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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace zabyva multigeneracnim vlivem mikro¢astic biodegradabilniho
polymeru polyhydroxybutyratu (P3HB) na sladkovodni organismus Daphnia magna.
Pritomnost mikroplastd v Zzivotnim prostfedi je casto diskutovanym environmentalnim
problémem, proto je vyvijena snaha 0 vyvoj Vv oblasti biodegradabilnich plasti, které
se v zivotnim prostiedi snadnéji rozkladaji. Nejvice prostudovanym biopolymerem je P3HB,
nicméné o jeho ekotoxicité zatim neni mnoho informaci. V ramci této prace byla ekotoxicita
hodnocena pomoci multigenera¢niho testu, navic byl vliv mikro¢astic P3HB porovnan s vlivem
ptirodné se vyskytujicich ¢astic. Multigeneracni testy nejsou zatim pro ekotoxikologické
hodnoceni bézné vyuzivany, nabizeji vSak komplexni a realisticky pohled na uc¢inek testované
latky na testovaci organismy. V ramci této prace byly 4 generace organismu D. magna
exponovany mikrocasticemi P3HB a pro porovnani piirodnimi mikrocasticemi Kkaolinu.
Vysledky neprokédzaly zadny negativni vliv na mortalitu organismu, byl vSak zaznamenan
mirny pokles reprodukéni aktivity.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the multigenerational effect of microparticles
of the biodegradable polymer polyhydroxybutyrate (P3HB) on the freshwater organism
Daphnia magna. The presence of microplastics in the environment is a frequently discussed
environmental problem, hence efforts are being made to develop biodegradable plastics that
would degrade more easily in the environment. The most studied biopolymer P3HB, however,
there is not much information on its ecotoxicity yet. In the context of this work, ecotoxicity was
assessed using a multigeneration assay; in addition, the effect of P3HB microparticles was
compared to that of naturally occurring particles. Multigeneration assays are not yet commonly
used for ecotoxicological evaluation, but they offer a comprehensive and realistic view
of the effect of the test substance on the test organisms. In this work, 4 generations of D. magna
were exposed to P3HB microparticles and kaolin microparticles for comparison. The results
showed no negative effect on the mortality of the organism, but a slight decrease in reproductive
activity was observed.
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1 Uvobp

Lidska spole¢nost produkuje velké mnozstvi chemickych latek, které vyuziva v primyslu,
zemédé€lstvi, 1€karstvi a mnoha dalSich oblastech. Mezi témito latkami maji dilezitou roli
plasty, které jsou velmi odolné rozkladu, coz je pro jejich vyuziti velkou vyhodou. V zivotnim
prostfedi se vSak rozpadaji na mikro az nano Castice, které ve slozkach zivotniho prostiedi
pretrvavaji po mnoho let. Plasty jsou diky svym fyzikalnim a chemickym vlastnostem hojné
vyuzivany V nasem kazdodennim zivoté€, na zivotni prostiedi vSak maji negativni dopad. Velké
mnozstvi plastovych odpadt, popi. jejich fragmentd, se dostava do pudy, vody, vzduchu
a nasledné i do potravin a organismti. Mikroplasty maji negativni ucinky na slozky zivotniho
prostiedi, dochazi k jejich kumulaci, mohou zpiisobovat thyn zivocichti a rostlin, zhorSeni
kvality vody a pudy.

V poslednich letech je vyvijena snaha nékteré¢ plasty nahradit bioplasty vyrabénymi
z ptirodnich zdrojl jako jsou napiiklad kukuti¢né Skroby, cukrova titina nebo odpadni oleje,
na rozdil od tradi¢nich plastl, které jsou vyrabény z ropy. Bioplasty maji mnoho vyhod, jako
je napi. snizeni zavislosti na fosilnich palivech. Nicméné, i presto, ze bioplasty jsou
povazovany za Setrn€j$i k zivotnimu prostfedi nez tradi¢ni plasty, mohou byt biologicky
odbouravany pouze za urcitych podminek a pokud jsou ulozeny v bézném odpadu, mohou se
rozkladat velmi pomalu a kumulovat se v Zivotnim prostfedi. Je tedy velmi dulezité znat
ekotoxikologicka rizika téchto materiald. Tato rizika mizeme studovat a hodnotit pomoci
biotestil toxicity, tj. experimentalnich metod, které se pouzivaji k posuzovani toxicity rtiznych
chemickych latek na Zivé organismy. Cilem téchto testl je urcit, jaké je minimalni mnozstvi
latky, které mtZe byt toxické pro dany organismus.

Vysledky téchto testi pomahaji predikovat vliv riznych chemickych latek na zivotni
prostiedi a jejich ekotoxikologicka rizika. Tyto informace jsou dulezité pro vytvareni regulaci
a opatieni, které minimalizuji vliv téchto latek na zivotni prostiedi a pro ochranu zdravi lidi
a zvitat. V ekotoxikologii jsou bézn¢ provadény akutni testy a chronické testy s jednou generaci
mohl pfinést test trvajici po vicero generaci. Multigenera¢ni testy mohou pomoci identifikovat
mozné dlouhodobé a kumulativni u¢inky na organismy dalSich generaci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxikologie

Toxické latky v zivotnim prostiedi vyvolavaji neptiznivé ucinky na vSech urovnich biologické
organizace od molekularni trovné az po spolecenstvo a ekosystém. Ekotoxikologie je pfirodni
veda, kterd se zabyva toxickym plsobenim pfirodnich 1 antropogennich latek na rizné trovné
ekosystémul. Monitoruje interakce mezi zivymi organismy a chemickymi latkami a transport
latek v zivotnim prostiedi. Ekotoxikologie je velmi naro¢na a komplexni disciplina na pomezi
ekologie a toxikologie, zatimco klinicka toxikologie studuje toxické ucinky latek na Clovéka,
tedy na jeden biologicky druh, ekotoxikologie se zabyva plsobenim téchto latek na cela
spolecenstva zivych organismu [1,2].

2.1.1 Vyznam ekotoxikologie

Testovani moznych ekotoxickych uc¢inkti chemickych latek dostavajicich se do Zzivotniho
prostfedi je dulezité pro zachovani kvalitnich ekosystéml dal§im generacim. Kvalitni pitna
voda, ¢isty vzduch, zeméd¢lské suroviny, dievo atd., jsou pro zivot ¢lovéka nezbytné.
Poskozeni funk¢nosti ekosystémil toxickymi latkami vede ke sniZzeni kvality téchto dilezitych
slozek zivotniho prostiedi [1,3].

Poznatky ekotoxikologie jsou aplikovany i v dalSich védach 0 Zivotnim prostiedi.
Ekotoxikologick¢ metody jsou pouzivany pro naplhovani zakonu tykajicich se ochrany
zivotniho prostiedi napf. Hodnoceni vlivi na Zivotni prosttedi EIA, Hodnoceni
environmentalnich rizik ERA, Zakon o chemickych latkach a zakon o odpadech [1].

2.1.2 Cil ekotoxikologie

Cilem ekotoxikologie je porozumét vzajemnym interakcim mezi chemickymi latkami
antropogenniho i1 pfirodniho pivodu pfitomnym v Zivotnim prostiedi na vSechny urovné
ekosystému. Dale vyvoj metod, které umoziuji sledovat vliv chemickych latek na zivé
organismy v ekosystémech za standardnich a reprodukovatelnych podminek. Tyto poznatky
jsou dllezité nejen z hlediska ochrany Zivotniho prostfedi, ale také z hlediska hospodarského
[1]. Praktickym cilem ekotoxikologie je tedy posuzovat Gc¢inky, které mohou toxikanty ptinaset,
a navrhovat ochranna opatieni. Rostouci mnozstvi chemickych latek dostavajicich
se do zivotniho prostiedi, zvySuje vyznam ekotoxikologie [3].

2.1.3 Nastroje ekotoxikologie

Nastrojem ekotoxikologie jsou ekotoxikologické testy s zivymi organismy, které jsou
vyuzivany k odhadu mozného negativniho ucinku chemickych latek. Souhrnné



Se pro experimenty provadéné na zivych systémech, tj. buikach, organismech
a ekosystémech, pouziva oznaceni biotesty. Ekotoxikologie na rozdil od analytické chemie
neposkytuje informace o tom, jaka latka a v jaké koncentraci je ptitomna ve vzorku,
diky biotestimje zjist'ovano, zda a do jaké miry vzorek ovliviiuje testovaci systém [1].

Biotesty mizeme rozdélit na specifické: prezentuji pritomnost urcitych toxickych latek nebo
toxickych ucinki, a nespecifické: prezentuji celkové toxické ucinky vsech latek pfitomnychv
testovacich systémech. Dale muzeme biotesty délit podle testované slozky Zivotniho
prostfedi, kdy muize byt testovana voda, pida, vzduch, sediment apod. Nazyvaji se podle
prostiedi, ve kterém test probiha, tj. testy akvatické a terestrické. Cilem akvatickych testd je
urcit ucinek testované latky nebo vzorku na organismy vodniho prostiedi. Testy terestrické
umoznuji posouzeni moznych toxickych ucinkli chemickych latek a vzorkli na pldni
ekosystémy. Nejcastéji pouzivanym testovacim organismem v akvatické ekotoxikologii je
zastupce drobnych koryst Daphnia magna [1,4].

