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ABSTRAKT

Teoretickd cCast se vénuje predevSim mikroplastim pochéazejicim zkonvencnich
1 biodegradabilnich polymert, jejich rozdé€leni, zdrojim a interakcim s pudou. V ramci
praktické ¢asti byla provedena analyza vlivu obsahu vody ve tfech druzich zemédé¢lské
pudy na miru biodegradace biodegradabilnich polymert a formovani biofilmu na jejich
povrchu. Byly piipraveny inkubace biodegradabilnich polymertt v pudach s riznym
obsahem vody. Déle byla pomoci hmotnostniho spektrometru méfena mira biodegradace
vybranych biodegradabilnich polymeri reprezentujicich mikroplasty v pribéhu inkubace
v pudé. Byla provedena mikroskopicka analyza mikrobialniho biofilmu, ktery vznikal na
povrchu inkubovanych vzorkll. Ze vzorkd pid byla vramci molekularné biologické

analyzy izolovana DNA.

Kli¢ova slova: mikroplasty, biofilm, zemédélska piida, biodegradace, fluorescenéni

mikroskopie

ABSTRACT

The theoretical part focuses mainly on microplastics derived from conventional and
biodegradable polymers, their distribution, sources and interactions with soil. In the
practical part, the influence of water content in three types of agricultural soils on the rate
of biodegradation of biodegradable polymers and biofilm formation on their surface was
analysed. Incubations of biodegradable polymers in soils with different water contents
were prepared. Furthermore, the rate of biodegradation of selected biodegradable polymers
representing microplastics during incubation in soil was measured using a mass
spectrometer. Microscopic analysis of microbial biofilm formed on the surface of
incubated samples was performed. DNA was isolated from the soil samples as part of the

molecular biological analysis.

Keywords: microplastics, biofilm, agricultural soil, biodegradation, fluorescence

microscopy
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UvVOD

Znecisténi zivotniho prostiedi plasty se jiz roky vénuje velka pozornost [1]. I pfes to, Ze
plasty jsou pomérn¢ nové materidly, které se zaCaly hojné vyuzivat az v prubéhu druhé
svétové valky, zanedlouho se zacalo s jejich nadmérnou vyrobou, coz vedlo k enormnimu
zatizeni Zivotniho prostfedi [2]. Pouziti plastt ma hned nékolik vyhod oproti ostatnim
materidliim. Jednou z nejvétSich vyhod je jejich vysoka stabilita, nizkd cena, mezi dalsi
vyhody lze zatadit tvarnost, dlouhd trvanlivost ¢i nizkd hmotnost. Dlouha Zzivotnost
a odolnost plasti vSak vedla k jejich hromadéni v Zivotnim prostiedi, a tudiz 1 ke zvySeni
environmentalnich rizik spojenych s jejich vyrobou, uzivanim a likvidaci [3]. Celosvétova
vyroba plastl trvale roste. Podle statistik OECD (Organizace pro hospodatskou spolupraci
a rozvoj) se za poslednich dvacet let celosvétovd produkce plastového odpadu
zdvojnésobila a tento trend se ma v pristich desetiletich dale zvySovat [4]. Vzhledem k
vysokym ndkladim na recyklaci a také diky chovani nékterych spotiebiteld se plastovy
odpad dostava dal do prostiedi, coz zpiisobuje zdvazné znecisténi plasty na celém svéte.
Dulezitost je v soucasnosti piikladdna zejména mikroplastim, Podle studie Mezindrodni
unie pro ochranu piirody (IUCN) se do zivotniho prostiedi kazdoro¢né dostane 3,2 milionu
tun mikroplastti [5]. Tyto Castice se mohou dostévat do téla zivych organismt, jiz byly

postupné objeveny napt. ve stfevech, krvi ¢i matetském mléce [1].

Mimo mikroplasty vznikajici z konvenc¢nich plastii mohou do Zivotniho prostiedi vstupovat
také mikroplasty vznikajici zrozloZitelnych (biodegradabilnich) plasti. Pro rozklad
biodegradabilnich mikroplasti je tieba osidleni jejich povrchu mikroorganismy schopnymi
tyto plasty rozloZit a nasledné tvofit biofilm. Na tvorbu biofilmu maji vliv také podminky

prosttedi, naptiklad vlhkost ¢i mnozstvi kysliku [6], [7], [8].

Pokud se mikroplasty nachazi v plidach, mohou mit tedy vliv také na zemédé€lskou
produkei, jelikoz kvalita pidy a pfitomnost mikroorganismi je pro péstovani plodin

zasadni [9].
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I.  TEORETICKA CAST
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1 MIKROPLASTY

Mikroplasty jsou kontaminanty zivotniho prostfedi. Jedna se o drobné plastové Castice.
Jejich velikost se mtize znac¢né lisit, ale obecné se jejich velikost udavd mezi 1-5 mm.
Dusledkem vSestrannosti a rozsifeného primyslového vyuziti plastii existuje rozmanita
Skala tvart a velikosti téchto Céstic, 1 kdyz se mikroplasty v prostfedi vyskytuji prevazné
jako vldkna ¢i fragmenty. Neni zndmo, kdy a jestli se ¢astice mikroplastii plné rozlozi,

a jsou tedy povazovany za perzistentni s potencidlem akumulace [10].

