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Vyskyt primarnich a sekundarnich mikroplastd z Zivotnim prostredi se neustale
zvySuje. Tento globalni problém potiebuje pro své reseni propojeni mnoha obort a
pristupli. Diplomova prace se zabyva dvéma c¢astmi tohoto feSeni - filtraci a
biodegradaci mikroplastfi.

Teoreticka Cast je vénovana popisu mikroplastli, membranovych separacnich
technologiim a biodegradaci mikroplastii. Experimentalni ¢ast je poté rozdélena do
dvou témat. Prvnim tématem je filtrace mikroplasti pomoci polysterenové
nanovlakenné membrany. Jsou porovnany ctyfi typy mikroplasti - smeés
mikrovlaken zodpadni vody automatické pracky, LDPE mikrokulicky namleté
mikrocastice HDPE z granulatu a namleté mikrocastice HDPE z komerc¢ni jogurtové
lahve. Druhym tématem experimentalni ¢asti je biodegradace mikroplastl. Zde byly
porovnany tri rdzna biodegradacni prostredi a tfi druhy PE mikrocastic - LDPE
mikrokulicky, namleté mikrocastice HDPE z granulatu a namleté mikrocastice HDPE
z komer¢ni jogurtové lahve.

Cilem této prace je shromazdit informace o mikroplastech, o filtracnich
technologiich pro separaci mikroplasti zvody, o vyuziti mikroorganismi
pro biodegradaci mikroplastl a v neposledni radé posilit védomi o mikroplastech

ve spolecnosti.
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The occurrence of primary and secondary microplastics from the environment is
increasing constantly. To solve this global problem, many disciplines and
approaches need to be used. The thesis deals with two parts of this solution -
filtration and biodegradation of microplastics.

The theoretical part is devoted to the description of microplastics, membrane
separation technologies and biodegradation of microplastics. The experimental part
is then divided into two topics. The first topic is the filtration of microplastics using
a polystyrene nanofiber membrane. Four types of microplastics are compared - a
mixture of microfibers from washing machine wastewater, LDPE microspheres,
milled HDPE microparticles from granulate and milled HDPE microparticles from a
commercial yoghurt bottle. The second topic of the experimental part is the
biodegradation of microplastics. Here, three different biodegradation media and
three types of PE microparticles were compared - LDPE microspheres, milled HDPE
microparticles from granulate and milled HDPE microparticles from a commercial
yoghurt bottle.

This thesis aims to gather information about microplastics, membrane technologies
for the separation of microplastics from water, the use of microorganisms for
biodegradation of microplastics and, last but not least, to strengthen the awareness

of microplastics in society.

Microplastics, filtration, nanofibers, biodegradation
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UvoD

Globalni produkce plastli roste vysokym tempem a vroce 2018 dosahla
359 miliont tun (PlasticsEurope 2019). Spolecné s rostouci produkci plasti roste
také vyznamnost problému, ktery predstavuje plastovy odpad. Podle Svétového
fondu na ochranu prirody (WWF) skonci az 75 % vyprodukovaného plastu jako
odpad. AZ 87 % nezpracovaného odpadu unikne do Zivotniho prostredi (WWF
2019). Podle odhadti plave na hladiné oceanti vice nez 5 bilionii (5.1012) plastovych
¢astic a jen vroce 2010 se do oceanti dostalo 4,8-12,7 miliont tun plastového
odpadu (Kooi et al. 2018). Vroce 2025 bude v oceanech na kazdé 3 tuny ryb
pripadat 1 tuna plastového odpadu (WWF 2019).

Malé plastové castice zvané mikroplasty ziskavaji béhem poslednich let rostouci
pozornost jak ve védecké literature, tak v médiich. Mikroplasty predstavuji pres
90 % z celkového mnoZstvi plastového odpadu v oceanech (Shabbir et al. 2020).
Jejich vyskyt je potvrzen ve vSech oceanech a celosvétové ve sladkovodnich
systémech, v pidé i ve vzduchu. Pfitomnost mikroplastii na Mt. Everestu (Napper et
al. 2020), v Marianském prikopu (Jamieson et al. 2019) a v ledu v Arktickém mofri
(Peeken et al. 2018) dokazuje, Ze jsou znecCiSténim mikroplasty postiZené nejen
méstské, ale také odlehlé oblasti. Mikroplasty se vyskytuji take v pitné kohoutkové i
balené vodé a v jidle. Podle WWF (2019) zkonzumuje primérny ¢lovék denné cca
5 g plastli, tedy mnozstvi, ze kterého je vyrobena bézna platebni karta. Dopad
na zivotni prostiedi a zdravi ¢lovéka a dalSich Zivych organismi je dosud nejasny
a potreba vyzkumu v této oblasti je tedy vysoka (World Health Organization 2019).
Vzhledem ke zplsobu vzniku mikroplastii nelze ocekavat, Ze by jejich tunik
do Zivotniho prostiedi a vodnich systémi nékdy skoncil. Nutnost vyzkumu
technologii pro odstranéni mikroplasti zvody je tedy ziejma. Membranové
technologie nabizeji slibnou metodu zachytu mikroplastii. Reverzni osmédza
a ultrafiltrace umoznuji zachytit i ¢astice s rozméry v jednotkach nanometrf.
Nasledkem obrovské rozmanitosti ve velikosti, ptivodu a fyzikalnich a chemickych
vlastnostech mikroplastli a nanoplasty je potreba védeckého vyzkumu této oblasti
enormni. Biodegradace pomoci hub, bakterii a fas se v poslednich letech ukazuje

jako slibny kandidat pro boj s plastovym znecisténim.
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Vyskyt malych plastovych fragmentti, dnes nazyvanych mikroplasty, byl reportovan
jiz ve studiich ze 70. let minulého stoleti. Pojem mikroplasty se ve védecké literature
poprvé objevil v roce 2004 (Thompson 2004). Studie sezabyvala akumulaci
mikroskopickych ¢astic plasti v moiskych sedimentech aevropskych sladkych
vodach. Vroce 2011 byl navrzen horni limit velikosti mikroplastii, které byly
definovany jako plastové castice mensi neZ 5 mm (Arthur a Baker 2011). Tato
definice byla dale upresnéna rozdélenim na primarni a sekundarni mikroplasty
(Cole etal. 2011).

Primarni mikroplasty jsou plastové castice, které jsou primo produkované
ve velikosti do 5 mm a jsou takto vyuZivany napriklad v kosmetice, barvach,
a dalSich produktech denni potreby. Sekundarni mikroplasty vznikaji degradaci
a fragmentaci makroplastti plisobenim vnéjsich vlivii prostiedi (brouSeni, omilani,
chemicky rozklad). Spolecna skupina expertii pro védecké aspekty znecistovani
moii (GESAMP 2015; 2016) definovala mikroplasty jako Castice s priimérem
menS$im nez 5 mm. Vzhledem k chybéjici spodni hranici, zahrnuje tato definice
[ ¢astice s rozméry v fadu nanometrd.

Pres vSechny tyto pokusy o presnou definici, konsenzus spodniho a horniho limitu
rozméru mikroplastii zatim nenastal. NejpouZzivanéjsi definici je stale ta obecna
zroku 2011 (Arthur a Baker 2011). Autofi se ale neshoduji na spodnim limitu, ktery
se v publikacich 1isi od 1 do 20 pum. Ani horni limit neni v literature jednoznacny,
pohybuje se mezi 500 um a 5 mm (Frias a Nash 2019). Presnou definici spodniho
a horniho limitu velikosti mikroplast navrhuje Gigault et al. (2018). Zavadi pojem
nanoplasty, které definuje jako Castice o velikosti 1 nm aZ 1 um vznikajici degradaci
plastovych predméti a vykazujici koloidni vlastnosti. Tim tedy definuje spodni

hranici pojmu “mikroplasty” na 1 pm.
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Vyskyt mikroplastli je potvrzen celosvétové v ocednech, moiich, sladkovodnich
systémech, v sedimentech, ptidé, v jidle a pitné vodé i v organech vodnich Zivocichi.
Mikroplasty byly nejprve studovany jako castice znecistujici oceany a more
(Thompson 2004). Prvni studie o mikroplastech ve sladkovodnich systémech byly
publikovany vroce 2011 a zaméfuji se predevSim na vyskyt mikroplasti
v Huronském jezeru (Zbyszewski a Corcoran 2011) a rekach v Los Angeles v USA
(Moore et al. 2011). Od té doby vysla rada studii pokryvajici vSechny kontinenty
s vyjimkou Antarktidy. Studie vnitrozemskych sladkych vod v Asii a Africe reportuji
srovnatelnou nebo vyssi koncentraci mikroplasti v porovnani s mofi a oceany.
Pritomnost mikroplastl byla také potvrzena v némecké rece Ryn (Mani et al. 2016)
av ¢inské prehradé Tri soutésky (Zhang et al. 2015). Mikroplasty byly dale nalezeny
v odlehlych arktickych oblastech (Lusher et al. 2015), na oceanském dné (Van
Cauwenberghe et al. 2013), nejhlubSim misté oceanu - Maridnském prikopu
(Jamieson et al. 2019) a nedavno také na nejvyssi hore svéta Mt. Everestu (Napper
et al. 2020). Pfitomnost mikroplastli je potvrzena také v jidle a balené i kohoutkové

pitné vodé (World Health Organization 2019).

2.1 Sladkovodni systémy

Reky jsou povaZovany za hlavni cestu, jakou se dostava odpad do oceant.
Presto ziskalo zneciSténi sladkovodnich systému plastovym odpadem pozornost
az priblizné o deset let pozdéji, v roce 2014, neZ znecisténi ocedni (Kooi et al. 2018)
Zdroj a transport mikroplastii ve sladkovodnich systémech je velmi komplexni
problém. Mikroplasty totiZ zahrnuji velkou skupinu castic liSici se predevSim
velikosti, tvarem a hustotou. Hustota béznych spotiebnich plasti se pohybuje
mezi 0,85 a 1,41 g.cm3. Tento rozsah prekracuje hodnotu hustoty sladké vody
(1 g.cm3), takZe nékteré mikroplasty budou klesat ke dnu a jiné budou ve vodé
plavat. Hustota ¢astice mikroplastu a jeji pozice ve vodnim sloupci miize byt také
ovlivnéna tvorbou biofilmu.

Omezené informace zaloZené na modelovani a nedostatecné metody pro sledovani
transportu mikroplasti neumoziuji presné urcit a kvantifikovat zdroje Uniku
mikroplastli do Zivotniho prostiedi. Avsak existuje vSeobecna tendence pozorovat

vyssi koncentrace mikroplastli v blizkosti husté osidlenych oblasti. Mezi zdroje
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uniku mikroplasti do sladkovodnich systémii patti srazkové vody, odpadni vody
anespravné zpracovany plastovy odpad. Srazkové vody naptriklad splachuji
necistoty ze silnic, kde se nachazeji ¢astice vzniklé rozpadem znacicich barev
a opotifebenim pneumatik a brzd. Odpadni vody obsahuji predevsim synteticka
textilni vlakna, ktera se uvolni pri prani, mikrokulicky pouZivané v kosmetice
arozpadlé c¢asti vétSich spotiebnich vyrobki, které jsou splachnuty do drezu
¢i toalety. Cisticky odpadnich vod sice mohou byt velmi efektivni pii odstranéni
mikroplastli, ale odpadni voda, ktera z Cisticky odchazi miize byt dale zdrojem
mikroplastli pro transport zpét do Zivotniho prostredi. DalSimi zdroji mikroplast
jsou prachové ¢astice z atmosféry, odpadni voda z primyslové vyroby, fragmentace
a degradace makroplastii aprodukce a distribuce pitné vody (World Health
Organization 2019).

2.1.1 Pitnavoda

V Ceské republice vzrostl zajem o mikroplasty na zakladé studie, ktera zkoumala
vyskyt mikroplastii ve sladké vodé pred upravou v Cisti¢ce a v pitné vodé po uprave
(Pivokonsky et al. 2018). Byly zkoumany plastové castice ve velikosti

1-10 um. Vyskyt téchto Castic se pohyboval mezi 1473 + 34 a 3605 * 497 ¢asticemi
na litr v neupravené vodé a338 + 76 a 628 + 28 Casticemi na litr v upravené vodé.
Mikroplasty byly vtéto studii rozdéleny do tri kategorii - fragmenty, vlakna
a kulicky. Fragmenty prevladaly ve vzorcich ze dvou Cisticek a vlakna ve vzorcich
z té tieti. Bylo identifikovano 12 riznych materialt tvoricich mikroplasty, ale vice
nez 70 % procent Castic tvorily PET, PP a PE (Pivokonsky et al. 2018).