2.2 Mikroplasty v Zivotnim prostiedi

Diky schopnosti plastli odolavat environmentalnim faktorim, chemikaliim, mikroorganismim
a hydrolyze dochazi ke hromadéni plastového odpadu po celém svété. Velké mnozstvi
plastového odpadu se hromadi v zivotnim prostiedi a rozpada se na mikroplasty. Mikroplasty
muzeme rozdé€lit na primarni a sekundarni. Primdrni mikroplasty jsou vyrdbény zamérné,
vyuzivaji se V napi. kosmetice nebo v obrabécich smésich. Sekundarni mikroplasty jsou ¢astice
uvolnované z vyrobki pfi jejich vyuzivani, otérem plastovych vyrobkl nebo jejich rozpadem.
Nejvice sekundéarnich plasti vznikd pfi otéru pneumatik, prani pradla, v zemédélstvi
a pii nevhodném nakladani s odpadem [5, 6].

Tyto ¢astice se kumuluji ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi a mohou mit negativni vliv
na Zivé organismy i ¢lovéka. Expozice mikroplasty ve vSech biologickych systémech muze
zpisobit oxidativni stres, zanétlivé 1éze. Neschopnost imunitniho systému odstranit syntetické
Castice muze vést K chronickému zanétu a zvysit riziko tvorby nové tkané. Mikroplasty mohou
fungovat jako transportni médium pro kontaminanty napi. DDT a hexachlorbenzen i patogeny,
které se dostavaji do t&l organismi spoleéné s mikroplasty. Castice mikroplastd byly jiz
nalezeny i v lidském téle. K expozici ¢loveéka i dalSich organisml mikroplasty mize dochazet
pozitim, vdechnutim nebo dermalnim kontaktem v dusledku pfitomnosti mikroplasti
v produktech, potravinach a vzduchu. [6,7].



2.3 Testy toxicity na organismu Daphnia magna

Testy toxicity na organismu D. magna poskytuji informace o pisobeni chemickych latek
antropogenniho i pfirodniho ptivodu na zastupce drobnych planktonnich korysi. Tyto testy lze
podle doby expozice rozdé€lit na testy akutni, semichronické a chronické. Do posledné
jmenované skupiny se také radi testy multigenerac¢ni.

2.3.1 AKutni test toxicity

Testy akutni toxicity se vyznacuji kratS§i dobou expozice a také jednorazovou expozici
testovacich organismu testovanou latkou, kterd je podavana v pomérné vysoké koncentraci.
U akutniho testu je sledovana hlavné mortalita, ale také imobilizace organismu. [1, 8]

Pokud chybi jakékoli informace o ekotoxicit¢ zkoumané latky, voli se pro testovani
koncentra¢ni fada v Sirokém rozmezi koncentraci, pfi¢emz kazdéa koncentrace je testovana
ve Ctyfech opakovanich. Soucasti kazdého testu je kontrolni skupina organismt, kterym neni
testovand latka podéna, v této skupiné jsou zachovéany stejné podminky jako ve skupindch
testovacich. Po uplynuti 24 a 48 hodin jsou na zaklad¢ zjisténé mortality a imobilizace
vypocteny ekotoxikologické indexy. V piipadé akutniho testu s D. magna jsou to hodnoty 24,
48 EC50, tedy koncentrace, kterd za 24 poptipadé za 48 hodin zplsobi smrt, popt. imobilizaci
u 50 % testovacich jedincti [1,8].

2.3.2 Chronicky test toxicity

Chronické testy toxicity na tomto organismu probihaji po delsi dobu (obdobi zhruba 1 mésice),
testovana latka je podavana opakované v nizkych koncentracich. Dochézi také v pravidelnych
intervalech k vyméné média s testovanou latkou, aby nedochazelo k hromadéni metabolitti
a k ovlivnéni vysledku testu. U chronickych testd sledujeme nejcastéji reprodukeni aktivitu,
dale je mozno sledovat velikost téla matefskych organismil, zbarveni nebo také mortalitu.
Negativni efekt se mize projevit az u potomku testovacich organismi.

Tento test probiha podle metodiky OECD 211 [9]. B&hem testu zaznamendvame pocet
narozenych jedincti v riznych koncentracich testované latky a kontrole. Expozi¢ni doba
je podle OECD 211 [9], 21 dni, roztoky s testovanou latkou jsou ménény tiikrat tydné.
Organismy by mély byt krmeny denné, nejméné vsak tiikrat tydné spole¢né s vymenou roztoki.
[1, 9]

Vystupem testu je celkovy pocet narozenych jedinci na jeden matetsky organismus
Vv riznych koncentracich testované latky a v kontrole. Zjistujeme toxické indexy NOEC
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(koncentrace pfi které nejsou pozorovany zadné ucinky latky) a LOEC (nejnizsi koncentrace,
pfi které je jiz Gcinek latky pozorovan) [9].

2.3.3 Multigenera¢ni test

Multigeneracni test probiha po delsi dobu, je sledovan vliv testované latky na nékolik generaci
testovaciho organismu. Testovana latka je podédvana opakované béhem celého testu po malych
davkach, pficemz koncentrace zkoumané latky reflektuje koncentrace bézné se vyskytujici
v zivotnim prostiedi, popt. je na urovni hladin NOEC a LOEC zjisténych prostfednictvim
chronickych testt Jedna se vlastné 0 nékolik chronickych testi toxicity navazujicich piimo
na sebe [10].

Multigeneracni test neni prozatim oSetien Zadnou normou, proto tyto testy vychazeji
z poznatkil védecké literatury. Rada studii poukazuje na fakt, ze latky vyskytujici se v Zivotnim
prostfedi v nizkych koncentracich mohou negativné ovlivnit dal$i generace organismd,
aniz by ovlivnily matetské organismy ptichazejici do styku s t€émito latkami. Potomci mohou
byt citlivej$i nebo tolerantngjsi k testované latce oproti rodicovské generaci. Jelikoz
multigeneraéni test studuje efekt zkoumané latky v koncentraci, ve které se bézné vyskytuje
v zivotnim prostiedi, nabizi mnohem realnéjsi pohled na cinky latek, nez test akutni nebo
chronicky [10, 11].

2.4  Modelovy Zivocich Daphnia magna

Organismus D. magna je typickym zastupcem rodu hrotnatek (Daphnia), jedna se o jeden
z nejvétsSich druhti tohoto rodu, Cesky tento rod nazyvame hrotnatka nebo také perloocka.
Perloocky jsou starovékou skupinou paleozoického ptivodu. Je znamo jiz vice nez 100 druhti
organismt rodu Daphnia, vyskytuji se po celém svété. Taxonomicky se tadi do celedi
hrotnatkoviti (Daphniidae), fadu perloocky (Cladocera), ttidy korysi (Crustacea) a kmene
¢lenovci (Arthopoda) [4, 12].

Tento organismus je také prezdivan jako ,,vodni blecha”, s blechami vsak neni nijak
pfibuzny, toto oznaceni hrotnatky ziskaly diky jejich pohybu, ,,ska¢ou‘ béhem plavani. Jedna
se 0 drobného vodniho koryse vyskytujiciho se nejcastéji ve sladkych stojatych vodach,
kde mize byt potravou pro ryby a dalsi organismy. Hrotnatky se zivi planktonnimi fasami, tim
zabraiuji pfemnoZeni fasy ve vodnim ekosystému, napomaha tedy ke spravnému fungovani
ekosystému [4, 13].
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2.4.1 Obecny popis a stavba téla

D. magna je drobny organismus, ktery je vSak pohodlné viditelny pouhym okem. Tento
organismus je odd€len¢ho pohlavi, pohlavni dimorfismus je zietelné viditelny. Délka téla
dosp€lé samicky dosahuje 5 mm bez zapocitani helmy a spiny. Dospéli samecci jsou vyrazné
mensi jejich t€lo dortsta délky 2 mm [4].

Zplostelé telo tvorené z ¢lanku je chranéno prihlednym krunyfem tvofenym polysacharidem
chitinem. Krunyt ma dvojitou sténu, mezi sténami protéka bezbarva hemolymfa, ve které je
volné ulozen hemoglobin, Daphnie tedy maji otevieny krevni ob&h. Diky prihlednému télu
muzeme POzorovat vnitini organy. Srdce je uloZeno na zadni strané téla, bije zhruba 200 tderi
za minutu, pii nizSich teplotach zpomaluje. Krevni bunky proudi télni dutinou, pod
mikroskopem je miiZzeme pozorovat skrz prihledné télo. U samic se pod srdcem nachazi
zarode¢ny prostor na vajicka [4]. Stavba téla tohoto organismu viz Obrazek 1.

dvouvétevné antény

slozené oko hepatopankreas
naupliové o¢ko 7/
2 \ nervové soustava
antenuly srdce
e vajecnik
koncetiny .- strevo
fitni otvor _ zarodecny prostor
drapky 4 . S vyvifeficimi se zérodky
abdomen = ;
spina

Obrazek 1: Stavba tela samice perloocky [1].

