho vodniho
a tim jsou ovlivnény i probihajici procesy, jako napiiklad mikrobialni aktivita, ktera je
vyrazn€j§i v pudé. Diky tomu je v pudé problémem deficit nutrientd diky premnozeni
mikroroganist, Ize tedy fict, ze problém je piredev§im mikrobiologické povahy. Ve vodé je
problém patrné diky rastu biofilmu (biosorpci) a fyzikalni sorpci, pro rozliSeni téchto procesu
bylo nutné provést dalsi experimenty.

5.6 Nutrienty

Pro ujisténi, ze pfi ubytku zivin v médiu dochézi k prodluzovani délky kotene u rostliny L.
minor, byl proveden test s mensim mnozstvim zivin na zakladé vysledkd sorpcniho
experimentu. Test probihal za stejnych podminek jako u testovani P3HB. Po vyhodnoceni testu
bylo ze ziskanych dat povrzeno, Ze se snizujici se koncentraci zivin v médiu dochéazelo k mirné
inhibici rastu oproti kontrole a k postupnému snizovani hmotnosti biomasy. Nejvyssi inhibice
byla 6,46 %, a to u vzorku, kde bylo jen 60 % zivin oproti kontrole. To odpovida ubytku zivin
0 40 %. Dale dochazelo k vyraznému nartstu délky kofene postupné zvysujici se pii kazdém
snizeni mnozstvi zivin v pfipraveném médiu. Nebyly pozorovany zadné vyznamné zmeény
v obsahu fotosyntetickych pigmentt (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Vysledky testii se sniZenym obsahem nutrientii v médiu (A — rychlost riistu, B — obsah
chlorofylii, C — obsah karotenoidii, D — délka korene). Hvézdicka znaci signifikantni zmény oproti
kontrole.
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Jak jiz bylo zminéno vySe, vodni plovouci rostliny jsou schopny pfijimat ziviny nejen svymi
kofeny, ale i listy. V pfipadé¢ snizeného mnozstvi zivin dochazi k prodlouzeni kotene. L. minor,
kterd se mezi tyto rostliny fadi. L. minor ma pouze jeden jednoduchy kofen, ale za idealnich
podminek muze dochazet i k jeho absenci [74]. V ekotoxikologickych testech je zvySujici nebo
zkracujici se délka kotfene jednim z citliv€jSich sledovanych endpointi. K tomuto zavéru dosli
naptiklad Kalcikova a kol., ktefi testovali vliv mikroplastti PE na vodni rostlinu L. minor. Ze
sledovanych endpointi (specificka rychlost rastu listd, obsah fotosyntetickych pigmentt
a délka korene) doslo k vyraznému ovlivnéni jen u ristu kotfenti, kde doslo k jejich snizeni
délky oproti kontrole, a to vlivem mechanického blokovani mikroplasty [61]. A dale
Gopalapillai a kol. ktefi pfisli k zavéru pii studiu ekotoxikologickych endpointii na stanoveni
kvality dulnich odpadnich vod, ze délka kofend byla pfii jejich vyzkumu nejcitlivej§im
a nejpresnéjsim koncovym ukazatelem pfi rizném slozeni vody. Druhym piesnym endpointem
pak byl pocet listt [75].

Nedostatek dusiku se projevuje pomalym rastem rostlin. Pokud je absorpce tohoto prvku
kofeny omezena, tak se z listl vytraci chlorofyl, ktery je nezbytny pro fotosyntézu. Dusik je
také potiebny pro samotny vyvoj rostliny. AvSak v nasem pripadé nedoslo k zadné vyznamné
zmén¢ v obsahu chlorofylu v listech [76].