Studie z Némecka (Offmann et al. 2018) se zabyvala kontaminaci balené vody
k tomu, Ze toxikologické studie upozornuji predevSim na potencidlni nebezpeci
mikrocastic s rozméry mensimi nez 1,5 um, zaméruje se tato studie na tyto Castice
mikroplastli. Diky pouziti polykarbonatovych membranovych filtri s hlinikovou
povrchovou dpravou a micro-Ramanovy spektroskopie, bylo mozné analyzovat
c¢astice o velikosti pouze 1 um. Ve studii je zkoumano 32 vzorki balené mineralni
vody.

Pritomnost mikroplastii byla potvrzena ve vSech vzorcich mineralni vody z riznych
typt lahvi vyrobct riznych znacek. Mezi vzorky byly zastoupeny jak lahve na jedno

pouziti, tak sklenéné i PET lahve, které se opakované vraci do obéhu. Obsah
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mikroplastli se pohyboval od 2649 + 2857 ¢astic na litr v PET lahvich na jedno
pouziti aZ po 6292 + 10521 ¢astic na litr ve sklenénych lahvich. Vys$si kontaminaci u
sklenénych lahvi pouvazuji za prekvapivy vysledek. V PET lahvich byl nej¢astéjSim
detekovanym polymerem ve formé mikroplastli pravé PET, coZz naznacuje,
Ze tyto Castice vznikaji pri rozpadu samotného obalu. Tento predpoklad podporuje
porovnani znovu vyuzitelnych lahvi riizného stari. Kontaminace mikroplasty byla
vyssi u starsich lahvi, coZ je pravdépodobné zpiisobeno starnutim materialu obalu,
ktery se snadnéji rozpada a kontaminuje sviij obsah. U sklenénych lahvi byly
detekovany razné typy polymert jako PE, PP nebo kopolymer styren-butandien.
Zdrojem kontaminace lahvi, které se vraci do obéhu mohou byt vicka a proces
omyvani a plnéni.

Kromé samotnych polymerti byla detekovana také kontaminace pigmenty a dalSimi
aditivy. Barva pigmentovych castic detekovanych ve vodé byl shodna s barvou,
ktera byla pouZita pro tisk Stitku. Ke kontaminaci pigmenty dochazi pravdépodobné
pri vymyvani lahvi, kdy se Ccistici roztok dostane do kontaktu jakse Stitkem,
tak s vnitrkem lahve. Analyzovanymi vzorky byly malé vyrezy filtru, na kterém byly
Castice zachyceny a pocCet zachycenych ¢astic na tomto vyrezu byl poté extrapolovan
na celou plochu filtru. Vysokd odchylka u jednotlivych vysledkii je zplisobena
pouzitou extrapolacni metodou kvantifikace c¢astic. Zavérem studie je, Ze pres 90 %
detekovanych mikroplastt a aditiv byly ¢astice mensi nez 5 um, které v predchozich

studiich s vy$Sim detekénim limitem nebyly zahrnuty (Ofmann et al. 2018).
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Mésta jsou povazovana za jeden zhlavnich zdroji mikroplasti kvili vysoké
koncentraci aktivit, které plasty vyuZivaji - textil, obaly, doprava, elektronika,
budovy a stavby. Zdroje a osud mikroplasti ve sladké vodé byly analyzovany
v systematické studii, ktera shrnuje data z triletého vyzkumu v aglomeraci Pariz
(Dris et al. 2018). Ta patfi mezi 40 nejvétSich mést na svété s populaci
pies 10 milioni obyvatel. Patizi protéka reka Seina s povodim o rozloze 32 000 km?2.
Vzhledem knizkému priimérnému pritoku Seiny (350 m3.s'! v Parizi) dochazi
k nizkému redéni znecistujicich latek v fece a jedna se tak o dobrou pripadovou
studii.

Vlakna predstavuji speciadlni piipad mikroplastli vzhledem k jejich zarazeni
mezi primarni nebo sekundarni mikroplasty. Mohou byt povaZovany za sekundarni,
protoze vznikaji rozpadem vétsiho objektu (obleceni). Tento rozpad se ale primarné
odehrava jiz v pracce pri prani pradla. Dostanou se tak do odpadni vody a vstupuji
do zivotniho prostredi v mikroskopickych rozmeérech stejné jako primarni
mikroplasty. Vlakna jsou ve velkém mnozZstvi pritomna také v odpadnich vodach
COV. Ztéchto faktl lze ucinit zavér, Ze vldkna predstavuji velky piispévek
ke zneciSténi mikroplasty, alesponi v méstskych oblastech. Vlakna jsou védeckou
komunitou casto piehlizena kvili tomu, Ze je slozité s nimi pracovat. Tato studie
z Parize ukazuje, Ze by se vyzkum mikroplastli v méstskych oblastech mél zaméftit
pravé na vlakna, jejichZ koncentrace byla ve vSech analyzovanych vzorcich o nékolik

radl vyssi nez koncentrace fragmentu.
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Detekce mikroplastfi, a predevSim nanoplastii v Zivotnim prostiedi je velmi naroc¢ny
ukol. Analytické nastroje jsou omezeny a ovlivnény tim, Ze mikroplasty a nanoplasty
jsou organické castice vyskytujici se v organickém prostredi (voda, ptida). ObtiZnost
izolace castic ze vzorku se zvySuje s klesajici velikosti castice. Sekundarni Castice
mikroplastli a nanoplastli maji navic nepravidelny tvar diisledkem jejich vzniku
fragmentaci. Jsou také Casto transparentni, semitransparentni nebo maji neutralni
barvu.

Vyvoj metod pro detekci a charakterizaci nanoplastii a mikroplastli ve vzorcich
ze Zivotniho prostredi s vysSSim rozliSenim a menSi Casovou narocnosti nadale
pokracuje. Pozadavky téchto metod jsou podobné jako pro metody analytické
metody nanomateridli. V pribéhu piipravy vzorku by nemélo dojit
ke zménam fyzikalnich ani chemickych vlastnosti castic,c méli bychom ziskat
informaci o chemickém sloZeni, velikosti a tvaru a metoda by méla byt schopna
analyzovat komplexni heterogenni vzorky. Pro detekci mikroplastli je nejcastéji
pouzivana Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci v kombinaci
s mikospectroskopii (micro-FT-IR) a Ramananova spektroskopie v kombinaci
s mikroscopii (micro-Raman). Detekce nanoplasti je jeSté obtiznéjsi. Kvili tomu
nebyla doposud jejich piitomnost v Zivotnim prostfedi potvrzena. Zadna ovérena
anylitickd metoda pro detekci nanoplasti ve vodnim prostredi dosud neexistuje.
Existuji ale studie, které laboratorné dokazuji vznik nanoplastii az do rozméri
30 nm vzniklé rozpadem mikroplastli a detekované pouzitim metody Analyza
trajektorie nanocastic (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) (Rist a Hartmann

2018) (Havlitkova 2018).
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5.1 Rizika pro lidské zdravi

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vydala vroce 2019 vyjadreni k vyskytu
mikroplastli v pitné vodé (World Health Organization 2019). V nasledujici ¢asti
shrnuji jejich zavéry.

Potencidlni riziko mikroplastii pro lidské zdravi ma tfi formy: toxicita Castice,
toxicita chemikalii a tvorba biofilmu. Toxicita castice zavisi na radé fyzikalnich
vlastnosti zahrnujicich velikost, specificka plocha povrchu, tvar a charakteristiku
povrchu a chemické sloZeni ¢astice mikroplastu. Osud ¢astic mikroplastt v lidském
téle a dopad na zdravi clovéka neni podle WHO dosud dobie prostudovan, nejsou
dostupné 74adné epidemiologické studie poziti ¢astic mikroplastfl. Castice véts
nez 150 pym pravdépodobné nebudou v lidském téle absorbovany a da se oCekavat,
Ze absorpce menSich castic bude limitovana. Absorpce a distribuce velmi malych
mikroplastovych ¢astic vCetné nanoplasti miize byt vyssi, data jsou ovSem
extrémné omezené. Studie na zviratech jsou provadéné sextrémné vysokymi
davkami expozice, které by se v pitné vodé nemohly vyskytnout. Studie na mySich
a krysach maji zpochybnitelnou spolehlivost a relevanci. Jejich zavéry ukazuji,
Ze redlny negativni Ucinek maji pouze velmi velké koncentrace, které zptlisobi
pretizeni biologickych systémi. Tyto studie tedy nereprezentuji potencialni toxicitu,
ktera by se mohla projevit pri nizSich hodnotach expozice. Na zakladé téchto
nedostatecnych dlikazli nelze dojit k jednoznacnému zavéru o riziku poziti ¢astic
mikroplastl z pitné vody. V tuto chvili ale ZzZddna data nenaznacuji zjevna zdravotni
rizika spojena s expozici mikroplastiim z pitné vody.

Riziko v podobé chemikalii pochazi bud’ ze zbytkovych monomert nebo z aditiv.
Zbytkové monomery maji ptivod bud’ piimo z nedokonalého procesu polymerizace
nebo jsou produktem degradace a zvétravani plastl. Rozsah téchto jevi je nejisty,
ale je pravdépodobné, Ze se zbytkové monomery dostanou do Zivotniho prostredi
anasledné ve velmi nizkych koncentracich do zdrojl pitné vody. Aditiva plasti,
jako jsou ftalatova zmeékcovadla a polybromované difenyletherové zpomalovace
horeni vétSinou nejsou kovalentné vazany na polymer a mohou tedy snadno
uniknout do Zivotniho prostfedi. Unik mfize byt dale ovlivnén molekularni
hmotnosti aditiv, kdy s klesajici molekularni hmotnosti roste rychlost uniku. [ zde

miiZe hrat roli starnuti, degradace a zvétravani plastli. V porovnani sjinymi
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moznostmi Uniku téchto latek do Zivotniho prostredi lze ale predpokladat,
Ze prispévek z mikroplastii bude relativné maly. Osud téchto aditiv v lidském téle,
v pripadé, Ze se dostanou do gastrointestinalniho traktu po poZiti vody obsahujici
mikroplasty, neni studiemi dostatecné prozkouman. Vzhledem ke vzristajicimu
poCtu regulaci pouZiti mnoha potencialné rizikovych aditiv lze predpokladat,
Ze expozice bude postupné klesat. Tyto latky ale mohou byt stale pritomné
ve starSich plastech, které mohou degradovat a byt tedy zdrojem pro unik
do Zivotniho prostredi.

Diky hydrofobnimu charakteru mikroplastii se na né mohou vazat hydrofobni
perzistentni organické zneciStujici latky (tzv. POPs). Mezi né patii napriklad
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky a organochlorové
pesticidy. Tyto latky se vaZou neselektivné na organicky uhlik v Zivotnim prostredi
(sediment, rasy a lipidova frakce vodnich organismii) a podil vazanych POPs
na mikroplasty tedy bude zifejmé zanedbatelny.

Podle WHO (World Health Organization 2019) je zdravotni riziko pri poziti pitné
vody velmi nizké i v pripadé velmi konzervativniho scénare, kdy uvazujeme vysoké
hodnoty expozice mikroplastiim i chemikaliim.

Vznik bakteridlnich biofilma v pitné vodé je zpisoben ristem mikroorganismi
v rozvodech vody a na ostatnich povrsich. VétSina mikroorganismii v biofilmech
je povazovana za nepatogenni, ale nékteré biofilmy mohou zahrnovat volné Zijici
mikroorganismy a patogeny jako Pseudomonas aeruginosa, Legionella spp.,
a Naegleria  fowleri. Mikroorganismy tvorici biofilmy rostou rychleji
na hydrofobnich nepolarnich povrsich, jako jsou plasty, a tedy i mikroplastové
Castice. Existuje omezené mnoZstvi studii, které popisuji moZnost transportu
patogenti na dlouhé vzdalenosti. Neexistuje zatim zZadny diikaz o dopadu biofilmi
vytvorenych mikroplasty na zdravi clovéka. Podle WHO je predpokladané zdravotni
riziko malé vzhledem ktomu, Ze koncentrace mikroplasti ve sladkych vodach
je mnohem niz8i oproti koncentraci jinych castic, na které mohou patogeny
adherovat.