Z ochranného krunyte vy¢niva hlava se dvéma dvouvétevnymi anténami a velkym sloZzenym
okem doplnénym o oko naupliové. Perloocky maji az 10 part vybeézki: prvni par tykadel
slouzici jako smyslovy organ, druhy par tykadel slouzici k pohybu, maxily a mandibuly slouzici
k mechanickému zpracovani potravy, nasleduje 5 nebo 6 drobnych nozek na trupu (hrotnatka
ma 5 koncetin), koncetiny jsou vyuzivany jako filtr k ziskavani ¢asteCek potravy. T¢lo je
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zakonceno abdomenem (zadeCkem), ktery je zahnuty pod bfiSni stranou téla a na jeho konci
se nachazi 1 par vybézku ,,drapu‘ [4].

WV

se nachazi u téchto antén, pomoci jejich udertt D. magna vykonava skakavy pohyb. Hrotnatky
se pohybuji ve vodnim sloupci podle osvétleni, v noci migruji blize k vodni hlading, rano
a bé¢hem dne se vyskytuji spiSe ve vétsi hloubce vodni plochy. Toto chovani je pravdépodobné
chrani pted predatory [4, 14].

Tréavici soustava je jako u vSech ¢lenovci trubicova, déli se na 3 ¢asti: ustni dutina: kousaci
ustroji, kusadla, cCelisti; stfedni ¢ast: hrtan, travici trubice, stievo; zadni Cast: pfima trubice
konc¢ici fitnim otvorem. Centralnim organem nervové soustavy je mozkové ganglium, které
se nachazi v hlavové ¢asti blizko oka [4].

2.4.2 Vyskyt a ekologie

Hrotnatky jsou hlavné sladkovodni organismy, ale mohou se vyskytovat i ve vod¢ brakické
a dokonce slané — D. magna snasi vyssi troven vodni salinity nez vétSina ostatnich druhd rodu
perloocek, z tohoto ditvodu se vyskytuje ve vSech typech povrchovych vod po celém svéte.
Mnohem castéji se nachdzeji ve stojatych vodach nez ve vodach tekoucich. Neobyvaji pouze

extrémni stanovisté jako jsou horké prameny, velmi prudké toky nebo extrémné znecisténé
vody [15, 16].

Vsechny v€kové skupiny hrotnatek dobte plavou a vyskytuji se hlavné v pelagické oblasti
piislusného vodniho ttvaru, tzn. vyskytuji se v oblasti volné vody. Filtruji vodu, ve které
se vyskytuji, proto jsou pro n¢ vhodné stojaté organicky znecisténé vody napt. mélké rybniky
a jezera s hustou vegetaci. Hrotnatky jsou dulezitou soucasti fauny sladkych vod hraji
vyznamnou roli v potravnim fetézci vodniho ekosystému. Jejich potravou jsou organické
zbytky a samy jsou potravou ryb [4, 12].

2.4.3 Potrava

Hrotnatky se zivi malymi organickymi suspendovanymi ¢asticemi ve vod¢ jako jsou fasy nebo
bakterie. Tuto potravu piijimaji filtrovanim pomoci zplostélych koncetin. Koncetiny rozviii
vodu, vznikne proud, ten protéka od pfedni Casti téla k zadni ¢asti a voda je pomoci pohybu
koncetin nasavana do filtracniho prostoru, tato faze se nazyva addukéni. Na konci této faze
je odfiltrovana potrava shromazd’ovana v postranni bii$ni ryze a odtud se pietlakem dostava
do ustniho prostoru, kde je pomoci kusadel rozdrcena a polknuta pomoci ¢elisti [4].
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Nejcastéjsi a v laboratofi nejhojnéji pouzivanou potravou pro hrotnatky je zelend fasa,
Pouzivaji se fasy rodu Scenedesmus nebo Chlamydomonas pro jejich snadnou kultivaci.
Daphnie obvykle konzumuji ¢astice o velikosti od 1 pm do 50 pm [4].

Barva téchto organismil je dana potravou, ktera v jejich jidelni¢ku pfevlada. Daphnie Zivici
se zelenymi fasami jsou prithledné se zelenym nebo zlutym nadechem, zatimco ty, které se zivi
bakteriemi, jsou bilé nebo lososové rizové. Dobife zivené organismy jsou vyraznéji zbarveny
nez organismy hladovéjici [4].

2.4.4 RozmnoZovani

Hrotnatky jsou oddé€leného pohlavi, samecci jsou zietelné mensi nez samicky, dale maji delsi
druhy par antén. a jejich prvni par nohou je modifikovan, je pfeménén na siln€¢ zahnuty
kopula¢ni hacek s brvou. Perloo¢ky se rozmnozuji partenogeneticky i gamogeneticky.
V populaci diky pievladajicimu partenogenetickému neboli asexualnimu rozmnoZovani
prevladaji samicky. Samicka produkuje snisku partenogenetickych vajicek, ze kterych
se lihnou dalsi partenogenetické samicky. Vyvoj vaji¢ek je okamzity, pii 20 °C se embrya
lihnou z vajicek asi po 1 dni, zstavaji vsak v zarode¢ném prostoru, kde se dale vyvijeji. Zhruba
po 3 dnech jsou mlad’ata vypousténa matkou ventralni flexi abdomenu [4].

Nové narozeni jedinci vypadaji témét jako dospélé hrotnatky, pouze jsou mensi a samicky
nemaji vyvinut zarode¢ny prostor. Mladé hrotnatky projdou nékolika juvenilnimi stadii,
nez dospéji a poprveé produkuji vajicka. Jednotliva stadia jsou oddélena svlékanim chitinové
skotapky — svlecky. Stadia pted dosazenim dospé€losti jsou oznaCovana jako preadultni,
po dosazeni dospélosti je oznacujeme jako adultni. Stadium, kdy v zarode¢ném prostoru poprvé
vzniknou vajicka, je oznacovan jako primipara a jedna se o prvni adolescentni stadium. Stadia
primipara dosdhne jedinec zhruba ve v&€ku 5-10 dni. Zalezi vSak na podminkach okolniho
prostiedi a vyzivé jedince. Noveé narozeni potomci jsou oznacovani jako neonata. Dospéla
samicka muze vyprodukovat snisku vajicek kazdé 3—4 dny az do své smrti. V laboratoti mohou
samicky zit déle nez 2 mésice [4].

Pti partenogenetickém rozmnozovani produkuji hrotnatky diploidni vajicka, ktera se vyviji
piimo, bez klidové faze, pfi gamogenetickém rozmnoZovani dochazi k diferenciaci vajicek.
Tato vajicka prochazeji klidovou fazi, jsou haploidni a lihnou se z nich samecci nebo haploidni
samicky. Vajicka jsou v klidové fazi umisténa v ochranném obalu tzv. ephippiu. Diky
ephippiim jsou zarodky schopné prezit i velmi nepfiznivé podminky a lihnout se az
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za ptiznivych podminek. Ke gamogenetickému rozmnozovéani dochazi pii zméné vnéjSich
podminek, diky ephippiim ma populace vétsi Sanci na preziti [4].

Ve volné piirodé vétsinu roku dochéazi k rozmnozovani partenogenetickému, populace
je tedy tvofena pouze samickami. Na podzim se do populace zacnou dostavat i samecci
a samicky zacnou produkovat haploidni vajicka, tato vajicka jsou oplodnéna samecky a jsou

odolna, pfeziji zimu a na jafe se vylihnou opét sami¢ky [12]. RozmnoZovaci cyklus viz
Obrézek 2.
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Obrazek 2: Rozmnozovaci cyklus D. magna, upraveno dle [4].
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245 Chov

Hrotnatky jsou schopné zit 1 v laboratornich podminkach, proto jsou hojné vyuzivany
v laboratofich. Jsou chovany v médiu, pro jejich chov lze vyuzit jakoukoli sklenénou nadobu,
jeji velikost musime uzptisobit poctu jedincti, aby mél kazdy organismus dostatek prostoru pro
svlj rast a vyvoj. Hrotnatky je vhodné chovat v chladnéjsi mistnosti, teplota by méla byt
konstantni a méla by se pohybovat zhruba mezi 15-25 °C, nem¢la by byt vyssi nez 26 °C.
Perloocky je doporuceno chovat ve svételném rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

Hrotnatky je mozno chovat bud’ v pfirozeném médiu nebo v médiu laboratorné ptipraveném.
V ptipad¢ ptfirozeného média, kterym je voda z nadrze, kterd jiz obsahuje fasy a organické
zbytky, sta¢i pouze n¢kolikrat tydn¢ vyménit médium za Cerstvé. Pokud perloocky chovame
v médiu laboratorné pfipraveném musime je pravidelné krmit. Nejcastéji se ke krmeni
Vv laboratofi pouziva zelena fasa kultivovana soub&ézné s chovem Daphnii. Perloo¢ky krmime
v ur¢itém intervalu, ktery je zavisly na objemu kultiva¢niho média, mnozstvi krmenych jedinct
a hustoté a mnozstvi krmiva, je tedy pro kazdy chov individualni. Vyhodou pouziti laboratorné
ptipraveného média je piesna znalost jeho chemického sloZzeni. Chov hrotnatek musime
pravidelné kontrolovat, sledujeme vzhled jedincti, porodnost, mortalitu, barvu (dobfe krmené
perloocky by nemély byt pfilis prihledné) a vyskyt sameck.