Jak jiz bylo dfive zminéno, pfi vy$§im obsahu zivin v médiu dochazi u rostliny ke zkracovani
kofenli, mezitim co pfi nizkém obsahu zivin nastava prodluzovani kofenového systému, ¢imz
se zvétSuje plocha, kterou je rostlina schopnéd potiebné ziviny piijimat. Timto testem bylo
potvrzeno, ze s postupnym snizovanim Zzivin se rostlina snazi pfizpusobit témto zhorSenym
podminkam a dochazi k inhibici rastu a narustu délky kotfene [67]. Z kratkodobého méfitka se
rostlina s témito podminkami vypotada, av§ak z dlouhodobého hlediska je tézké odhadnout,
jaké to muze mit nasledky na vyvoj rostliny a jeji okolni biotu. Je proto tieba se zaméfit na
dlouhodoby vliv pfitomnosti biodegradabilnich bioplasti, jako je jiz zminény P3HB na rostlinu
L. minor.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace ukazala, ze sledované endpointy, jako je vliv na rist vodni rostliny
L. minor, hmotnost biomasy a obsah fotosyntetickych pigmentt v listech, nebyly vyrazné
ovlivnény zadnou z koncentraci obou velikostnich frakci <63 pm a 63 az 125 pm castic
mikroplasti P3HB. Jedinym pozorovanym endpointem s vyznamnym vlivem na testovanou
rostlinu  bylo prodluzovani délky kofent pii zvySujici se koncentraci P3HB.
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je pomérné rychle probihajici vznik biofilmu na
biodegradabilnich mikroplastech P3HB, kdy doch4dzi k postupnému vycerpavani
a spotfebovavani zivin z média spoleCenstvim mikroorganismi, tedy biofilmem. U rostliny tak
nasledné dochazi k prodluzovani jediného kofene, a tedy ke zvySeni povrchu pro mozny piijem
zivin z okoli. Toto feSeni je vSak jen doCasné a je tézké odhadnout, jaky by to mélo dopad
v dlouhodobém méfitku na L. minor a jeho vzajemném vztahu s organismy a okolim.

Biodegradabilni plasty, i pfes sviij vyznamny potencial jako nahrada za konvencni plasty pro
jejich schopnost biodegradace a idajnou neutralitu viuci zivotnimu prostiedi, mohou vykazovat
mozny vedlej$i negativni efekt na vodni rostliny. V pribéhu tohoto ekotoxikologického
experimentu byl pozorovan vznik biofilmu na dné testovaci nadoby. Proto byl v této ndvaznosti
proveden sorpcni experiment dusi¢nanti na mikroplasty P3HB a PET (pro porovnani)
a nasledny test s procentudlnim snizenim vsech zivin v Steinbergoveé médiu zkoumajici odezvu
L. minor. Oba tyto experimenty nam potvrdily, Ze se zvySujici se koncentraci P3HB muze
dochézet k vyraznému vycCerpavani zivin vlivem vznikajiciho biofilmu z akvatického prostredi,
coz muze mit poté potencialni negativni efekt na testovanou vodni rostlinu a pfitomnou biotopu.

Tento jev u P3HB a samotny vliv biodegradabilnich plastd na zivotni prostiedi nebyl doposud
pofadné prozkouman a existuje jen velmi malo studii, které¢ by mély podobné zaméteni. Bylo
by proto vhodné a zaroven i potiebné se tomuto tématu do budoucna vice vénovat v dalSich
pracich se zaméfenim na ekotoxikologické ukazatele, aby se mohlo piedejit pfipadnym
negativnim environmentalnim dopadiim jak v akvatickém, tak i terestrickém prostredi.
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8 SEZNAM ZKRATEK

EC50 efektivni koncentrace s u¢inkem na 50 % testovacich organismu

EPS penovy polystyren

LC50 letalni koncentrace vzorku zptsobujici 50% mortalitu testovacich organismu

LD50 letalni davka vzorku zptsobujici 50% mortalitu testovacich organisma

LOEC nejnizsi koncentrace s pozorovanym ucinkem (Lowest observed effect
concentration)

mcl-PHA polyhydroxyalkanoaty se stfedni délkou fetézce (medium chain length PHA)
MP mikroplasty

NOEC nejvyssi koncentrace, pii které neni pozorovan ucinek na testovaci organismus
(No observed effect concentration)

P3HB poly(3-hydroxybutyrat)

PE polyethylen

PET polyethylentereftalat

PHA polyhydroxyalkanoaty

PLA kyselina polymlécna

POPs perzistentni organické latky

PP polypropylen

PS polystyren

PVC polyvinylchlorid

REACH nafizeni EU o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek

(Registration, evaluation, authorisation and restriction of chemicals)
scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkou délkou fetézce (short chain lenght PHA)

Tm teplota tani
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