Report WHO (World Health Organization 2019) ukazuje, Ze soucasné studie
neposkytuji dikaz o primém dopadu mikroplasti na lidské zdravi. Zaroven
ale vyzdvihuji dilezitost vyzkumu této oblasti vzhledem ke stdle se zvétsSujici

celosvétové produkci plastti.
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K vyskytu mikroplasti v pitné vodé se vyjadril také Statni zdravotnicky ustav:
»Riziko plastovych vlaken z pitné vody je podle naSeho nazoru tak zanedbatelné,
Zenema smysl se jim specialné zabyvat. Staci vyuzivat stavajici mechanismy
kontroly vyroby pitné vody na pritomnost castic (ukazatele zakal a abioseston)
a Cinit béZna opatreni pri jejich zvySenych hodnotach.” (KoziSek 2017)

5.2 Ekotoxicita

Plastovy odpad se v Zivotnim prostredi vyskytuje ve velkém rozmezi velikosti.
Fyzicka interkance mezi mikroplasty/nanoplasty a zZivymi organismy mohou
zplisobovat zanét nebo narusSeni energetické bilance z diivodu poziti, faleSnému
pocitu sytosti a omezeni absorpce potravy. Mikroplasty a nanoplasty se Casto stavaji
potravou pro suchozemské i vodni organismy. PoZziti mikroplasti a nanoplasti
miiZe negativné ovlivnit lihnuti, rychlost ristu, ptijem potravy, produkci steroidnich
hormonti a reprodukci. Nanoplasty mohou ulpivat napovrchu mikroias
azpusobovat stinovaci efekt na bunécné urovni, znemozinujici fotosyntézu.
Mikroplasty a nanoplasty mohou dale plsobit jako nosite organickych
znecistujicich latek nebo nebezpecnych organismul. Schopnost a podoba fyzické
interakce malych plastovych castic sorganismy zavisi na mnoha faktorech.
Predpoklada se, Ze castice svysokou akumulacni schopnosti vtkanich maji
nejsilnéjsi dopad. To Uzce souvisi s jejich velikosti., ale také s tvarem. S klesajici
velikosti Castic Casto roste jejich toxicita. Tvar hraje také dulezitou roli,
protoZe nepravidelné, ostré fragmenty pravdépodobné zptlsobi vétsi poskozeni

nez kulaté Castice s hladkym povrchem. (Rist a Hartmann 2018)
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Problém znecisténi Zivotniho prostredi plasty a mikroplasty nabyl enormniho
rozsahu a rozmanitosti. Proto je potifeba nachazet a zkoumat rtizna reseni tohoto
problému. Prvnim krokem je popis samotného problému a zkoumani jeho rozsahu,
tomu se vénuji v avodu a prvnich péti kapitolach. Definice, vyskyt, zdroje, detekce
arizika mikroplastli jsou velmi dilezitym predmétem vyzkumu, ktery je potieba
rozvijet a zdokonalovat.

DalSim krokem je sniZeni, ¢i zastaveni ristu problému, kterym je stale se zvySujici
produkce jednorazovych plastovych obalti a Spatné zpracovani plastového odpadu.
Mezi preventivni opatreni, ktera by k tomu mohla prispét, patfi zdokonaleni
recyklaCnich systémi, sniZeni mnozstvi odpadu, podpora cirkularni ekonomiky
a obecné omezeni pouzivani plasti kde je to moZné. Pii implementaci takovych
feSeni je ale nutné dbat na to, aby nedochéazelo k vytvareni novych problémi. Je vzdy
duilezité zvazit nenahraditelny pozitivni prinos nékterych jednorazovych plastovych
vyrobki jako jsou napiiklad injek¢ni stiikacky, které hraji diilezitou roli v prevenci
infekce nebo rousky, respiratory a ochranné obleky, které chrani 1ékarsky personal
nejen pri boji proti koronaviru.

Nezbytnou soucasti reSeni problému znecisténi plasty a mikroplasty tedy musi byt
vyvoj technologii, které umozni mikroplasty z Zivotniho prostredi odstranit a nadale
zpracovat. Soucasti reSeni by mohla byt biodegradace, které se vénuji v nasledujici,
sedmé kapitole. Pokud si predstavime komplexni reSeni jako retéz, biodegradace
by mohla byt jednim z dtilezitych ¢lankd tohoto Fetézu. DalsSim ¢lankem by mohly
byt membranové separacni procesy, které umoznuji z vody separovat i castice

v rozmeérech nanometrli a vénuji se jim v osmé kapitole.
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V poslednich letech je ve védecké literature vénovana stale vétsi pozornost nejen
vyskytu, pivodu a detekci mikroplastd, ale také jejich osudu v Zivotnim prostiedi.
Existuje malé mnoZstvi studii, které se zabyvaji zkoumanim rozkladu mikroplasti
a rliznym zptsoblim feseni problému znecisténi.

Velkou vyhodou syntetickych polymert (plastli) je jejich vysokd odolnost vici
plisobeni okolniho prostfedi. To ale vede kextrémné nizké degradaci téchto
materidlli, a tedy dlouhému pobytu v zivotnim prostiedi. Degradaci miZeme
rozdélit na biotickou a abiotickou. Jednd se o dva rizné mechanismy lisici
se ve fyzikalnich, chemickych a biologickych faktorech. Dale délime degradaci
na fyzikalni, chemickou, fotodegradaci a biodegradaci.

Degradace predstavuje v pripadé syntetickych polymert z molekuldrniho pohledu
rozklad na mensi stavebni jednotky - oligomery a monomery. Fyzikalni degradace
je zplsobena abrazivnimi (mechanickymi) silami, zahfivdnim nebo chlazenim,
mrznutim a rozmrzanim a namacenim a suSenim. Fotodegradace je zptlisobena
piredevsim UV zarenim. Chemickd degradace je zptlisobena oxidaci a hydrolyzou.
Biodegradace je zpiisobena bakteriemi, houbami a fasami.

Ve vodnim prostiedi hraje dileZitou roli mechanicka degradace. Ve vétsiné pripadi
dochazi ke kirehnuti polymeru ptsobenim prostiedi (fotodegradace nebo chemicka
degradace aditiv). Tento kiehky material je pak rozdrcen na mensi a mensi ¢astice
plisobenim trecich sil, které se objevuji béhem pohybu vodnim prostfedim. Tento
proces vede ke vzniku malych plastovych Cc¢astic srozmérem 1-5000 pm,
které nazyvame mikroplasty. Proces degradace ale nekonc¢i vznikem mikroplasti
a vznikaji tak pravdépodobné jesté mensSi castice, takzvané nanoplasty. Vznik
plastovych castic rozmérem mensim nez 1 pm degradaci byl doposud potvrzen
pouze v laboratori, ale pravdépodobnost jejich vzniku v Zivotnim prostredi je.
Castice srozméry viadu nanometrd mohou mit jiné vlastnosti v porovnani
s makroplasty a mikroplasty, ze kterych vznikaji. Obecné vede mechanicka
degradace ke snizovani velikosti castic a zvétSovani specifického povrchu
polymernich ¢astic, coz mize vést k rychlejsi degradaci dlisledkem vyssi reaktivity

(Klein et al. 2018).
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7.1 Biodegradace mikroplasti

Biodegradace syntetickych polymerii mtize probihat ve dvou odliSnych prostredich
- aerobnim a anaerobnim. Degradace polymert na CO2, H20, N2, Hz, CH4, soli,
minerdly a biomasu mifize byt tiplnd nebo ¢aste¢na. Caste¢nd nebo primarni
degradace polymernich retézcii vede ke vzniku stabilniho nebo docasné stabilniho
produktu. Biodegradace zavisi na tfech hlavnich kritériich. Prvnim kritériem
je pritomnost mikroorganismii, které mohou depolymerizovat polymerni latku
a mineralizovat vzniklé monomerni produkty pomoci enzymi prislusicich vhodné
metabolické cesté. Druhym kritériem jsou parametry prostredi - teplota, pH,
vlhkost a salinita, které musi poskytnout vhodné podminky pro biodegradaci.
Tretim kritériem je morfologie polymernich ¢astic, ktera musi umoznovat prilnuti
mikroorganismli a tvorbu biofilmu. Struktura polymeru, tedy chemické vazby,
stupeni polymerizace, stupen vétveni, hydrofobicita a krystalinita nesmi zabranovat
mikrobidlnimu plisobeni.

Castice mikroplasti jsou obecné ptili§ velké, aby pronikly do bunéénych membran
mikroorganismu. Prvnim krokem biodegradace je tedy $tépeni postrannich retézci
nebo hlavniho retézce polymeru pomoci mimobunécénych enzymd, a tedy vznik
mensich polymernich jednotek - oligomerli, monomert. Ve vétSiné pripadu
zahrnuje prvni krok depolymerizace enzymaticky katalyzovanou hydrolyzu
amidovych, esterovych nebo uretanovych vazeb. Tyto mensi molekuly mohou byt
absorbovany mikroorganismy a metabolizovany. Abiotickd hydrolyza muze také
vést ke vzniku meziprodukti, které mohou byt dale metabolizovany
mikroorganismy.

V literature je dobi'e popsana kompletni biodegradace polykaprolaktamu (Nylon 6)
a ve vodé rozpustného polyetylenglykolu (PEG) (Tokiwa et al. 2009). Experimenty
provadéné na TUL, avSak plnou biodegradaci téchto polymerd nepotvrdily,
ale vysledky téchto experimentli zatim nebyly publikovany. Vétsina plastového
odpadu vyskytujiciho se v Zivotnim prostredi je ale tvorena ve vodé nerozpustnymi
syntetickymi polymery jako PE, PP, PS a PET, které samovolné degraduji velmi
pomalu nebo viibec. Degradace téchto polymert je vétSinou kombinaci abiotické a
biotické degradace. Polyolefiny jako PE a PP, které zastupuji vysoké procento
plastového odpadu detekovaného v Zivotnim prostredi, se Casto povaZuji za

polymery, které nepodléhaji biodegradaci. Hlavni alkylovy fretézec polyolefini je
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totiz velmi odolny vii¢i hydrolyze, avsak podléha oxidativni degradaci. Proto jsou pti
vyrobé plasti pouzivany aditiva, kterd oxidativni a fotooxidativni degradaci
zpomaluji. Avsak pokud dojde kuvodni oxidaci povrchu polyolefinli, dochazi
k degradaci, ktera vede ke vzniku c¢astic mikroplasti. Mikroplastové castice, které

prosly oxidaci, jsou tedy vice nachylné biodegradaci (Klein et al. 2018).

7.1.1 Mikroorganismy

Existuje nékolik studii, které se zabyvaji interakci mikroplastli s mikroorganismy
jako jsou riizné druhy bakterii, hub a biofilm{. Pfehledova studie z Sanghajské
oceanské univerzity (Yuan et al. 2020) shrnuje ptiblizné 50 védeckych ¢lanki
zabyvajicich se biodegradaci mikroplasti rtznych typa (PE, PP, PS, atd.) pomoci
bakterii, hub a biofilmi. Dale studie popisuje faktory, které biodegradaci ovliviiuji.
Tyto faktory lze rozdélit na dva hlavni typy. Faktory, které souvisi sristem
mikroorganismi a faktory, které souvisi s charakteristikou mikroplastovych castic
a externiho prostfedi. Mezi charakteristiky mikroplastii patii jejich chemické
a fyzikalni vlastnosti jako hustota, molekularni hmotnost, krystalinita, funk¢ni
skupiny a pritomnost substituentti a aditiv. Faktory prostredi zahrnuji svétlo (UV),
teplo, vlhkost a pritomnost chemikalii. Tyto faktory mohou maji dva mozné dopady
- ovliviiuji rist a metabolismus mikroorganismii a zaroveni mohou sami zptisobit
starnuti a degradaci a piisobit tak synergicky spole¢né s mikroorganismy.

Jednou z velmi slibnych moZnosti boje se znecisténim makro-, mikro- a nanoplasty
predstavuji houby, presnéji tedy v SirSim vyznamu tzv. fungi, kam patfi i plisné
a kvasinky. Ty jsou pfirozenou soucasti ekosystémii a pomahaji rozkladat mrtva téla
rostlin a zivoCichli. Nachazeji se v riiznych prostredich a nékteré druhy dokazou
prezit extrémni podminky, a to jak v suchozemském, tak i vodnim prostredi. VétSina
hub je aerobnich, ale byly objeveny také anaerobni houby, ve sladkovodnich
jezerech, na skladkach a v bachoru bylozravci. Mycelium (podhoubi) ma schopnost
pronikat rliznymi substraty a ziskat tak potfebné nutrienty tam, kde jiné
mikroorganismy neprosperuji.

Vlaknité houby (filamentous fungi) jsou v souc¢asné dobé nejvice prozkoumanym
druhem. Tyto organismy si vyvinuly mimoradnou schopnost adaptace na zmény
prostiredi a toleranci vii¢i mnoha polutantiim. Jsou schopny rozkladat a vyuZzivat
polutanty ke svému vlastnimu ristu, nebo je rozlozit tak, Ze produkty rozkladu

mohou dale vyuZit jiné mikroorganismy. VIaknité houby tedy hraji stéZejni roli
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v degradaci riiznych environmentalnich polutantli, protoze katalyzuji duleZzité
chemické reakce.