2.5 Praktické vyuziti multigeneracnich testi na Daphnia magna

Multigeneracni testy s organismem D. magna byly jiz n€kolikrat Gspé$né provedeny, jejich
prosttednictvim byl testovan vliv mikroplastti a nanoplastd na akvatické ekosystémy, dale byla
testovana néktera 1é¢iva, pesticidy a také tézké kovy. [11,17,18,19,20]

2.5.1 Multigeneraéni testy s mikroplasty

Multigeneraéni studie zabyvajici se vlivem mikroplasti zkoumala negativni vliv mikroc¢astic
polystyrenu o velikosti <63 pm na organismus D. magna. Aby byl vylouc¢en negativni vliv
Castic jako takovych, byl soub&Zné testovan i vliv ¢astic pfirodniho pivodu — kaolinu. Tento
test byl provadén po 4 generace, jako piidatny redlny stresor byla organismim podavana
potrava pouze v malém mnozstvi. Byla sledovana mortalita, reproduk¢ni aktivita, a rychlost
ristu. Zatimco nebyl zaznamendn negativni vliv mikrocastic kaolinu na Zadny ze sledovanych
ukazateli mikrocastice polystyrenu negativn¢ ovlivnily mortalitu, reprodukci i1 rast [11].
Schéma tohoto testu viz Obrazek 3.
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Obrazek 3: Schéma multigeneracniho testu zabyvajiciho se mikroplasty [11].

Jina multigenera¢ni studie zkoumala také vliv ¢astic polystyrenu, studované ¢astice byly jesté
mensi nez mikrocastice, jednalo se 0 nanocastice. VIiv téchto nanocastic byl testovan
v koncentraci 1 pg/L po 3 generace organismu Daphnia pulex, organismus blizce piibuzny
D. magna. Byla sledovana mortalita, reprodukéni aktivita, riist a genova exprese. Mortalita
nebyla nijak ovlivnéna. Reprodukéni aktivita nebyla ovlivnéna u prvnich dvou generaci,
poklesla az u tieti generace. U této generace byla také zménéna genova transkripce souvisejici
s reprodukeci, antioxidanty, buné¢nym stresem a vyvojem u tieti generace [10].

Individualnimi a kombinovanymi multigenera¢nimi U¢inky indukovanymi polystyrenovym
nanoplastem a glyfosatem u D. magna se zabyvala dalsi z provedenych multigenera¢nich studii.
Tento test probihal po tfi generace a testovanymi latkami byla exponovana pouze prvni
generace, na dalSich generacich byla posouzena moznost trvalého poSkozeni po expozici
rodicovskych organismil testovanym latkam a jejich smésim. Zatimco samotny glyfosat nem¢l
vyznamny dopad na mortalitu a reprodukci druh¢ a tieti generace, polystyrenové mikroplasty
a smés obou testovanych latek vyznamné snizily reprodukéni schopnost druhé a tieti generace
[21].

Mikroplasty v zZivotnim prostfedi mohou podléhat fyzikalné chemickym zménam, které
mohou vyznamné ovlivnit jejich toxicitu. Tato problematika byla zkoumana pomoci
multigenera¢niho testu na organismu D. magna. Byly pfipraveny dvé suspenze, jedna
obsahovala odpadni a jedna ultra Cistou vodu, ob¢ obsahovaly Castice polystyrenu o velikosti
(<63 pum). Organismy byly exponovany témito ¢asticemi v riiznych koncentracich po Ctyfi
generace. Obé suspenze ovlivnily mortalitu, reproduk¢éni schopnost i parametry jedinci.
Suspenze s ultra &istou vodou zpiisobila vyhynuti tieti generace. Céstice Vv odpadni vodé
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mikroplast. Tato studie predpoklada, ze adsorpce rozpusténé organické hmoty je klicovym
procesem starnuti snizujicim toxicitu mikroplastt [22].

2.5.2 Multigenera¢ni testy s 1é¢ivy

Fluoxetin je bézné léCivo, pouzivané jako  antidepresivum, toto 1é¢ivoje
povazovano za potenciondlné nebezpe¢né pro biotu kvuli jeho rostoucimu vyuzivani
adetekci v evropskych, severoamerickych a asijskych fekach. Byly provadény akutni
i multigenera¢ni testy zabyvajici se touto latkou, byla sledovana mortalita, reprodukéni
schopnost a chovani jedinci D. magna. Vysledky tykajici se hodnoceni multigenera¢ni
reprodukce neprokézaly vliv na organismy, ktery by mohl byt povazovan za znepokojivy.
B&hem experimentu nebyl pozorovan zadny vliv na pieziti ani jiné znamky stresu, jako
je tvorba ephippii (gametogenetickych vaji¢ek) nebo zména plodnosti [20].

Studie zabyvajici se multigenera¢ni bioakumulaci, biotransformaci propranololu (lé¢iva
pouzivaného pro 1écbu vysokého krevniho tlaku) sledovala vliv této latky v environmentalné
relevantni koncentraci na 11 generacich D. magna. Télesna zatéz a hlavni metabolit,
desisopropylpropranolol, propranololu byly kvantifikovany pomoci LC-MS/MS na konci
kazdé generace. Bylo zjisténo, Ze biokumulaci propranololu v D. magna pii environmentalni
koncentraci 0,2 pg/1 se piilis nelisila mezi parentalni a jedenactou generaci [23].

Dalsi multigeneracni studie se zabyvala jednorazovou a kombinovanou toxicitou 1é¢iv
v environmentalné relevantnich koncentracich. Test byl provadén po 6 generaci D. magna,
pfi¢emz U prvni generace ucinky ovlivnily v reprodukéni schopnost a délku téla exponovanych
organismd, v dalSich generacich nebyl jiz detekovan stejny vliv, moznym vysvétlenim tohoto
vysledku je vyvoj rezistence vici testovanym lé¢ivim [24].

2.5.3 DalSi multigeneracni testy

Multigenerac¢ni test na D. magna byl také vyuZit pro zjiSténi vlivu fungicidu karbendazimu.
Organismy byly po dobu 12 generaci exponovany koncentraci ekvivalentni NOEC
karbendazimu. Byly pozorovany biomarkery  (cholinestaraza, katalaza,
a glutathion - S transferaza), reprodukéni aktivita a délka zivota rodiCovskych organismu.
Dlouhodobé expozice neméla Zadny vliv na narast populace nicméné v posledni generaci byla
snizena dlouhovékost a byly zjistény znacné zmény tykajici se biomarkeru. Bylo zjisténo,
ze karbendazim vyvolal nékteré uc¢inky na subcelularni trovni, které¢ se promitly do zmén
v dlouhovékosti. Multigeneracni expozice D. magna karbendazimu v koncentraci ekvivalentni
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NOEC sice vyvolala nizké ucinky, ale poskytla uzite¢né informace o tom, jak populace reaguji
na dlouhodobou chemickou expozici [25].

Studie zkoumajici vztah mezi toxicitou a biokinetikou rtuti v populaci D. magna probihala
po dobu 10 generaci. Pomoci vybranych biomarkert bylo zjisténo, Ze organismus je schopen,
ptizpasobit se chemickému stresoru, pokud je populace nepietrzité vystavena subletalni
koncentraci tohoto stresoru ve vodé¢. Vysledky této studie prokazaly, ze je velmi dilezité
studovat ekotoxikologii stopovych kovii pomoci multigeneracniho pfistupu, spiSe nez jedné
generace nebo bez jakékoli predchozi expozice [17].

Uspééné provedenym multigeneraénim testem je také test vlivu perfluorooktansulfonatu
(PFOS) na parametry jednotlivei a populaéni rast organismu D. magna pii nepietrzité
a prerusované expozici. Pfi nepfetrzité expozici byly neptiznivé U€inky souvisejici s ristem
populace zjistény béhem vsech testovacich obdobi a neptiznivy G¢inek mél tendenci byt
v pozdéjsich generacich slabsi, individualni parametry (délka téla, vaha) nebyly v prvni
generaci ovlivnény, v dalSich generacich se vSak zhorSovaly. Test probihal po pét generaci [18].

2.6 Testovana latka P3HB

2.6.1 Obecny popis a zaiazeni
Poly-3-hydroxybutyrat (P3HB) je vyznamnym zastupcem skupiny latek nazyvajici
se polyhydroxyalkanoaty (PHA). Jedna se o latky, které by v budoucnosti mohly nahradit
konvenc¢ni plasty, proto jsou predmétem zkoumani mnoha védci. PHA jsou to polymery
ptirodniho ptvodu, jsou biodegradabilni, biokompatibilni a jejich vlastnosti jsou velmi
podobné klasickym plastim [13].

PHA je skupinou linearnich polyestert slozenych z 3, 4, 5 a 6 hydroxykyselin produkovanych
nékterymi druhy bakterii. Jejich obecna struktura je zndzornéna viz Obrazek 4: Obecna
struktura PHA, R1/R2 = alkylové skupiny, X= 1-4, n = 100- 30 000 . Témito organismy jsou
PHA syntetizovany jako zdsobni latky, pokud se bakterie nachazi ve stresovych podminkéch;
v prostfedi s dostatkem uhliku, ale nedostatkem dusiku, fosforu nebo kysliku. PHA je tedy pro
bakterie zasobnim zdrojem uhliku a energie. V bakteridlni burnice jsou PHA ptitomné ve formé
cytoplazmatickych inkluzi. Pfebytecny uhlik je uklddan intracelularné, kdy se uvnitt bunky
kolem polymeru zformuje vrstva slozena z fosfolipidii a proteint. Takto mtize byt zasobni latka
ve form& PHA vyuzita, pokud se bakterie dostane do nevhodnych podminek [13, 26, 27, 28].
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Obrazek 4: Obecna struktura PHA, R1/R2 = alkylové skupiny, x= 1-4, n = 100- 30 000 [26].

Vsechny monomery, ze kterych se sklddaji PHA jsou vzdy v R konfiguraci, je to zpisobeno
stereospecifitou biosyntezujicich enzymt. PHA muzeme rozd¢lit do 3 skupin podle poctu
uhlikd v monomernich jednotkach. PHA obsahujici 5 @ méné uhlikti v monomeru fadime
do skupiny PHA s kratkym fetézcem neboli ,short-chain-lenght PHA* (scl-PHA). PHA
s monomernimi jednotkami obsahujicimi 6-14 uhlikd patii do skupiny PHA se stfednim
fetézcem ,,medium-chain-length PHA*“ (mcl-PHA) a PHA s monomernimi jednotkami
obsahujicimi vice nez 14 uhliku fadime do skupiny PHA s dlouhym fetézcem
,long-chain-lenght PHA* (Icl-PHA) [13].

2.6.2 Struktura a vlastnosti P3HB

PH3B je nejbéznéjsim zastupcem PHA s kratkym fetézcem a je také ze vSech PHA nejlépe
prostudovany. PHB se vyznacuje vysokou krystalinitou, teplotu tani ma kolem 180 °C, teplota
skelného prechodu je 4 °C. Jedna se o slab& hydrofobni ve vod& nerozpustny material.

Vyznacuje se biodegradabilitou, biokompatibilitou a svymi vlastnostmi se fadi mezi
termoplasty. Svymi vlastnostmi je podobny konvencénim plastim jako je polystyren nebo
polyethylen. PHA maji velky potencidl pro vyuziti v mediciné a farmacii, ale i pro vyrobu
komerénich produktti jako jsou vlakna a folie. Dilezité je, ze tento material je pfirodni
a ve vhodnych podminkach je rozlozitelny na oxid uhli¢ity a vodu [13, 27, 28, 29].

Vyuziti samotného P3HB v primyslu je omezeno jeho kiehkosti a pevnosti. Jeho vlastnosti
muzeme zlepsit vélenénim jiné monomerni jednotky napi 3-hydroxyvaleratu (3HV) nebo
3-hydroxyhexanoatu (3HH), kdy ziskame kopolymery se zlepSenymi fyzikaln€ mechanickymi
vlastnostmi, tento kopolymer je pruzny a pevny. Takovéto kopolymery jsou mnohem Iépe
tepeln¢ zpracovatelné a elastict€jsi nez samotné P3HB [13, 27]. Struktura P3HB viz
Obrazek 5.
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Obrazek 5: Struktura P3HB [30].

2.6.3 Biosyntéza

Biosyntéza PHA muze probihat riznymi metabolickymi drahami, 4 nejb&ézné&jsi jsou
znazornény Viz Obrazek 6. Syntéza konkrétniho PHA se vzdy sklada ze dvou krokd: dodani
substratového monomeru a polymerace [13, 26].

Syntéza P3HB probiha nejjednodussi z téchto biosyntetickych drah, metabolicka draha I viz
Obrazek 6. Syntéza PHB probihd za pomoci tii enzymil a jejich kodujicich gent ve tfech
krocich. V prvnim kroku phaA gen, koduje enzym B-ketothioldsu, pomoci tohoto enzymu
probiha kondenzace 2 molekul acetyl-CoA, ze kterych se zformuje jedna molekula
acetoacetylu-CoA. Nasleduje redukce acetoacetylu-CoA na (R) 3-hydroxybutyryl CoA
katalyzovana enzymem acetoacetyl-CoA reduktazou, tento enzym je kédovan phaB genem
a zavisly na NADPH. Poslednim krokem je polymerizace
(R) 3-hydroxybutyryl CoA monomert katalyzovana enzymem PHA syntazou, kédovanou
genem phaC. VSechny tfi enzymy podilejici se na syntéze PHB se nachédzeji v bunééném
cytosolu [13]. Kromé PHB bakterie syntetizuje i ostatni PHAS. Syntéza PHA v mikroorganismu
je zavisla na zdroji uhliku. Zdroj uhliku, ktery organismus vyuziva k syntéze je jednim z faktort
urcujicich typ produkovaného PHA, dal§imi faktory jsou substratova specifita PHA syntazy
a dostupné biochemické drahy [31].
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Obrdzek 6: Schéma metabolickych drah PHAS probihajicich v mikroorganismech
(PhaA - p-ketothioldza, PhaB — NADPH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktiza, PhaC-PHA-syntdza,
PhaG — 3-hydroxyacyl-ACP: CoA transferdza, Phad — (R)-enoyl-CoA hydrataza,
FabD- malonyl CoA:ACP transacyldza, FabG 3-ketoacyl-CoA reduktdza), upraveno dle [31].
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Drahy zapojené do metabolismu mastnych kyselin vytvaieji hydroxyalkanoatové monomery,
které se vyuzivaji k syntéze PHA. Substrat pro syntézu PHA mize tedy pochazet z B-oxidace
mastnych Kyselin, metabolicka draha Il, viz Obrazek 6. N¢které bakterie také dokazou
syntetizovat PHA z nékterych alkant, alkenti a alkanoatu. Slozeni monomeru souvisi
S pouzitym zdrojem uhliku. PHA syntazy, které katalyzuji syntézu PHA z mastnych kyselin,
jsou také zodpovédné za syntézu PHA z glukdzy, meziprodukty pro tuto syntézu byly ziskany
ze syntézy mastnych kyselin de novo — metabolickd draha III viz Obrazek 6. Pomoci této
metabolické drahy je mozné ziskavat monomery pro syntézu ze strukturdlné nesouvisejicich
levnych a jednoduchych zdroju uhliku jako je glukéza nebo fruktoza [26].

2.6.4 Produkce PHA a bakterialni producenti

Biotechnologicka produkce PHA z obnovitelnych surovin nabizi udrzitelnou alternativu
za bézné plasty vyrobené z ropy a tim by mohla snizit zavislost na stale vzacnéjSich fosilnich
palivech [27]. Komer¢ni vyroba bioplasti z PHA je zalozena na vyuziti bakteridlnich kultur
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, jako je napfiklad Cupriavidus necator, rody:
Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Nocardia, Pseudomonas, Rhizobium. Schopnost
syntetizovat PHA je prokazana jiz u vice nez 300 druhi organismu [13, 30], ptiklady nékterych
z nich jsou uvedeny v Tabulka 1.
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Tabulka 1: Ptiklady bakteridlnich producenti a jejich zdrojii uhliku pro syntézu PHB, uvedeno
v procentech na suchou hmotnost bakterialni bunky [30].

bakterialni kmen zdroj uhliku PHB %
Alcaligenes latus slad, séjovy a mléény odpad 70
Azotobacter chroococcum H23 odpadni voda z lisoven olivového oleje 80
Bacillus cereus UW85 glukdza 9
Cupriavidus necator DSM 545 kukufriény sirup 30
Cupriavidus necator DSM 545 odpadni glycerol 62
Enterobacter aerogenes 12Bi odpadni voda 43
Escherichia coli mutants xyldza 27
Pseudomonas aeruginosa NCIB 40045 | zemédélsko — primyslovy olejovy odpad 66
Pseudomonas hydrogenovora DSM 1749 mlécnd syrovatka 21
Pseudomonas putida CA-3 petrochemicky plastovy odpad 30
Pseudomonas fluorescens A2a5 likér z cukrové tftiny 70

Produkce bioplasti je zna¢né omezena vysokymi naklady oproti nakladim na vyrobu
klasickych plasti z ropy. Celkova cena produkce zavisi na nékolika faktorech, dulezity
je substrat, vytéZzek a proces purifikace a extrakce. Tyto faktory nuti védce zamétit pozornost
na snizovani nakladi pomoci levnych obnovitelnych zdroji a na vyvoj ucinnych metod
separace a purifikace [27].