Houby jsou heterotrofni organismy, které se vyZzivuji absorpci nutrientii dovnitf
svych bunék. Uvolnuji travici enzymy, které stépi organické molekuly a uvolnuji CO>
a vodu za aerobnich podminek a metan (CH4) za anaerobnich podminek. Fungi
pouzivaji rizné mechanismy rozkladu a metabolismu komplexnich slouc¢enin, mezi
které patri i nékteré polutanty a toxické latky. Tyto mechanismy jsou zajistény
silnym enzymatickym systémem, schopnosti absorpce a produkci prirodnich
biosurfaktantii (hydrofobinti), které jim umoznuji vyuzivat polymery (plasty) jako
zdroj uhliku a elektront, tedy buné¢ného materialu a zdroj energie.

Bylo provedeno nékolik studii, které zkoumaly biodegradaci plastii pomoci hub. Byl
potvrzen potencidl rozkladu PP, PVC, PET, polyestert. Znalost ohledné enzymij,
které se na mechanismu rozkladu podileji, je vSak prozatim velmi mala. Houby
ale maji obrovsky potencial sniZovat negativni vlivy plastového zneciSténi diky
jejich mimoradnym vlastnostem, mezi které patri jejich silny enzymaticky systém
s kapacitou pro detoxikaci polutantti, schopnost prezit v extrémnich nehostinnych
podminkach.

Sanchez (2020) navrhuje, aby se budouci vyzkum zaméril na vyzkum ekosystému,
ve kterém by dokazaly houby vyuzit plastového substratu pro sviij rist.
Dale doporucuje zamérit se na vyzkum metod pro charakterizaci hub schopnych
degradovat plasty a zkoumani a vylepSovani enzymatické aktivity. Upozornuje také
na dilezitost vyzkumu slozeni plasti, predevSim téch na jedno pouziti.
Navrhuje sniZeni ¢i odstranéni pouZziti biocidli a antioxida¢nich stabilizatord,
které jsou predevsim u plastli na jedno pouziti zbytecné, protoze zabranuji rozkladu
nebo ho zpomaluji. Navrhuje naopak vyuZziti aditiv, které budou podporovat
biologicky rozklad, tzv. prooxidanty. Dale zdiiraziuje diileZitost interdisciplinarniho
vyzkumu, tedy predevSim vyzkum biodegradace, ekologicka vyroba. Za sebe
pridavam i vyzkum filtraCnich a membranovych technologii, které jsou také
nedilnou soucasti boje se zneciSténim makro-, mikro - i nanoplasty. (Sanchez 2020)
7.1.2 Metabolismus mikroplastli a nanoplastl

Pfesna podoba metabolismu mikroplast, a predevSim nanoplasti je dosud
nezndmd. Vzhledem kvelké rozmanitosti typu mikroplastli, nanoplasti

a mikroorganisml v Zivotnim prostiedi bude narotnym ukolem metabolismus
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popsat. Dosud existuji pouze studie, které poukazuji na zménu metabolismu
mikroorganismili za pritomnosti mikroplastli a nanoplastii, predevsim z pohledu
ekotoxicity, ale nezabyvaji se konkrétnim mechanismem rozkladu mikroplasti
a nanoplastt (Rist a Hartmann 2018).

Kromé rozmanitosti chemické struktury mikroplasti a nanoplasti hraje
vyznamnou roli vjejich interakci s mikroorganismy a metabolismu také velka
rozmanitost jejich rozmérQ. Nanoplasty mohou dosdhnout spodni hranice velikosti
- desitek azZ jednotek nanometri, rozméry mikroplastli se pohybuji v jednotkach
az stovkach pm. Velikostni rozdil mezi nejmensimi nanoplasty a bakteriemi, tedy
mezi jednotkami nanometrii a jednotkami mikrometrl je jesté vétSi nez mezi

e

vysSkou Clovéka (1,5-2 m) a nejvyssi budovou svéta (Burj Khalifa 828 m). V pripadé
nanoplastli s rozméry v jednotkach a nizkych desitkdch nanometrti navic dochazi
k zdsadnim zméndm fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Dilezity je predevsim
velky mérny povrch a povrchovy naboj, které zpusobuji koagulaci (shlukovani)
¢astic a umoznuji navazat tézké kovy a dalsi polutanty, které mohou ovlivnit priibéh
metabolismu a biodegradace.

Mikroorganismy, konkrétné bakterie maji rozméry v radu jednotek mikrometri
(0,5 - 5 um). Jejich interakce s mikroplasty tedy bude rozdilna neZ s nanoplasty.
V ptipadé mikroplastli mohou bakterie najejich povrchu vytvorit biofilm a postupné
castici rozkladat. Nanoplasty maji tendenci ke koagulaci a diky velkému mérnému
povrchu a povrchovému naboji navazuji tézké kovy a dalsi polutanty, které mohou
byt pro bakterie toxické a tvorbu biofilmu znemoznit. Pokud se ¢astice nanoplasti
vyskytuji samostatné, dovoluje jim jejich velikost pronikat pfimo do bunék,

prostupovat biomembranami a ovliviiovat metabolismus (Singh et al. 2019).

26



TEORETICKA CAST

Membranovy proces je separacni metoda, pri které dochazi k selektivnimu
transportu nékteré ze vstupnich slozek pres membranu vlivem rozdilnych
vlastnosti jednotlivych sloZzek. Membranové procesy se nejcastéji déli dle hnaci sily,
kterou miiZe byt rozdil koncentraci, tlaku a teploty, nebo elektrické pole. Vyhodou
membranovych procesti oproti klasickym separa¢nim metodam (destilace, filtrace
a krystalizace) je Setrnost ktransportovanym latkam, protoZe probiha bez
vyraznych zmén teploty a prostiedi, coZ je pri separaci mikroplastii vyhodou,
protoze nedochazi k jejich dalsimu rozpadu zpisobenému zvySenou teplotou a
piipadnému uvoliiovani navazanych tézkych kovii, chemikalii a dalSich polutanti.
Mezi dalsi vyhody patri nizka energeticka narocnost a v mnoha pripadech rychlost
a ucinnost.

Schéma membranového procesu je zobrzeno na obrazku 1 (Jelinek 2008).
Membrana déli vstupujici proud (nastrik) na proud prosly membranou (permeat) a
proud, ktery membranou neproSel (retentat). Retentat lze dale délit na ochuzeny
proud (diluat) a koncentrovany proud (koncentrat). Produktem membranového
procesu miize byt podle potreby jak diluat (voda vycisténa od mikroplastii), tak
koncentrat (zakoncentrované mikroplasty, které se mohou dale zpracovat

napriklad biodegradaci).

nastrik retentat

[ membrana ]

permeat

Obrdzek 1: Schéma membrdnového procesu, upraveno dle (Jelinek 2008).

Intenzita hnaci sily musi prekonat soucet vSech sil, které plisobi v opacném sméru,
aby doslo k zahdjeni separace. Takovou silou ptlisobici v opa¢ném sméru, miiZe byt
napriklad zakoncentrovani separované latky (obdoba filtracniho kolace)

na membrané, ¢imz vznika koncentra¢ni gradient a osmoticky tok proti sméru
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separace. V upravé vod jsou diky vysoké uclinnosti a snadné kontrole nejvice

vyuZivané tlakové a elektromembranové procesy.

8.1 Membrany

Membrana je klicovym prvkem vSech membranovych procesl. Je to zamérné
nedokonala bariéra, tenka polopropustna folie, ktera v idealnim pripadé selektivné
propousti jednu cast smési a druhou nepropousti. Tato selektivni vlastnost
se nazyva semipermeabilita. Membrany rozdélujeme na homogenni (jednotné
chemické sloZeni, nejcastéji polymer) a heterogenni (vice sloZek, Casto pevny
porézni nosic s tenkou separacni vrstvou) podle jejich chemického sloZeni. Velikost
porid hraje zasadni roli ve velikosti zadrZzovanych castic. Pro zachyt mikroplasti
by mély péry mit primér maximalné 1 um. DileZitou vlastnosti membrany je
take jejiiontova aktivita, tedy zda nese kladny nebo zaporny naboj nebo je neutralni.
V ptipadé, Ze nese membrana kladny nebo zaporny ndboj, mliZe dochazet
k ptritahovani nebo odpuzovani riznych latek. V pripadé mikroplasti by se tato
vlastnost teoreticky dala vyuZzit k selektivni separaci rliznych druhti mikroplastt

(Jelinek 2008).

8.2 Tlakové membranové procesy

L nanoﬂltrace’ L mikrofiltrace 1 filtrace zrnitym loZem
(piskova)

reverzni osméza ultrafiltrace Stérbinové filtry

| | | | | | | | romis )
10-10 10 108 107 106 10 10 103
suspendované latky
ionty |, vysokomolekularni latky 2 0
molekuly koloidy mikrodastice makrocastice
viry bakterie pylové zrna pisek

< > < > < >e

huminové kys.

Obrazek 2: Prehled tlakovych membrdnovych procest, upraveno dle (Jelinek 2008)

Na obrazku 3 je uvedeno rozdéleni tlakovych procesti podle velikosti pori
membrany a odpovidajicim rozmériim zadrzovanych castic. V praxi se pouzivaji
Ctyri separacni techniky - mikrofiltrace, ultrafiltrace, nanofiltrace a reverzni

osmoza. Hnaci silou tlakovych membranovych procesi je gradient tlaku. Velikost
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potrebného tlaku roste s klesajici velikosti pért a rozmérem zadrzovanych castic.
Velikost p6rti membrany urcuje maximalni velikost ¢astic, které mohou membranou
projit. Nastrik je privadén na membranu pod tlakem, ¢ast prochazi membranou
(permeat) a Cast membranou neprochazi a je zmodulu odvadéna (retentat).
Svyjimkou reverzni osmézy vyuzZivajli membranové procesy tzv. sitového
mechanismu, tedy separace latek na zakladé jejich velikosti. Pro mikroplasty je
dostatecné pouzit mikrofiltraci, v pfipadé nanoplastii je potieba pouzit ultrafiltraci
nebo nanofiltraci.

Pro odstranéni nejmensich frakci nanoplasti je vhodnd reverzni osmoza,
ktera vyuZziva neporézni membranu. Osmoticky tok prirozené probiha ve sméru do
koncentrovanéjsiho roztoku, aby se koncentrace roztokt oddélenych membranou
vyrovnala. Pri reverzni osmoéze aplikujeme tlak ze strany koncentrovanéjsiho
roztoku, ktery musi byt vétsi nez osmoticky tlak, aby doslo k obraceni sméru toku.
Diky tomu dochazi naopak kzakoncentrovani na jedné strané membrany
a k ochuzeni roztoku na strané druhé.

Nanofiltrace funguje na podobném principu jako reverzni osmoéza, ale vyuziva
poréznich membran s velikosti pérti 1-3 nm. Nanofiltra¢ni membrany také Casto

7

nesou funk¢ni skupiny se zapornym nabojem (napt. sulfoskupiny). Nanofiltra¢ni
membrany vyuZzivaji ¢astecné sitového efektu (zadrzeni Castic vétSich, nez je rozmér
pori), castecné efekt rozpusténi, difize a desorpce na druhé strané membrany
a také efekty zplisobeny Castou pritomnosti elektrického naboje funkénich skupin
membrany. Nanofiltrace se pouZiva pro odstranovani patogennich latek, prekurzori
chlorovanych derivati pritomnych organickych latek vznikajicich pri dezinfekci
vody a ma potencial pro odstranéni té nejmensi skupiny nanoplasti.

Ultrafiltrace vyuzivd membrany s velikosti pért 3-50 nm. Je to membranovy proces,
ktery se pouziva k ¢iSténi nebo zahustovani roztokli vysokomolekularnich latek
vevodé. Vramci filtrace mikroplasti predstavuje moZnost odstranéni frakci
o velikosti fadové desitek nanometri.

Mikrofiltrace se z téchto Ctyt procest nejvice blizi klasické filtraci. Velikost port
a zachycenych Castic se pohybuje mezi 50-1000 nm. Mikrofiltrace se ¢asto pouziva

jako preduprava vody pro nasledné zpracovani reverzni osmoézou

nebo elektrodialyzou. (Jelinek 2009)

29



TEORETICKA CAST

8.3 Elektromembranové separacni procesy

Elekromembranové separacni procesy vyuZivaji pohybu castic pres iontové
vyménnou nebo bipolarni nepolarni membranu v elektrickém poli. Hnaci silou
téchto procesii je gradient elektrického potencidlu. Kladné nabité Ccastice
se pohybuji smérem ke katodé (zaporné nabité elektrod€), zaporné c¢astice k anodé
(kladné nabité elektrodé). Membrany s funk¢énimi skupinami rtzné polarity
umoznuji transport pouze vybranych ¢astic. V pripadé mikroplastt by bylo mozné
vyuzit elektromembranovych separacnich procest pro selektivni separaci riznych
druhii mikroplastli podle riznych funkénich skupin nebo navazanych polutanti

(1éciva, tézké kovy atd.). Elektrodialyza a elektrodeionizace jsou nejdilezitéjSimi

prredstaviteli elektromembranovych procesi pro tpravu vody.