Z analyz vyplyva, Ze uhlikovy substrat tvofi zhruba 20-45 % celkové ceny produkce PHA
z obnovitelnych zdrojl, proto je dilezité vyuzivat takové uhlikové suroviny, aby byla vyroba
bioplasti z PHA konkurence schopna vyrobé plastti zalozenych na ropé. Substratem
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pro syntézu jsou hlavné sacharidy, proto je vyhodné vyuzivat vedlejsi produkty zemé&d¢lské
vyroby, které obsahuji velké mnozstvi sacharidl, jako naptiklad brambory, ryZzové otruby,
melasa, syrovatka, sacharoza. Dale jsou to vedlejsi produkty primyslové vyroby napf. glycerol,
ktery vznika jako odpad pfi vyrobé biodieselu nebo napt. odpadni vody obsahujici organické
latky. Ekologicky vyhodnym zdrojem jsou odpadni oleje ze smazeni a fritovani, které
se v soucasnosti velmi obtizné likviduji. Vyroba PHA z odpadnich olejl se v§ak ekonomicky
vyplati jen pokud jsou dostupné ve velkém mnozstvi. [27, 28, 32].

2.6.5 Metody izolace a purifikace PHA

Priimyslova vyroba PHA se sklada z kultivadni ¢asti a z izola¢ni a purifikadni &asti. Cést
kultivaéni zahrnuje vybér vhodného bakteridlniho kmenu. Organismti schopnych syntetizovat
PHA je sice velké mnozstvi, nicméné ne vSechny jsou vhodné pro primyslovou vyrobu.
Prozkoumanym a nejhojnéji vyuzivanym organismem pro prumyslovou vyrobu
je Cupriavidus necator. Kultivacni ¢ast ovliviiuje pH, strategie davkovani Ziviny, pomér
uhlikaté suroviny ke zdroji dusiku atd. Je vyvijena snaha o dosazeni co nejvétsi koncentrace
bun¢k v kultivaénim mediu a co nejvyssiho podilu PHA na hmotnosti bun¢k. Kultivaci lze
provadét vsadkové, kontinualné i semikontinualné [28, 33].

Dal$im krokem primyslové vyroby je izolace PHA z mikrobialnich bunék. Izolace je stejné
jako vybér vhodného uhlikového substratu velmi vyznamnou soucasti celkové ceny produkce
bioplasti. Je tedy vyvijena snaha minimalizovat naklady (energie, odpadové hospodaistvi)
a zaroven uspokojit vysoké naroky na vytézek a Cistotu produktu. Vlastni izolaci PHA z bunék
pfedchazi zakoncentrovani kultivaéniho média. DalS$im krokem je jiZ samotna izolace, které
muzeme dosahnout nékolika metodami: extrakce v rozpoustédle, digescni metody, chemické
naruseni, superkriticka extrakce [28, 33].

2.6.6 Degradace PHA

Vlastnost, ktera je charakteristicka pro PHA je jejich biologicka rozlozitelnost, PHA jsou
rozkladany v Zivotnim prostfedi pomoci bakteridlnich destruentl. Pro rozlozitelnost PHA je
dalezita hlavné mikrobidlni aktivita v prostredi, dale teplota, vlhkost a pH prostfedi. Nekteré
mikroorganismy jsou vybavené depolymerizaénim systémem, diky kterému jsou schopné
rozkladat PHA [34].
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Obecné miize byt proces biodegradace polymert rozdélena do étyi fazi: biodeteriorace,
depolymerizace, bioasimilace a mineralizace viz Obrazek 7 . V prvnim kroku se na povrchu
materialu vytvoti biofilm, jehoz ptsobenim dochéazi k povrchové degradaci, pii které je
polymerni material fragmentovan na mensi Castice. Ve druhém Mikroorganismy biofilmu
vyluCuji extracelularni enzymy, které katalyzuji depolymerizaci polymerniho fetézce
na oligomery, dimery a monomery. Nasledn¢ ve tfetim kroku dochéazi k piestupu noveé
vzniklych malych molekul do bunék mikroorganismu, nasledna produkce primarnich
a sekundarnich metaboliti Se nazyva asimilace. V poslednim kroku mohou byt tyto metabolity
mineralizovany, vznikaji koncové produkty jako COz, CHs, H2O a Ny, které se uvoliuji
do Zivotniho prostiedi [34].

Rozklad mtze probihat v aerobnich i anaerobnich podminkach. V aerobnich podminkach
degraduji za vzniku CO2 a H»O, degradace je urychlena smiSenou mikrobialni populaci.
V anaerobnich podminkéch se polymery rozpadaji na organicky material CH4 nebo HzS, CO;
a H20. Tento proces se nazyva mineralizace, po dokonceni mineralizace je vSechen uhlik
vazany V biologicky odbouratelném polymeru pfeménén na CO; [26, 35, 36].
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Obrazek 7: Schéma biodegradace biopolymerii, upraveno dle [34].

Biodegradabilita je zavisla na chemickych a fyzikdlnich vlastnostech konkrétniho PHA.
Velmi dilezitym faktorem je teplota tani PHA, s rostouci teplotou tani klesa biologicka
rozlozitelnost, dale bylo zjisténo, ze ¢im vys$si ma PHA molekularni hmotnost tim hife
degraduje. Chemicka struktura PHA také velmi ovliviuje biodegradaci, dilezité jsou funkéni
skupiny a jejich povaha a krystalinita. Vysoce krystalinické materidly maji niZsi biologickou
rozlozitelnost [26].

Mezi bakterie, které PHA rozkladaji se fadi napt. rody Bacillus, Pseudomonas, Escherichia,
a mnoho dalsich, vSechny bakterie, které jsou PHA schopné degradovat, jsou také schopné
je vytvaret. Rozkladu schopné jsou i n¢které houby napt. rody Sporotrichum a Talaromyces
[35, 37].

27



2.6.7 Vyuziti PHA

PHA maji diky svym vlastnostem Siroké spektrum vyuziti, prvnimi komerénimi produkty
vyrobenymi z PHA byly v dubnu roku 1990 obaly na Sampon znacky Wella, obaly byly
vyrobeny firmou Biopol. Nyni se bioplasty vyuzivaji primyslu, medicing, zeméd¢lstvi a jako
obalové materialy [26].

2.6.7.1  Pramyslové aplikace
Vyuziti PHA v primyslu je pomérné Siroké. Pouziva se PHA latex k pokryti kartonu pro vyrobu
vodéodolnych povrchii, nahrazuje tim kombinaci kartonu s hlinikem, ktera se bézné¢ vyuziva
a neni biologicky odbouratelna. Toto vyuziti je ekonomicky efektivni, protoze k vyrob¢ téchto
povrchi je potieba pouze malé mnozstvi PHA. Dale se z PHA vyrabi folie, napojové lahve,
a potahové filmy [26].

2.6.7.1  Medicinské aplikace

V mediciné nachéazeji PHA uplatnéni v tkdniovém inzenyrstvi, diillezitou roli hraje schopnost
uritého materidlu interagovat s urcitou tkani. PHA jsou Siroce pouzivany jako kostni dlahy,
chirurgické stehy, kloubni nahrady, zubni nahrady, umélé srdeéni chlopné, umélé tepny
a nitroo¢ni ¢ocky. Dale jsou PHA pouZivany pii pomalém fizeném uvoliiovani 1¢kt a hormont
v téle, pouziti PHB je vsak v téchto aplikacich omezeno svou nizkou rychlosti rozkladu
a vysokou odolnosti vici hydrolyze ve sterilnich tkanich. Z PHA vldken se vyrabgji vytérové
materialy a obvazové materialy pro chirurgii [26,36].

2.6.7.1 Zemédélské aplikace

PHA se v zemédélstvi vyuzivaji jako mulcovaci folie, umoziuji pouzivat folie k podpofie rustu
rostlin, nasledné degraduji fotochemickou reakci pfimo na polich, ¢imz se eliminuji naklady
na odstranovani folie [26].

Dale PHA miiZeme vyuZit v aplikacich zahrnujicich fizené uvoliovani pesticidl a Zivin.
Biopolymer slouzi hlavné k tizeni rychlosti dodavani latky, mobility a doby u¢innosti chemické
latky. Hlavni vyhodou fizeného uvoliiovani je vyuZziti menSiho mnoZzstvi chemikalii za dané
casové obdobi, tim se eliminuje dopad na necilové druhy a omezi se tékani a vyluhovani
ucinnych latek [36].
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3 PRAKTICKA CAST

Tato prace se zabyva vlivem biodegradabilniho polymeru P3HB (poly-3-hydroxybutyratu)
na 4 generace vodniho organismu D. magna. Multigeneraéni test byl zalozen
na semi-statickych reproduk¢nich testech s timto organismem (dle OECD 211) [9].
Ve védeckych publikacich se uvadi, ze koncentrace testované latky v multigeneracnim testu
je environmentalné relevantni, tato koncentrace v§ak u PHB neni znama, proto byla vyuzita
koncentraci subletalni, ktera byla na zaklad¢é jiz provedenych akutnich testd stanovena
na 1 mg/L. Pro vylouceni negativniho vlivu samotnych ¢astic v suspenzi bylo vyuzito osetfeni
s pfirodnimi ¢asticemi kaolinu ve stejné koncentraci jako mikroplasty PHB [10, 11].

V multigeneraénim testu byly sledovany 3 az 4 generace, je to kompromis mezi
proveditelnosti testu a maximalizaci poctu generaci. Kazda generace je exponovana testovanou
latkou po dobu 21 dni (dle OECD 211) [9]. Roztoky s testovanou latkou jsou stejné jako
u chronického testu ménény tiikrat tydné, organismy jsou krmeny minimalné tfikrat tydné
spole¢né s obménou roztoki. Sleduje se mortalita a reprodukéni aktivita dospélych jedincu.
Ptikazdé obméné roztokd jsou odebirdni nové narozeni jedinci (neonata), neonata ze ttetiho
vrhu jsou vyuzita k nasazeni dalSiho testu jako matky pro dalsi generaci. Narozeni
jedinci z predchozich vrhi nejsou k nasazeni dal$iho testu vyuzivani z divodu jejich
nestability, kterd by mohla negativné ovlivnit vysledek testu. Jedinci vyuziti k nasazeni
nového testu jsou vybrani ndhodné. Testovani vSech generaci probihd za stejnych podminek
jako testovani generace FO [10, 11].

3.1 Pouzité pristroje
Pro ucely bakalaiské prace bylo vyuZzivano laboratorni sklo a dale:

pH metr Lovibond Sensodirect pH110
analytické vahy

vahy

ultrazvukova lazen

michacka
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3.2 Priprava média ASTM

3.2.1 Priprava média

Médium je pfipravovano podle normy ASTM [38]. Rekonstituovana tvrda voda obohacena
o seaweed extract (Marinure, Glenside, Scotland), dale o smés vitamint: thiamin hydrochlorid
(750 mg/l), cyanokobalamin (10 mg/l) a biotin (7,5 mg/l), smes vitamini byla pfipravena
podle OECD guideline 211 [9]. Médium musi spliovat tyto parametry: pH ~ 8, vodivost ~550
uS/cm,obsah kysliku> 80% nasyceni [38].

3.2.2 Pouzité chemikalie
e (CaSO0s - 2H20 cistoty p.a., PENTA s.r.o.
NaHCOg, Cistoty p.a., PENTA s.r.o.
MgSO4-7H20, cistoty p.a., PENTA s.r.0.

KCI, ¢istoty p.a., PENTA s.r.0.
Na>SeOs, Cistoty p.a., PENTA s.r.0.

vitaminy — pfipraveny dle OECD No. 211 (pro piipravu M4/M7 média)
seaweed extract (Marinure, Glenside, Scotland)

3.3 Chov testovacich organismu

Testovaci organismy D. magna z laboratorniho chovu byly kultivovany v popsaném médiu.
Medium bylo ménéno 3x tydné, organismy byly krmeny zelenou tasou Desmodesmus
subspicatus priblizné 200 pg uhliku na organismus na den. Chov je udrzovan ve 20 = 1 °C
a ve svételném rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

3.1 Testovana latka P3HB

Mikrocastice PHB byly ziskany z laboratofe TianAn Biologic Material Co., Ltd. v Ningbo City
v Cing, ktera je nejvétsim svétovym producentem polyhydroxy-butyrat-co-valeratu (PHBV)
a produkuje také poly-3-hydroxybutyrat (P3HB). Pro tento multigeneracni test byly vyuzity
¢astice PBHB (ENMAT Y3000), 1 g P3HB obsahuje 3,2 - 10* ¢astic/ L.

Suspenze PHB mikroplasti v MilliQ vodé byla ptesivana pies sitové sito s velikosti ok 63um
byly nésledné¢ suSeny v digestofi ve sklenénych kéadinkach pii laboratorni teploté.
Na analytickych vahach byl navazen vzdy 1 mg mikroc¢astic PHB (velikost <63 pm) a 1 mg
kaolinu a kazda latka byla vpravena do 1 I média. Aby doslo k rovnomérnému rozmisténi ¢astic
v roztoku byly suspenze vlozeny do ultrazvukové lazné.
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3.2 Postup pri testovani

Multigeneracni test probihal za stejnych podminek jako kultivace organismti v chovu,
zavedeného v laboratofi ekotoxikologie. Prvni generace vyuzitd v multigeneraénim testu
pochazela z tohoto chovu. V testu byly 3 druhy osetfeni, v kazdém oSetieni 10 organismu (tedy
i opakovani) pro kazdy typ oSetfeni. V prvnim oSetfeni byly organismy v ¢istém mediu
bez castic jako negativni kontrola. Ve druhém oSetfeni byly organismy v suspenzi ptirodnich
¢astic kaolinu v koncentraci 1 mg/L. Tieti oSetieni obsahovalo organismy v suspenzi P3HB
v koncentraci 1 mg/L.

Test probihal za svételného rezimu 16:8, teploty 20 + 1 °C. Byla sledovana timrtnost,
a predevsim reproduk¢ni aktivita matefskych organismii v testovanych latkach v porovnani
s kontrolou. Testované suspenze byly vzdy pfipravovany v den vymény média. Byly pouzity
150 ml kadinky, v kazda obsahovala vzdy 100 ml testovaného média. Do kazdé kadinky byl
pomoci plastového kapatka vpraven jeden matetsky organismus, ktery byl krmen 0,2 mg C/den
zelenou fasou D. subspicatus. Ttikrat tydné (rezim Po/St/Pa) bylo vyménovano médium, pii
vyméné byly vzdy spocitani nové narozeni jedinci. Expozi¢ni doba pro jednu generaci
organismi byla dle metodiky OECD No. 211 21 dni [9]. Organismy z 3. vrhu dané generace
byly vyuzity pro nasazeni dalSiho testu (tj. jako matky dalsi generace) za stejnych podminek
(3 druhy osetieni). Testovani probihalo po 4 generace vzdy stejnym zptisobem.

Validita testu byla posuzovana dle kritérii uvedené metodiky; test je povazovan za platny,
pokud jsou v kontrole splnéna nasledujici kritéria: celkova mortalita matefskych organismu
na konci testu nepfesahuje 20 % a primérny pocet zivych potomkid na zivy matetsky
organismus v kontrole je 60 nebo vice. [9]
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4 \/YSLEDKY

4.1 Reprodukéni aktivita

Reprodukéni aktivita jedincii v generacich F1 a FO v suspenzi testovaného P3HB byla velmi
podobna jako u organismu v suspenzi kaolinu (rozdil méné nez 5 %), pfic¢emz reprodukéni
aktivita v obou suspenzich byla u téchto generaci dokonce cca o 10 % vyssi neZ v kontrole.
Tento trend se vSak s nasledujicimi generacemi meénil; zatimco U organismt kontrolni
v nasledujicich generacich nedoslo k vyraznému poklesu reprodukéni aktivity, u organismu
obou testovanych suspenzi byl pokles zaznamenan.

V generaci F2 doslo k poklesu reprodukéni aktivity v suspenzi kaolinu o vice nez 20 % oproti
pfedchozim generacim nicméné, reprodukéni aktivita byla srovnatelnd s kontrolou (nepatrny
rozdil cca 1 %). U suspenze P3HB v generaci F2 byl zaznamenan jesté vétsi pokles reprodukéni
aktivity nez u suspenze kaolinu. Reproduk¢ni aktivita poklesla o cca 20 % oproti predchozim
generacim a byla o cca 20 % nizni nez v suspenzi kaolinu i v kontrole. Reproduk¢ni aktivita
Vv jednotlivych generacich a oSetfenich je znazornéna v Graf 1.

V generaci F3 déle pokracoval pokles reprodukéni aktivity v obou suspenzich, zejména byl
zaznamenan znaény pokles u suspenze P3HB. U suspenze kaolinu doslo k poklesu reprodukéni
aktivity o cca 15 % oproti pifedchozi generaci. U suspenze kaolinu doslo k poklesu reprodukéni
aktivity o cca 15 % oproti predchozi generaci F2 a ve srovnani s kontrolou byla také nizsi, a to
0 cca 15 % niz8i nez v kontrole. V suspenzi P3HB byl zaznamenan pokles reprodukéni aktivity
u F3 generace o vice nez 20 % oproti predchozi generaci F2. Reprodukéni aktivita v suspenzi
P3HB byla v generaci F3 0 cca 15 % nizsi nez v suspenzi kaolinu a o vice nez 30 % nizsi
nez v kontrole. Jak je z Graf 1 patrné, reprodukcni aktivita v suspenzi P3HB poklesla
Vv posledni testované generaci F3 o vice nez 40 % oproti generaci FO.
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Graf 1: Priumérné celkové pocty potomkit na matersky organismus v jednotlivych oSetienich ve
vSech testovanych generacich. Rovnobéznad piimka S 050U X znaci pocet potomkii materskych
organismii V kontrole, potrebnych pro validitu testu.