8.4 Kombinované procesy

Diky zvySujicim se naroklim na Setrnost k Zivotnimu prostiedi se v primyslu zacaly
postupné pouzivat ucinnéjsi a efektivnéjsi kombinované separaCni procesy.
Jeden z téchto procesti kombinuje reverzni osmoézu siontové vyménnymi
technologiemi. Prvnim stupném upravy je reverzni osmdza, ktera odstrani 90-99 %
rozpusSténych latek. Nasleduje druhy stupen - ionexova kolona se smésnym loZem
(tzv. MIXBED). MIXBED je smésny filtr obsahujici silné kysely katex a silné bazicky
anex. Vdruhém stupni dojde kfinalnimu dociSténi na poZadovanou hodnotu.
Tento kombinovany proces snizi mnoZstvi pouZitych chemikalif

na 1-10 % v porovnani s klasickou demineralizaci ionexem.

DalSim kombinovanym procesem je synergie elektrolyzy s ionexovou technologii.
MozZnosti kombinace je hned nékolik. Elektrolyza se skvéle hodi pro zpracovani
arecyklaci koncentrovanych roztokii zachycenych latek, které jsou produktem
regenerace nasycenych ionexd. Druhou moZnosti pouziti elektrolyzy je zvySeni
ucinnosti separace ionexovych technologii v pripadé€, Ze je cilem separovat slozky
roztoku s podobnymi chemickymi vlastnostmi. Vtomto pripadé lze pomoci
elektrolyzy jednu ze sloZek selektivné zoxidovat nebo zredukovat, aby se zvysSila
nebo snizila jeji afinita kionexu. Vyuziti kombinovanych procesii pro separaci
mikroplastl by bylo prili§ ndkladné a casové neefektivni. To by ale nemuselo platit
u téch nejmensich frakci nanoplastli, u kterych dochazi ke zménam fyzikalnich
i chemickych vlastnosti a je velmi obtiZné je z vody odstranit klasickymi tlakovymi

separacnimi procesy.
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Cilem experimentalni Casti bylo ovérit metodu zachytu mikroplasti pomoci
reverzné osmotického nasténného modulu, zkoncentrovani a zpétné ziskavani
minerald na elektrodialyzni jednotce ED-Z. Dalsi a stéZejni ¢asti byl experimentalni
vybér vhodné bakterialni kultury pro biodegradaci mikroplast.

Vprvni casti experimentli byl ovéfen zachyt mikroplasti na mikrofiltracni
mikrovlakenné membrané. Vzhledem kvelikosti a charakteru pouzitych
mikroplastli byla zvolena praveé mikrofiltrace. Dle definice mikroplastli (plastové
castice o velikosti 1-1000 pum) je mikrofiltrace dostatecna pro separaci vSech
mikroplastli. V pripadé nanoplastli (¢astice mensi nez 1 um) uz by bylo pouziti
reverzni osmodzy, kterou navrhuje vedouci vzadani, vhodnéjsi. V pripadé
nanoplastli by také bylo vhodné zvazit pouziti ultrafiltrace nebo nanofiltrace
a porovnat jejich vyhody a nevyhody s reverzni osmézou.

Druha ¢ast experimentli byla vénovana biodegradaci mikroplastt, vybéru vhodného

biodegradacniho prostfedni a vhodného typu mikroplastli, a to sohledem

na provedenou reSersi a na moznosti laboratore, ve které experimenty probihaly.
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10 Material a metody

10.1 Filtrace mikroplastti

10.1.1 Filtracni soustava

Na zachyt a zakoncentrovani mikroplastii byla pouzita filtra¢ni soustava Fisher
napojend na vyvévu. Jednalo se o celosklenéné silnosténné filtrani zarizeni
pro membranové filtry priméru 47-50 mm se zabrusovym spojenim spodni ¢asti
nalevky s batikou na filtrat. Casti filtra¢niho zafizeni v kontaktu s filtratem jsou
vyrobeny z borosilikatového skla DURAN® a PTFE. Objem nalevky je 250 mL
a objem banky je 1000 mL.

Obrazek 3: Filtrac¢ni soustava Fisher

Kfiltraci byla pouZita nanovlakenna membrana z polystyrenovych nanovlaken.
Nanovlakenna vrstva byla pripravena elektrostatickym zvlaknovanim metodou
Nanospider z 23% roztoku PS v rozpoustédlech limonen (LIM) a dimethylformamid
(DMF) vpoméru 2:1. Zvlaknovani bylo provedeno nalaboratornim zarizeni
Nanospider™ TZIII. Sitka zvlakiiovaci elektrody byla 200 mm, vzdalenost
mezi zvlaknovaci a sbérnou elektrodou se pohybovala od 10 do 30 cm. Byla pouzita
valcova sbérna elektroda a napéti 50-80 kV. Vlhkost ve zvlaknovaci komore byla
sniZovana pod 10 % relativni vlhkosti. Posun podkladové textilie (polypropylenovy
spunbond od firmy Pegas o ploSné hmotnosti 10 gm? se pohyboval
od4do 11 cmmin!. Vlakna pripravili pani Fatma Yalcinkaya, Ph.D., M.Sc.

a pan Ing. Jaromir Marek, Ph.D.
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10.1.2 Analyza vzorki

Pro analyzu vzorki byl pouzit elektronovy mikroskop Zeiss ULTRA Plus. Zeiss Ultra,
jenZ pouziva Schottkyho autoemisni zdroj, ktery emituje stabilni, uzky,
monochromaticky svazek umoZniujici velké rozliSeni a maly Sum. Tento typ zdroje
vyzZaduje velmi vysoké vakuum (10-1° mm Hg). Vzorky byly upevnény na hlinikové
terCe pomoci oboustranné uhlikové pasky. Vzorky nebylo nutné napraSovat,
diky pouziti relativné nizkého urychlovaciho napéti 2 kV. Pro zobrazeni byl pouZit
detektor sekundarnich elektronii integrovany do tubusu - InLens, ktery detekuje
elektrony letici zpét ke zdroji a umoznuje studium drobnych povrchovych detaili
pri malé pracovni vzdalenosti (2-3,5 mm). Mikroskop je obsluhovan softwarem

SmartSEM.
10.1.3 Mikroplasty

Obrazek 4: Elektronovy mikroskop Zeiss ULTRA Plus

Prvnim vzorkem mikroplastii byla smés syntetickych a pfirodnich mikrovlaken,
ktera byla obarvena pro snadnou identifikaci v roztoku. Pravé vlakna byla ve studii
z PariZze oznaCena za nejvétSiho prispivatele ke znecisténi mikroplasty,
a to predevSim v méstskych oblastech. Cilem experimentu bylo ovéreni uniku
vlaken zobleCeni béhem prani, analyza jejich rozmérti a ndasledné ovéreni
schopnosti nanovlakenné vrstvy tato vlakna nachytit. Vlakna pouzita v experimentu
byla ziskana z odpadni vody automatické pracky Bosch Clasixx 6. Sbér vlaken

probihal po dobu 10 pracich cyklt o délce 90 minut, p¥i teploté 40 °C a 600 otac¢kach
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za minutu. V pracce bylo obleceni, ze kterého sesbirana vlakna pochazeji, vyrobené

jak z organickych, tak i ze syntetickych materiald.

Obrazek 5: Obarvend smés mikrovldken

Dal$i vzorky tvorily 3 riizné typy mikrocastic polyethylenu. Prvnim typem byly
mikrokulicky z nizkohustotniho polyethylenu (LDPE) sprimérem 1-4 pum
a hustotou 0,96 g.cm-3 udavanou vyrobcem Cospheric. Snimkem z SEM (Obrazek 6)
bylo toto rozmezi velikosti potvrzeno, ale bylo nalezeno nékolik vyjimek z tohoto

rozsahu - napriklad mikrokulicka s primérem az 10 um. Tyto ¢astice reprezentuji

primarni mikroplasty.

Obrazek 6: SEM snimek — mikrokulicky LDPE, zvétseni 3 950x
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Druhym typem byly mikrocastice vysokohustotniho polyethylenu (HDPE) ziskané
namletim granulatu. Granulat byl na bazi cukrové titiny I'm Green™ SHA7260,
zakoupeny od Braskem S.A. (Brazilie) a mél iizkou distribuci molekulové hmotnosti,
minimalné 94 % obsahu biologického ptivodu a hustotu 0,96 g.cm-3. Rozméry téchto
mikrocastic se pohybovaly v fadu desitek aZ stovek mikrometri. Castice vypadaji
potrhané, maji nepravidelny tvar a riiznou velikost, coZ odpovida zpiisobu jejich

vzniku (mleti). Tyto Castice reprezentuji sekundarni mikroplasty. (Obrazek 7)

~ . L i~ - = =
\ 20 pm Mag= 448X WD 9mm  Signal , Date :24 Feb
v I i EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CXI-TUL

Obrazek 7: SEM snimek - ¢dstice HDPE vzniklé namletim granuldtu, zvétSeni 448x

Tretim typem byly mikrocastice vysokohustotniho polyethylenu (HDPE) o hustoté
0,97 g.cm3, ziskané namletim lahve jogurtového napoje od spolecnosti Danone.
Rozméry téchto mikrocastic se pohybovaly v fadu desitek az stovek mikrometr.
Nepravidelny tvar s ostrymi hranami odpovidal zptisobu, jakym castice vznikly.

. Lahev byla nejprve zbavena etikety, nastfihana na mensi kusy, které byly nasledné

namleté na hrubost v fadu desitek aZ stovek nanometrt. (Obrazek 8).

= VR v 7 = 7 . VA W
E’ | A MBLgTY M 2 ) m  Signal A = InLens Date :24 Feb 2021 zppsg
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I D Y {¢jzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 8: vlevo lahev od jogurtového ndpoje vyrobend z HDPE; vpravo SEM snimek - ¢dstice HDPE
vzniklé namletim obalu jogurtové lahve, zvétseni 129x
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10.2 Biodegradacni experimenty

Pro biodegradacni experimenty bylo pripraveno celkem 72 vzorki. Jednalo se
0 24 unikatnich vzorkti a kazdy byl triplikovany pro co nejvétsi presnost
experimentu. Téchto 72 bylo umisténo do 36 uzaviratelnych lahvi Fischer o objemu
250 mL a do 36 Erlenmeyerovych banék o objemu 250 mL, které byly uzavieny
hlinikovou folif. PouzZiti dvou typli nddob bylo nutné kviili nedostate¢nému poctu

nadob stejného typu, ale vzhledem ke shodnému objemu nemohlo dojit k ovlivnéni

experimentu.

] g — aau. i
Obrazek 9: Lahve a Erlenmeyerovy bariky o objemu 250 mL

Lahve i Erlenmeyerovy banky byly pred zaCatkem experimentu sterilizovany

v autoklavu MEMMERT UF75 pri teploté 170 °C po dobu 1 h.

Obrdzek 10: Autokldav
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10.2.1 Analyza mikrobialniho osidleni biodegradac¢nich vzorkt

Vzorky byly analyzovany nejprve po 30 dnech od zacatku experimentu a poté
za dalSich 30 dni, tedy 60 dni od zacatku experimentu. Analyzovany byly vzidy
vSechny triplikaty, aby byly minimalizovany chyby méreni.

10.2.2 Mikroskopie

Bakterie byly analyzovany pomoci epifluorescencniho mikroskopu Zeiss
Axiolmager AX10 (Obrazek 12) a v rastrovacim elektronovém mikroskopu Zeiss
ULTRA Plus (Obrazek 11). Biodegradacni prostredi bylo obarveno ve tmé po dobu
15 minut pomoci soupravy Live/dead™ BacLight™ (LifeTechnologies, USA) a poté
pozorovano pomoci epifluorescenénitho mikroskopu s excitaci nastavenou
na 470 nm a emisi na 490-700 nm pri zvétSeni 63 x.

Dale byl pro analyzu vzorkd pouzit elektronovy mikroskop Zeiss ULTRA Plus
(Obrazek 11). Vzorky (roztoky biodegradacniho prostredi s mikroplasty) byly
na oboustrannou lepici pasku umisténou na hlinikovém terci naneseny pipetou

v objemu 5 pL. Bylo pouzito urychlovaci napéti 2kV a InLens detektor.

Obrazek 11: Elektronovy mikroskop Zeiss ULTRA Plus

Obrazek 12: Fluorescencni mikroskop
Zeiss AX10

10.2.3 qPCR

Na zacatku experimentu a po 60 dnech byly vzorky filtrovany pres filtracni papir

Durapore PVDF Merck (Millipore, Némecko) s pdry o velikosti 0,22 pm. Filtry byly

poté skladovany pri-80°C az do extrakce DNA. DNA byla extrahovana z filtri

pomoci FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA), podle protokolu vyrobce.