Nasledujici grafy znazornuji reprodukéni aktivitu v priabéhu celého testu. Graf 2 znazoriuje
dny prvni reprodukce. K prvni reprodukci dochédzelo nejéastéji 7. - 9. den testu.
V generacich FO, F1 a F2 byl den prvni reprodukce u vSech testovanych oSetfeni stejny.
V generaci F3 doslo v suspenzi P3HB k prvni reprodukci pozdéji v praiméru az ve 13. dni testu,
zatimco v kontrole byla primérna prvni reprodukce v 9. dni. Graf 3, Graf 4 Graf 5 a Graf 6
znédzornuji primérnou kumulativni reprodukci ve vSech generacich.
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Graf 3: Priimérnd kumulativni reprodukce pro generaci FO.
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Graf 4: Primeérnd kumulativni reprodukce pro generaci F1.
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Graf 5: Primeérnd kumulativni reprodukce pro generaci F2.
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Graf 6: Primeérnd kumulativni reprodukce pro generaci F3.

4.2 Mortalita

Dal$im endpointem, ktery byl v testech sledovan byla také mortalita organismi. Tabulka 2
uvadi uvedena prumérnou mortalitu ve vSech generaci a oSetfenich. A = kontrolni
organismy, B = organismy v suspenzi kaolinu, C = organismy v suspenzi P3HB. K uhynu
organismi Vlivem testované latky v testované koncentraci nedochazelo. Jak je z vysledku
patrné mortalitanepiesahovala 20 %, test je validni.

Tabulka 2: Primérna mortalita organismt Vv jednotlivych oSetfenich pro v§echny generace.

Pramérna mortalita (%)
FO F1 F2 F3
A 10 5 15 10
B 10 15 5 10
C 10 15 0 10
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5 DISKUSE

V této bakalaiské praci byl proveden multigenera¢ni test na organismu D. magna.
Multigenera¢ni test zatim neni tak ¢asto vyuzivany jako testy chronické a akutni, védci se vSak
domnivaji, ze pro hodnoceni environmentalnich rizik by mohl byt realistictéjSim nastrojem
nez bézné vyuzivané kratkodobéjsi testy. Latka je podavana v environmentalné relevantni
koncentraci a je sledovan dopad na vicero generaci (toXicita latky se muze projevit
az na potomcich exponovaného organismu) a takto muize byt predikovan dopad testované latky
na prosperitu populace testovaciho jedince. Jelikoz pro P3HB neni zatim environmentalné
relevantni koncentrace znama, byly v ramci tohoto testu testovany ¢astice P3HB v koncentraci,
ktera byla na zaklad¢ jiz provedenych akutnich testi oznacena jako subletalni — 1 mg/L.
Ve stejné koncentraci byly testovany i piirodné se vyskytujicimi ¢astice kaolinu. Porovnani
vlivu ¢astic mikroplastu P3HB a pfirodnich mikrocastic je dulezité pro zkouméni, zda maji
Castice P3HB skute¢né negativnéjsi vliv na organismy nez ¢astice piirozené se vyskytujici
ve vodnim prostfedi. Pro potfeby multigenerac¢nich testi se vyuziva environmentalné
relevantni koncentrace castic testovaného materialu, vysledky tohoto testu mohou byt
porovnany s testy s jinymi mikroplasty [10, 11].

Tento multigeneraéni test byl koncipovan velmi podobnym zplsobem jako jiz Gspé$né
realizovany multigenera¢ni test s mikrocasticemi polystyrenu o velikosti (<63 pm), tedy
o stejné velikosti, jakou mély Castice v nasem testu. Jako ptidatny stresor byla ve zminéném
testu podavana testovacim organismim niz§i davka potravy [11]. Na rozdil od testu
provedeného s polystyrenovymi ¢asticemi nebyla v nasem testu v zadné generaci zaznamenana
zvySena mortalita vlivem mikroc¢astic P3HB. Vysledky testi se vSak shoduji v trendech
reprodukéni aktivity, obou testech byl zaznamenan pokles reprodukéni aktivity jedincd
exponovanych mikroplasty vys$$i nez u jedinci exponovanych pfirodnimi c¢asticemi
i v porovnani S kontrolou. | kdyz mikro¢astice polystyrenu byly testovany v nizSich
koncentracich nez mikrocastice P3HB v nasem testu, m¢ly vyraznéjs$i dopad na testovaci
organismy. Nejvy$si testovana koncentrace polystyrenu byla 1 - 10* &astic/ mL, zatimco
koncentrace P3HB byla 3,2 - 107 ¢astic/ mL.

V multigenera¢nim testu provedeném v ramci této prace dosSlo v generaci F3 k poklesu
reprodukéni aktivity i u organismd Vv suspenzi kaolinu, tento vysledek se neshoduje
s vysledkem multigeneracniho testu s mikrocasticemi polystyrenu, ve kterém kaolin
reprodukéni aktivitu nijak neovlivnil. Zatimco v naSem multigeneracnim testu poklesla
v generaci F3 reprodukéni aktivita jak u organismu exponovanych ¢asticemi P3HB,
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tak u organisml exponovanych pfirodnim kaolinem, u suspenze P3HB byl vsak tento pokles
mnohem vyrazné&jsi.

Jelikoz mohou nerozpusténé pevné latky poSkozovat organismus mechanicky nebo mohou
byt organismy pozieny, mohou mit vliv na akvatické organismy bez ohledu na pavod [39].
Prestoze neni mnoho dostupnych ditkazli, mikrocastice plasti se podle vysledki tohoto testu

24

mikrocastice [11].

Vysledky provedeného multigeneracniho testu je mozné porovnat také s vysledky
multigeneracni studie zkoumajici vliv nanocastic polystyrenu po dobu 3 generaci. Dosazené
vysledky byly v obou testech velmi podobné. Dlouhodoba expozice nijak neovlivnila mortalitu,
v generacich FO a F1 nebyla ovlivnéna ani reproduk¢ni aktivita, v generaci F2 doslo
k vyraznému poklesu reprodukéni aktivity. Ve studii s nanoéasticemi polystyrenu nebyl vyuzit
organismus D. magna ale ptibuzny druh D. pulex. Organismy byly exponovany nizsi
koncentraci testované latky 1 pg/L, zatimco v naSem multigeneracnim testu byly organismy
exponovany koncentraci 1 mg/L. Podle téchto vysledki mély nanocastice polystyrenu
v 1000krat nizsi koncentraci nez mikro¢astice P3HB velmi podobny toxicky tcinek jako tyto
mikrocastice [10].
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6 ZAVER

V multigeneracnim testu provedeném v ramci této bakalarské prace byly organismy D. magna
exponovany mikro¢asticemi biodegradabilniho plastu P3HB a ptfirodnimi mikrocasticemi
kaolinu po 4 generace. Mikrocastice P3HB negativné ovlivnily reprodukéni aktivitu
u organismu Ve treti a ¢tvrté generaci. U prirodnich mikrocastic doslo také k poklesu
reprodukéni aktivity, tento pokles vsak byl mén¢ zietelny nez u ¢astic P3HB. Ve srovnani
s multigenera¢nimi testy provedenymi s mikrocasticemi konvencniho plastu polystyrenu,
vysledky tohoto testu provadéného s biodegradabilnim plastem P3HB prokazaly mirné;si
multigeneracni Gc¢inek na organismus D. magna navzdory vy$§imu poctu ¢éstic v testované
suspenzi.

Multigeneracni test by mohl byt velmi dilezitym nastrojem pro posouzeni dlouhodobych
efektt latek dostavajicich se do zivotniho prostiedi. Jeho velkou vyhodou je mnohem
realisti¢téjsi pohled na dlouhodobé ucinky latek nez u testi chronickych nebo akutnich,
nevyhodou je Casova narocnost testovani a prace s velmi malymi hmotnostmi ¢i objemy
testovanych latek, proto jsou kladeny vysoké naroky na preciznost prace.

Aby bylo mozné s jistotou prohlésit, Ze mikrocastice biodegradabilniho polymeru P3HB jsou
pro akvatické prostiedi mén¢ toxické nez mikrocastice konvencnich plast, bylo by tfeba
multigeneracni test jest€¢ zopakovat, vysledky mohou byt ovlivnény genetickou variabilitou
testovacich organismti. Multigeneracni test je Casoveé velmi naro¢ny, pro predikci ucinku
testované latky na ekosystém vSak velmi cenny. Je tieba mit na paméti, Ze 1 biodegradabilni
plasty se v zivotnim prostiedi rozkladaji pouze za urcitych podminek, proto je tfeba s nimi
spravné nakladat.
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SEZNAM ZKRATEK

LC-MS/MS Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

LOEC

NOEC

OECD

PHA

P3HB

cvwr

(lowest observed effect concentration)

nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici zaddné pozorovatelné
ucinky (no observed effect concentration)

Organizace pro rozvoj ekonomické spoluprace (Organization for Economic
Cooperation of Development)

polyhydroxyalkanoaty

polyhydroxybutyrat
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