Bylo zjisténo relativni mnozstvi genu 16S rRNA (F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT a
37



EXPERIMETALN{ CAST

R: GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT)  predstavujici celkovou bakterialni
biomasu. Reakce qPCR byly pripraveny a provedeny v pristroji LightCycler® 480
(Roche, Svycarsko). Hodnoty bodii oznacujici cyklus, ve kterém dochazi k prechodu
do exponencialni faze amplifikace (,Crossing points“ - Cp) byly ziskany pomoci
metody Second Derivative Maximum. Vysledky qPCR byly hodnoceny jako relativni
kvantifikace ndsobné zmény mezi dvéma stavy, s genem 16S rRNA v pocatecnim
bodé (den 0) av kone¢ném bodé (den 60) jako ACq = (Cqday60 - Cqday0). Priimérné
hodnoty Cp (normalizovany na objem vzorku) 16S rRNA markeru byly vypocteny
jako relativni kvantifikace ze vzorce Cp = 2 (- ACq). (Nguyen et al. 2021)

10.2.4 Biodegradacni prostredi

Prvnim biodegradacnim prostredim byla bakterialni kultura Rhodococcus
rhodochrous ATCC 29672 v solném roztoku MSM (mineral salt medium). Bakterialni
kultura R. rhodochrous byla vybrana na zakladé jeji schopnosti biodegradovat PE
(Bonhomme et al. 2003) a byla ziskdna z Ceské sbirky mikroorganismi
Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné. R. Rhodochrous se pouZziva
pro inokulaci plidy v zemédélstvi a zahradnictvi a ma tvar tyc¢inek (koki). Vyrabi se
pramyslové pro katalyzu premeény akrylonitrilu na akrylamid. Pouziva se také
v primyslové vyrobé nikotinamidu (niacinamidu), derivatu nebo aktivni formy
niacinu, ktery je soucasti komplexu vitamind B.

Bakterie byly kultivovany 24 hodin v TSB (Tryptic Soy Broth), centrifugovany 5 min
na 7000 ot, omyty v NaCl (0,89 % pufru) a znovu centrifugovany 5 min na 7000 ot.
Dale bylo pripraveno solné medium MSM. Koncentrace soli v roztoku byla 0,5 g.L-1
MgS04(7H20), 0,5 g.L-1 KH2POy4, 2,52 g.L-1 NaHPO4(12H20), 1 g.L- NH4Cl, 0.002 g.L-
1, CaClz, 0.007 g.L-1 MnS04(7H20), 0.001 g.L-1 FeSO4(7H20) a 0.007g.L-1 ZnS04(7H20)
(Bonhomme et al. 2003). PouZité soli byly od vyrobce Sigma-Aldrich. Zadna ze soli
neobsahuje atom uhliku, jedinym zdrojem uhliku pro bakterie v pribéhu
experimentu tedy byly mikroplasty.

Druhym biodegrada¢nim prostfedim byl supernatant aktivovaného kalu.
Supernatant je vrchni ¢ast roztoku, ktera vznikne po dekantaci odebraného
aktivovaného kalu. Supernatant ma jen lehce nazelenalou barvuy, jinak je ¢iry.
Tretim biodegrada¢nim prostredim byl sediment aktivovaného kalu. Sediment je
spodni cast roztoku, kterd vznikne po dekantaci odebraného aktivovaného kalu.

Sediment ma hnédozelenou barvu a vysokou hustotu.
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Supernatant a sediment aktivované kalu byly ziskany jednoduchou sedimentaci
odpadni vody odebrané =z cistirny odpadnich vod Dobroviz (obchodni zoéna
Amazon). Sedimentace suspendovaného kalu na poloviéni objem probihala
30 minut. SuSina jiz usazeného kalu byla 7,6 g.L-'1 a filtrovana CHSK¢r supernatantu

byla 35,2 mg.L-1.

Obrazek 13: Vlevo lahve se supernatantem, vpravo bariky se sedimentem

10.2.5 Mikroplasty

Pro biodegradac¢ni experimenty byly pouZity tfi typy PE mikrocastic, shodné
s mikroplasty pouZitymi ve filtracnich experimentech. Prvnim typem byly LDPE
mikrokulicky LDPE s primérem 1-4 um a hustotou 0.96 g.cm-3-udavanou vyrobcem
Cospheric. Druhym typem byly mikrocastice HDPE o hustoté 0.97 g.cm-3, ziskané
namletim lahve jogurtového napoje. Rozméry téchto mikrocastic se pohybovaly
v fadu desitek aZ stovek mikrometrti a ¢astice mély nepravidelny tvar s ostrymi
hranami. Tretim typem byly HDPE o hustoté 0.97 g.cm-3, ziskané namletim
granulatu z biologického zdroje. Rozméry téchto mikrocastic se pohybovaly v radu
desitek aZ stovek mikrometrti. Castice vypadaji potrhané, maji nepravidelny tvar
a riiznou velikost.

Kazdy vzorek obsahoval 5 mg mikroplastii ve 100 mL biodegrada¢niho prostiedi,
to odpovida koncentraci 50 mg.L-1. Tato nizka koncentrace byla zvolena s ohledem

na vysokou cenu, omezené mnozstvi LDPE mikrokulicek a vysoky pocet vzorkd.
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10.2.6 Respirometrie

Respirometrie je analytickd metoda, ktera umoznuje kontinualni zaznam
metabolické aktivity mikroorganismli ve vodnim a pidnim prostiedi mérenim
koncentrace sledovanych plynti. Na zakladé zmén slozeni plynné faze (obsah CO,,
CH4 a 03), probihajicich v dlisledku mikrobidlnich pochodii v uzavireném testovacim
systému, lze sledovat aerobni/anaerobni rozklad organickych latek.

Respirometr Micro-Oxymax je wuzavieny, plné automatizovany systém
kontinualniho méreni koncentraci 0z, COz a CHs4 vplynné fazi uzavienych
testovacich lahvich. Pro sledovani biodegradace za aerobnich podminek jsou
pouzivany detektory Oz a COz a za anaerobnich podminek COza CHa.

Detektory CHs a CO:; pracuji na principu jednopaprskové infracervené
spektroskopie a detektor Oz na principu paramagnetické rezonance. Respirometr
pracuje v uzavirené smycce, tj. vzduch z testovacich lahvi je Cerpan do detektori
a odtud se vraci zpét. Periodicky probiha méreni pritomnych plynii a zmény v jejich
koncentraci jsou v pripadé aerobniho procesu prepocitavany jako spotreba O:
a produkce CO;. Nastaveni a udrzovani provoznich podminek je zajisténo externim
pocitacem. PouZity software Columbus Instruments slouZzi pro ukladani, zpracovani
a prezentaci experimentalnich dat a umoZniuje konfiguraci pristroje, kalibraci
detektorli, méreni objemi, tésnosti systému atd.

Pred zaCatkem experimentu je nutné respirometr nastavit a kalibrovat. Nejprve
je provedena kalibrace pripojenych detektorti pomoci piresné definovanych plynd.
Nasleduje diagnostika pristroje, ktera kontroluje spravnou funkci jednotlivych ¢asti
respirometru a zavérecnym krokem je softwarové nastaveni experimentalnich
podminek. Namétena data jsou pribézné odesilana do pocitace a jsou vyjadiena
jako rychlost produkce/spotieby sledovanych plynt za danou ¢asovou jednotku.
(Drimal a Hoffmann 2008).

Pied spusténim testu byl nastaven pocet aktivnich pozic pristroje - 13 (12 vzorki
a kontrola s anilinem). Dale byla nastavena frekvence analyzy plynné faze kazdého
vzorku na 2 h. Vzorky byly umistény ve specialnich 250 mL testovacich lahvich
Fisher, které obsahovaly 100 mL inokulovaného média. Cely obsah lahvi byl po
celou dobu experimentu michan magnetickym michadlem rychlosti 100 ot.min1.
Experimenty probihaly pri laboratorni teploté. Bylo pouzito 10 mg vzorku

mikroplastli, coZ je minimalni mnoZstvi, pti kterém lIze provést respirometrické
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méreni biodegradace. Vyslednd koncentrace mikroplasti byla dvojnasobna
v porovnani s predchozimiexperimenty vlahvich, tedy 100 mg.Ll. Vzhledem
k tomu, Ze pro experimenty v lahvich byly pouZity pouze kvalitativni analytické
metody, nenf rozdil v koncentracich dtlezity. Kviili omezenému poctu kanalli byly
pro respirometrii vybrany pouze vzorky v sedimentu a v supernatantu. Sediment
i supernatant byly shodné s témi, které byly pouZity pro experimenty v lahvich.
Vzorky obou typi HDPE v sedimentu a v supernatantu byly duplikované (celkem 8
vzorki), LDPE mikrokuli¢ky v sedimentu a v supernatantu duplikované nebyly kviili
omezenému dostupnému mnozstvi (2 vzorky). Zbylé kanaly byly obsazené
kontrolnim vzorkem sedimentu bez ptridavku mikroplastd, kontrolnim vzorkem
supernatantu bez pridavku mikroplasti a kontrolnim vzorkem s plné

biodegradabilnim anilinem.

Obrazek 14: Respirometr Micro-Oxymax; specidlni 250mL testovaci lahve Fisher s magnetickym michadlem (A)
se 100 mL inokulovaného média; kandly (B) vedouci plyn z lahvi, ktery je ddle veden pres chladic (C) do jedné ze
tr'i Cerpacich ridicich jednotek (D), které maji dohromady 30 méricich pozic.
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Vysledky a diskuze

11 Filtrace mikroplasti

Zachyt mikroplastli byl ovéfen na mikrofiltra¢ni PS nanovlakenné vrstvé se stfednim

primeérem vlaken 0,503 pm.

4 5, s, ~7

| 100 pm Mag= 11 W 23mm  Signal A= SE2 Date :15 ]
e I I EHT = 2.0 © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 15: Syntetickd mikrovldakna zachycend na nanovldkenné polystyrenové vrstvé, zvétseni 117x

11.1 Smés syntetickych a prirodnich vlaken

Experimentalné byl ovéren zachyt smési syntetickych a prirodnich mikrovlaken.
Na snimku z elektronového mikroskopu (Obrazek 15) lze pozorovat zachycena
synteticka vladkna s primérem v radu desitek mikrometrd. Diky tomu, Ze byla vlakna
obarvena cervenou barvou bylo mozné pouhym pohledem potvrdit jejich 100 % zachyt

na mikrofiltra¢ni PS nanovlakenné vrstvé (Obrazek 15).
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Obrazek 16: Obarvend smés mikrovidken odebranych z koncového filtru domdci pracky,
zachycend na mikrofiltracni PS nanovldkenné vrstvé (viz 10.1.3)

11.2 Mikrocastice PE
Dale byl ovéren zachyt tfech druht mikrocastic PE. Snimky z elektronového mikroskopu

avazeni dokazuji 100% zachyt vybranych mikroplasti na zvolené PS nanovlakenné

vrstve.

10 pm 2.5 4 24mm  Signal A = InLens 7 Dat
© Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-

Obrazek 17: LDPE mikrokulicky zachycené na PS nanovldkenné vrstvé
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Ze snimku (Obrazek 17) lze usoudit, Ze vybér nanovlakenné vrstvy byl vhodny pro zachyt
LDPE mikrokulicek o rozméru 1-4 pm. Kefektivité zachytu navic prispiva take
shlukovani mikrokulicek do vétSich skupin, coz je zfejmé zpiisobeno jejich povrchovym
nabojem. Samotné kulicky, ale také jejich shluky maji navic diky predpokladanému
povrchovému naboji tendenci ptiléhat k vlakntim.

Dale byl potvrzen zachyt mikrocastic HDPE. V prvnim pripadé se jednalo se o Castice
vzniklé namletim HDPE obalové lahve jogurtového napoje (Obrazek 18 a Obrazek 19)
a v druhém pripadé namletim bio-HDPE granulatu (Obrazek 20 a Obrazek 21). Ze snimki
z elektronového mikroskopu a vaZeni 1ze také usoudit, Ze zachyt téchto castic byl 100 %,
coZbylo vzhledem k jejich rozmértm predpokladem. Poerio et al. (2019) navrhuji zaradit

mikrofiltraéni membranové technologie do tfetiho nebo &tvrtého stupné tpravy v COV.
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Mag= 633X  WD=22mm Signal A= InLens
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

3 AN

10 pm Mag= 1.00KX WD= 22mm Signal A=InLens  Date:22 Apr2021 ggpyxy
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 19: Mikrocdstice HPDE z namleté lahve zachycené na PS nanovldknech, zvétseni 1000x
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Mag= 1.00KX WD= 22mm Sjgnal A=InLens Date :22 Apr 2021 gpixe
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

L i & } NoTe
Mag= 1.00KX WD= 2.2mm Apr 2021 sy
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 21: Mikrocdstice HPDE z granuldtu zachycené na PS nanovldknech, zvétseni 1000x
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12.1 Experimenty v lahvich

Vzorky s mikroplasty a bakteriemi aktivovaného kalu nebo R. rhodochrous byly
analyzovany po 30 a 60 dnech od =zacatku experimentu. Nejprve
pomoci epifluorescentniho mikroskopu a poté na rastrovacim elektronovém
mikroskopu. Pri prvni analyze po 30 dnech nebyla na snimcich z epifluorescencniho
mikroskopu u zadného vzorku potvrzena interakce bakterii s povrchem mikroplastt.
Bakterie byly dobfe separované a jejich pocet a aktivita od zacatku experimentu
neklesala. Tvorba biofilmu na povrchu plastii trva nejméné 14 dni (Morohoshi et al.
2018), podobna doba byla reportovana také konkrétné pro LDPE a HDPE (Eich et al.
2015; Nguyen et al. 2021). Béhem druhé analyzy po 60 dnech od pocatku experimentu
byla pozorovdna adheze bakterii na mikroplasty. Adheze bakterii na mikroplasty
je prvnim krokem tvorby biofilmu. Tvorba biofilmu je obecnou vlastnosti vétSiny
bakterii, protoZe jsou vtomto uskupeni lépe chranéné. Ze samotné tvorby biofilmu
na povrchu mikroplastii v supernatantu a sedimentu aktivovaného kalu tedy nelze tedy
vyvodit zavér o schopnosti bakterii mikroplasty biodegradovat. Tvorba biofilmu je ale
nutnou podminkou biodegradace. V pripadé vzorkt R. rhodochrous v MSM byla adheze
bakterii na mikroplasty pozorovana nejzretelnéji a mikroplasty byly jedinym zdrojem
uhliku v roztoku a v téchto vzorcich. To indikuje, Ze bakterie v tomto prostfedi mohou

mikroplasty biodegradovat, protoZe uhlik ke svému Zivotu pottrebuji.
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12.1.1 Zavéry z epifluorescencni mikroskopie
Na snimcich z epifluorescencniho mikroskopu (Obrazek 22 a 23) vidime bakterie ze

supernatantu (jasné zelena barva) adherované na shluknutych LDPE mikrokulickach.

Obrdzek 22: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, LDPE mikrokulicky (vétsi zelené kulicky) v supernatantu
s adherovanymi bakteriemi (jasné zelend - Zivé buriky, ervend — mrtvé buriky), Cervené sSipky ukazuji na Zivé
buriky

Obrdzek 23: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, LDPE mikrokulicky (vétsi zelené kulicky) v supernatantu
s adherovanymi bakteriemi (jasné zelend - Zivé bunky, cervend — mrtvé bunky, cervené sipky ukazuji na Zivé
buriky
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DalS$i snimky ukazuji adhezi bakterii ze sedimentu aktivovaného kalu na LDPE
mikrokulickach (Obrazek 24 a 25). V porovnani se vzorkem se supernatantem je zde vidét

pritomnosti vysSiho poctu bakterii, coZ odpovidad predpokladu vysSi biodiverzity

v sedimentu.

Obrazek 24: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, LDPE mikrokulicky (vetsi zelené kulicky) v sedimentu
s adherovanymi bakteriemi (jasné zelend - Zivé bunky, cervend — mrtvé bunky) v sedimentu, zvétseni 63x, Cervené
Sipky ukazuji na Zivé buriky

Obrazek 25: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, LDPE mikrokulicky (vetsi zelené kulicky) v sedimentu
s adherovanymi bakteriemi (jasné zelend - Zivé buriky, ervend — mrtvé buriky), zvétseni 63x, cervené Sipky
ukazuji na Zivé buriky
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Na nasledujicim snimku vidime bakterie R. rhodochrous adherované na mikrocastici

HDPE z granulatu (Obrazek 26).

Obrazek 26: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, mikrocastice HDPE z granuldtu (velky zeleny iitvar),
s adherovanymi bakteriemi R. rhodochrous (jasné zelend - Zivé buriky) v MSM, zvétSeni 63x

Obrazek 27: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, mikrocdstice HDPE z granuldtu (oranZovy ttvar) s
adherovanymi bakteriemi ze supernatantu (jasné modrd - Zivé buriky), zvétseni 63x, Cervené Sipky ukazuji na Zivé
buriky
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DalSim vzorkem byly mikrocastice HDPE z granulatu v sedimentu aktivovaného kalu.

Na snimcich (Obrazek 28 a 29) vidime bakterie adherované na castici mikroplastu.

Obrdzek 29: Snimek z fluorescencniho mikroskopu, mikrocdstice HDPE z granuldtu) s adherovanymi bakteriemi
ze sedimentu (jasné zelend - Zivé buriky), zvétseni 63x, Cervené Sipky ukazuji na Zivé buriky

Obrdzek 28: Snimek z epifluorescencniho mikroskopu, mikrocdstice HDPE z granldtu (vétsi oranZovo-zeleny
utvar) s adherovanymi bakteriemi ze sedimentu (jasné zelend - Zivé bunky), zvétseni 63x, cervené Sipky ukazuji
na Zivé buriky
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Snimky z epifluorescencniho mikroskopu potvrdily adhezi bakterii a pocatek tvorby
biofilmu na mikroplastech ve vSech vzorcich po 60 dnech. V literature byla reportovana
tvorba biofilmu v morské vodeé jiZ po 14 dnech na dvou komer¢nich igelitovych saccich
vyrobenych ze dvou typti PE. Prvni typ byl konven¢ni PE a druhy byl biodegradabilni plast
(smés biopolymeru PE na bazi Skrobu a PET). Delsi doba tvorby biofilmu v naSem pripadé
mize byt zpiisobena malou koncentraci mikroplastii (pouze 5 mg v kazdém vzorku)
a odliSnym biodegrada¢nim prostiedim. Tvorba biofilmu a jeho struktura mize ovlivnit
osud mikroplasti ve vodnim sloupci, vCetné potencidlni biodegradace (Rogers et al.
2020), avSak (Oberbeckmann et al. 2018) je skepticky ohledné schopnosti
mikroorganismi rozlozit plasty v pfiméireném casovém useku.

U vzorki s R. rhodochrous jsou pritomné mikroplasty jedinym zdrojem uhliku v roztoku
a bakterie R. rhodochrous je podle literatury schopna biodegradace PE (Bonhomme et al.
2003). Adheze bakterii a pocatek tvorby biofilmu na povrchu mikroplastd byly potvrzeny
také ve vzorcich supernatantu a sedimentu. Vtomto pripadé nelze tvrdit, Ze bakterie
vyuzivaji mikroplasty jako zdroj uhliku, protoZe nejsou jeho jedinym zdrojem v roztoku.
Tvorba biofilmu ve v§ech vzorcich je pozitivnim zavérem pro dalsi vyzkum. Biodegradace
nebyla vzhledem k c¢asové omezenému experimentu prokazana, pouze adheze bunék
bakterii.

12.1.2 Zavéry z SEM analyzy

Snimky z elektronového mikroskopu potvrdily pritomnost bakterii ve vSech vzorcich.

Bylo mozné nalézt bakterie i ¢astice mikroplastli. Nebylo vSak mozné potvrdit adhezi

Mag= 7.67KX WD= 2.0mm  Signal A= InLens Date :25 Mar 2021 zpyex
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrdzek 30: SEM snimek, R. rhodochrous, vzorek s LDPE mikrokulickami, zvétseni 7670x
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bakterii na ¢astice mikroplastli tak jako na snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu,
protoZe ze snimkii neni vzdy zietelné, o jaky material se jednda. Prvni analyza vzorkl
probihala po 30 dnech od zacatku experimentu. LDPE mikrokulicky v MSM roztoku
nebylo mozné jasné sparovat s bakterii R. rhodochrous. Na snimku (Obrazek 30) vidime
tyto bakterie s jejich typickym tyCinkovitym tvarem, shluknuté a adherované na casti
materialu, o kterém nelze s jistotou tvrdit, zda se jedna o mikrokulicku, nebo krystal
nerozpusténé soli z MSM.

Na néasledujicim snimku vidime LDPE mikrokulicku o priiméru cca 2 um v sedimentu

(Obrazek 31). V blizkosti mikrokuli¢ky se nachazi dvé tycinkovité bakterie.

1 pm

p V y Mar 2021 gpyxy
EHT = 2.00 kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 31: SEM snimek, bakterie ze sedimentu v blizkosti LDPE mikrokulicky, zvétseni 11020x

Na dal$im snimku (Obrazek 32) vidime velké mnozZstvi bakterii R. rhodochrous v blizkosti
mikrocastice HDPE z granuldtu o priméru cca 2 um. Je moZné, Ze jsou bakterie
adherované na vétsi ¢asti mikroplastu, ktery je na snimku bakteriemi zastinén, protoZe
pouzité mikrocastice maji velky rozptyl velikosti a jejich rozméry mohou byt
az ve stovkach um.

Obrazek 33 ukazuje velké mnoZstvi bakterii R. rhodochrous. Vzorek by mél obsahovat
mikrocastice HDPE z jogurtové lahve, ale Zadné castice se ve vzorku nepodarilo

identifikovat.
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Mag= 7.05KX Sigﬁal A=TInLens Date :25 Mar 2021 zgygy
EHT = 2.00 kV Pavel Kejzlar, Laboratory of CxI-TUL

CIosCopy,

Date :25 Mar 2021 gpyxx

WD= 19mm Signal A= InLens
—

Mag= 6.63KX
© Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

EHT = 2.00 kV
Obrazek 33: SEM snimek - R. rhodochrous ve vzorku s HDPE z jogurtové lahve, zvétseni 6630x
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Na nasledujicim snimku (Obrazek 34) vidime rasu neurcitého typu v sedimentu. Fakt, Ze
se jedna o rasu lze s jistotou tvrdit vzhledem k jeji velikosti pres 10 pm. V levém dolnim
rohu snimku vidime organicky material sedimentu, kvili kterému je obtiZné ve vzorku
identifikovat mikroplasty. V tomto vzorku by se mély nachazet HDPE mikrocastice

z granulatu.

T e

e o 3 =

Mag = X WD=19mm Signal A= InLens ar 2021 zgyxy
EHT = 2.00kV © Pavel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CxI-TUL

Obrazek 34: SEM snimek - rasa v sedimentu, vzorek s mikrocdsticemi HDPE z granuldtu, zvétseni 2790x

Posledni snimek zobrazuje bakterii ze sedimentu s mikrocasticemi HDPE zlahve,
ktera ma velmi podobny tvar jako rasa na predchozim snimku, avSak délka bakterie je
pouze 1,1 um, takZe se pravdépodobné nejedna o stejny typ mikroorganismu (Obrazek
35). Ve vzorcich se sedimentem byla pozorovana vysoka biodiverzita.

Snimky z SEM analyzy dopliuji snimky z epifluorescencni mikroskopie a potvrzuji
pritomnost bakterii a mikroplastili ve vSech vzorcich. Diky velkému zvétSen{ a vysokému
rozliSeni poskytuji kvalitni analyzu tvaru a velikosti bakterii. V pripadé vzorkl
se sedimentem aktivovaného kalu byla potvrzena jeho vysoka biodiverzita nalezenim

bliZe nespecifikované rasy.
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. 1.9mm  Signal A = InLens Dat
EHT = 2.00 avel Kejzlar, Laboratory of Microscopy, CXI-TUL

Obrazek 35: SEM snimek - bakterie ze sedimentu ve vzorku s HDPE z jogurtové lahve, zvétseni 21 030x
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12.1.3 Zavéry z respirometrie

Z respirometrie byly ziskany hodnoty spotreby kysliku (02) a produkce oxidu uhli¢itého
(CO2) biologickym systémem s jednotlivymi vzorky mikroplastti. Jako kontrola byl pouzit
Cisty anilin, ktery je v nami pouZitém biologickém prostredi biodegradovatelny ze 100 %.
To bylo také potvrzeno na grafech produkce O; a spotieby CO; (Obrazek 37 a Obrazek
38). Po 100 h vidime svétle modry peak, ktery predstavuje vysokou aktivitu pritomnych

bakterii (doba, kdy doslo k adaptaci mikroorganismii na organicky substrat) danou pravé

biodegradaci anilinu.
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Obrazek 36: Graf rychlosti spoti‘eby 02 u vsech vzorkii v porovndni s anilinem
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Obrazek 37: Graf rychlosti produkce CO2 u vSech vzorkii v porovndni s anilinem
Na dal$im grafu (Obrazek 38) vidime porovnani spotireby Oz vSech vzorkl supernatantu
s kontrolnim vzorkem sedimentu bez pridavku mikroplastii. Z grafu je jasné vidét,
Ze spotieba 02 vSech vzorki supernatantu je po celou dobu priibéhu experimentu témér
nulova v porovnani s kontrolnim vzorkem v sedimentu. Aktivita bakterii tedy byla velmi
nizka a nemohlo dojit k Zadné biodegradaci. V sedimentu je naopak spotreba Oz, a tedy

aktivita bakterii znacna, coz je zpilisobeno vyssi koncentraci bakterii v sedimentu oproti

supernatantu.

57



EXPERIMETALNI CAST

supernatant_LDPEmikrokuli¢ky
== supernatant HDPElahev_1

Spotieba 02 [mg/L/h]

«===supernatant HDPElahev_2
«===supernatant HDPEgranulat_1

supernatant_HDPEgranulat_2

«==supernatant_kontrola

PP
400 500

600 700 800 sediment_kontrola

Cas [h]

Obrazek 38: Graf rychlosti spoti‘eby 02 — porovndni vzorkil v supernatantu s kontrolnim vzorkem sedimentu

Na grafu vidime spotieby kysliku 3 vzork. Oranzova kiivka prislusi kontrolnimu vzorku

sedimentu aktivovaného kalu. Zde vidime vysokou aktivitu hned od zacatku experimentu

a dale nékolik peakti v priibéhu 30 dnf, jedna se o typicky priibéh spotreby Oz pro tuto

smés bohatou na mikroorganismy Obrazek.
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Obrdzek 39: Graf rychlosti spotieby Oz - porovndni vzorkii LDPE mikrokulicek a HDPE z lahve s kontrolnim

vzorkem sedimentu

Fialovd a modra kiivka prislusi vzorkiim, kde bylo do sedimentu aktivovaného kalu

pridano 10 mg HDPE granulatu ve formé namletych mikrocastic. Vidime, Ze aktivita

téchto dvou vzorkd je zpocatku nizsi, ale nasledné se zvysuje (predevsim fialova krivka)

v porovnani s kontrolou. Tyto dva vzorky byly duplikaty a pribéh spotieby by tedy

v idedlnim piipadé mél byt shodny. Avsak u sedimentu aktivovaného kalu nemtzZeme

piredpokladat shodu, protozZe je zde vysoka diverzita mikroorganismi.
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Obrdzek 40: Graf rychlosti spotreby Oz - porovndni vzorkii HDPE z granuldtu s kontrolnim vzorkem sedimentu

Vzorky, kde byl biodegrada¢nim prostfedim sediment z aktivovaného kalu vykazovaly
vSechny relativné vysokou spotirebu Oa.

Dale vidime graf spotireby 02 zbylych vzorki v sedimentu a kontrolni vzorek sedimentu
(Obrazek 40). OranZova krivka opét prislusi kontrolnimu vzorku, modra krivka prislusi
vzorku s 10 mg LDPE mikrokulickami a vidime, Ze spotreba kysliku je zde nejvyssi
ze vSech. Navic je spotreba Oz od zacatku velmi vysoka a klesa nejpomaleji a relativné
konstantné v priibéhu celého experimentu. Tento vzorek bohuzel nebylo mozné
duplikovat, kviili omezenému poctu kanalli a také omezenému mnoZstvi mikrokulicek,
které jsou velmi drahé. Zelena a Cervena kiivka prislusi vzorkiim kde bylo do sedimentu
aktivovaného kalu pridano 10 mg HDPE zjogurtové lahve ve formé namletych

v

mikrocastic. Zelena krivka ukazuje vyssi spotrebu nez kontrolni vzorek a ervena naopak
nizsi. Tyto dva vzorky byly duplikaty a priibéh spotreby by tedy v idedlnim pripadé mél
byt shodny. AvSak u sedimentu aktivovaného kalu nemtizeme piredpokladat shodu stejné
jako v predchozim pripadé.
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Obrdzek 41: Graf celkové produkce COz vsech vzorki, vzorky v sedimentu LDPE mikrokulicek
(modrd), HDPE z lahve (zelend) a HDPE z granuldtu (fialovd) maji celkovou vyssi produkci COz neZ
kontrolni vzorek se sedimentem bez pridavku mikroplastii (oranZovd)

59



EXPERIMETALNI CAST

Posledni dva grafy ukazuji celkové (kumulativni) spotfeby Oz a produkce CO; vSech
biologickych systémi se vzorky mikroplastli (Obrazek 41 a Obrazek 42). Z téchto grafi
je zfejmé, Ze nejvyssi spotrebu O, a tedy nejvyssi aktivitu bakterii vykazoval vzorek
s LDPE mikrokulickami. DalSi dva vzorky mély také vyssi spotfebu Oz, tak jak bylo
popsano v predchozich odstavcich. Jednalo se tedy o jeden vzorek s HDPE granulatem
ajeden vzorek s HDPE z jogurtové lahve.

Vysledky zrespirometrie dokazuji, Ze sediment aktivovaného kalu ma daleko vyssi
potenciadl na biodegradaci mikroplasti diky velké rozmanitosti a poctu pritomnych
bakterii a dalSich mikroorganismi v porovnani se supernatantem. Nejlépe dostupnym
z pouzitych vzorkd mikroplastii pro biodegradaci se zda byt LDPE ve formé mikrokulicek.
Také vzorky obou typti HDPE mikroplasti ukazaly schopnost zvysSovat aktivitu
pritomnych bakterii, tedy slouzit jako substrat a biodegradovat. Tyto vysledky ale nebyly
potvrzeny duplikdty. Pro potvrzeni téchto piredpokladii bude nutné experiment
zopakovat, porovnat duplikaty nebo triplikaty a provést déle trvajici experiment. Dalsi
zajimavou vhodnou upravou experimentu by mohlo byt zvySeni teploty, ¢imz by mélo

dojit ke zvySeni aktivity bakterii a rychlejsi biodegradaci mikroplasti.
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Obrdzek 42: Graf celkové spotieby Oz vSech vzorkii, vzorky v sedimentu LDPE mikrokulicek
(modrd), HDPE z lahve (zelend) a HDPE z granuldtu (fialovd) maji celkovou vyssi spotrebu Oz neZ
kontrolni vzorek se sedimentem bez pridavku mikroplastii (oranZovd)
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12.2 Zavéry z qPCR

Na grafu (Obrazek 43) vidime porovnani mnozstvi bakterii v jednotlivych vzorcich
se supernatantem a sedimentem aktivovaného kalu na zacatku experimentu a na konci
experimentu, tedy po 60 dnech. MnozZstvi bakterii mirné pokleslo v kontrolnich vzorcich
sedimentu a supernatantu bez pridavku mikroplastti. Ve vzorcich s LDPE mikrokuli¢kami
zlstalo mnoZstvi bakterii po 60 dnech experimentu podobné jako na zacatku
experimentu. V pripadé vzorku s mikrocasticemi HDPE granulatu doSlo k mirnému
navySeni mnoZstvi bakterii v sedimentu i supernatantu. MnoZstvi bakterii v sedimentu
2x narostlo v pritomnosti mikrocastic HDPE zlahve jogurtového napoje, zatimco

v piipadé supernatantu ziistalo stejné.

@ Supernatant

@ Sediment

Relativni kvantifikace

LDPE Mikrodastice Mikrodastice

Kontrola
mikrokuli¢ky HDPE z granulatu HDPE z lahve

Obrazek 43: MnoZstvi bakterii ve vzorcich s riiznymi mikroplasty detekované genem 16S rRNA po 60 dnech.
Zelend cdra predstavuje mnoZstvi bakterii v ¢ase 0. U vsech vzorkii se v porovndni s kontrolou kvantita bakterii
zvysila.
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Motivace prace spocivala ve vyuziti kombinace filtrace mikroplastli nanovlakennym
filtrem, ktery je jednoduchy a levny na vyrobu a nasledné biodegradace bakteriemi, které
piredstavuji potencialni zplisob pro ekologickou likvidaci plastového odpadu.

V prvni ¢asti byl prokdzan zachyt mikroplasti pfi filtraci modelovych roztokt ¢tyt typt
mikroplastl (smés mikrovlaken z odpadni vody automatické pracky, LDPE mikrokulicky,
namleté mikrocastice HDPE z granulatu a namleté mikrocastice HDPE z jogurtové lahve)
v destilované vodé na mikrofiltracni PS nanovlakenné vrstvé. Vzhledem ke 100 %
efektivité zachytu mikroplastli na mikrofiltracni polystyrenové nanovlakenné membrany
jiZ nebyly provedeny experimenty sreverzni osmdézou. Potencidlni vyuZiti reverzni
osmozy, ultrafiltrace a nanofiltrace je vseparaci nanoplastli, které se tato prace
experimentalné nevénovala.

V druhé c¢asti byla studovdna biodegradace mikroplastli, konkrétné trech druhti PE -
LDPE mikrokulicek (primarni mikroplasty), namletych mikrocastic HDPE z granulatu
(sekundarni mikroplasty) a namletych mikrocastic HPDE z jogurtové lahve (sekundarni
mikroplasty) vsupernatantu a sedimentu aktivovaného kalu a v Ccisté kulture
R. rhodochrous v minerdlnim mediu. Vzorky mikroplastii byly analyzovany nékolika
metodami. Na epifluorescenénim a rastrovacim elektronovém mikroskopu byla po 60
dnech pozorovana adheze bakterii na povrchu mikroplasti.

Kvantifikace mnoZstvi bakterii v jednotlivych vzorcich byla provedena pomoci qPCR.
Bylo porovnano mnozstvi bakterii vjednotlivych vzorcich na zacatku a na konci
experimentu, tedy po 60 dnech. V pripadé obou typl mikroc¢astic HDPE v sedimentu
doSlo k mirnému zvySeni mnoZstvi bakterii, v piipadé LDPE zilistalo v pozorovaném
(kratkém) Casovém useku mnoZstvi stejné jako na zacatku a u kontroly bez pridavku
mikroplastli mnoZzstvi Kleslo. V piipadé supernatantu doslo ke zvySeni poctu bakterif
pouze u mikrocastic HDPE z granulatu. MnozZstvi bakterii u LDPE mikrokulicek a
mikrocastic HDPE z jogurtové lahve zlistalo v monitorované ¢asové periodé stejné a u
kontroly bez ptridavku mikroplastii mnozstvi bakterii kleslo Doba trvani experimentu
byla 60 dni, a béhem ni jeSté nebylo moZné potvrdit biodegradacni procesy. Nicméné fakt,
Ze mnoZstvi bakterii zilstalo vtéchto experimentech stejné a nesnizilo se, otevira
perspektivu zvySeni metabolismu mikroplastli bakteriemi v del$im ¢asovém useku.

Dale byla provedena respirometrie se vzorky v supernatantu a v sedimentu, tedy méreni

spotieby 02 a produkce CO>. Zde byla potvrzena zvySena aktivita bakterii u tfech vzorki
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mikroplastli v sedimentu oproti kontrole bez pridavku mikroplastli, biodegradacni
potencial je zde nejvyssi a bude vhodné to ovérit dlouhodobéjSimi experimenty. Naopak
spotieba Oz a produkce CO2 mikroorganismy v supernatantu byla minimalni.
Kvantifikace abundance bakterii v jednotlivych vzorcich byla provedena pomoci DNA
extrakce a qPCR. Bylo porovnano mnoZstvi bakterii v jednotlivych vzorcich na zacatku a
na konci experimentu, tedy po 60 dnech. V pripadé obou typt mikrocastic HDPE
v sedimentu se zvySila abundance bakterii, v pfipadé LDPE zlistala abundance stejna jako
na zacatku a u kontroly bez pridavku mikroplasti abundance klesla. V pripadé
supernatantu doSlo ke zvySeni poCtu bakterii pouze u mikrocastic HDPE z granulatu.
Mnozstvi bakterii u LDPE mikrokuli¢cek a mikrocastic HDPE z jogurtové lahve ziistalo
mnoZzstvi bakterii stejné a u kontroly bez pridavku mikroplasti mnoZstvi bakterii
vzrostlo.

Vérim, Ze tato prace poskytne pevny a readlny zaklad vyzkumu filtracnich a
biodegradacnich technologii pro boj sglobalnim zneciSténim mikroplasty. Budouci
vyzkum by mél byt zaméren na optimalizaci podminek a prostredi pro biodegradaci
riznych druhd mikroplastd, jejich smési a redlnych vzorki ze Zivotniho prostiedi. Dale
vidim moZznost vyzkumu filtra¢nich nanovldkennych membran s rizné velkymi pory, pro
zachyt celého spektra velikosti mikroplasti a nanoplasti. Dilezity bude také vyzkum
materialu filtra¢ni membrany, ktera by méla byt plné biodegradabilni, aby pri filtraci

nevznikal dalsi plastovy odpad.
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