1.1 Rozdéleni mikroplasti

V Zivotnim prostredi 1ze nalézt plasty s riznou velikosti ¢astic. BéZn¢ se déli do 4 kategorii
— od nejvétsich makroplastli, pfes mezoplastické castice, mikroplasty az k plastim

s nejmensimi ¢asticemi, nanoplastiim [4] viz. Obrazek 1.

Plasty

Makroplasty
>25 mm

Mezoplasty
5-25 mm

Mikroplasty
1-5mm

Nanoplasty
1-100 nm

Primarni
plasty

Sekundarni
plasty

Obrazek 1: Klasifikace plastti dle velikosti ¢astic [3]

Mikroplasty se déale déli na primarni a sekundarni. Primarni mikroplasty jsou zadmérné
vyrabény pro pouziti v riznych technologickych procesech. Jednd se o plastové castice
apelety. Jsou ptridavany do mnoha spotiebnich a komercnich produktii. Primarni
mikroplasty jsou pouZivany napf. v kosmetickych vyrobcich, vyrobcich osobni péce,
Cisticich prosttedcich, lécivech, détskych produktech, zubnich pastach, insekticidech.
Ptestup primarnich mikroplasti z vyrobkil osobni péce do Zivotniho prostiedi probiha z
davodu jejich ptimého splachovéani do odpadnich vod, ze kterych poté unikaji do Zivotniho

prostiedi. Mikroplasty pochazejici z riznych primarnich zdroji se také vyrazné podili na
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znecistovani oceanil, kdy je odhadovano, ze az 30 % plastového odpadu v oceanech tvorii
primarni mikroplasty, které vznikaji zejména odérem pneumatik vozidel o vozovku

a uvolnénim umeélych textilnich vlaken v prabéhu prani. [11].

Sekundarni mikroplasty vznikaji fragmentaci vétSich kust a Ulomkt plasti. Tato
fragmentace je zptisobena napt. fotodegradaci, mechanickou degradaci, degradaci teplem
¢i degradaci pomoci biologickych Ciniteld (makroedafon) [12]. Tento proces ovliviluje
velikost a tvar fragmentl, jejich slozeni a vlastnosti, dale pak koncentrace kysliku,
pritomnost vody nebo teplota [11]. Znecisténi prostfednictvim sekundarnich mikroplast
pochazi hlavné z komunélniho odpadu, plastovych lahvi, plastovych sacki a plastovych
nadob na potraviny ¢i rybarskych zatizeni [13]. Dal§im zdrojem jsou pak také elektronicka

zafizeni, kterd jsou Spatné likvidovana [4].

Zubni pasty Pramysl

Détské Komunalni Skladky

Kosmetika produkty gty

Sekundarni
znecisténi

Priméarni
zneéisténi

Zvétravani Fragmentace zplisobena
abrazi vétru, UV paprsky
&i mechanickym tfenim

PE, PP, PCBs, PS,
PVC, PUR, PET, PA,
PLA, PMMA

Obrazek 2: Hlavni zdroje primarnich a sekundéarnich mikroplastt [12].
1.2 Vliv mikroplastii na zdravi
Mikroplasty jsou kontaminanty vSech environmentalnich systém [14]. Vlivem
nepiiznivych u¢inkt mikroplasti na jakykoli Zivy organismus se zabyva fada studii. Tyto
studie jsou provadény piedevsim in vitro, ale naptiklad u motskych Zivocicht ¢i drobnych

hlodavct i in vivo [13].
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Je dokézano, ze se mikroplasty staly soucasti potravinového fetézce. Do organismil
se dostavaji naptiklad z potravin, jako je naptiklad koteni pochdzejici pfevazné z asijskych
zemi [15] ¢i pitné vody [16] a dalSich népojich [14]. Dalsi hojny vyskyt mikroplastii, které

vyznamn¢ piechazi do tél organismt byl zachycen ve vzduchu [14].

K dneS$nimu dni chybi piesné tidaje o zatézi a plsobeni mikroplasti na lidské zdravi.
Nekteré studie se pokusily odhadnout lidsky pfijem mikroplasti podle jejich obsahu
v potravé a doporucené denni spotieby potravy a dospély k zavéru, Zze ro¢ni primérny
piijem mikroplastti je ptiblizné 11 000 Castic z motskych ploda, 0-73 000 castic ze soli,
4000 castic z vodovodni vody a 90 000 castic z balené vody. Zalezi ale samoziejmé na

stravovacich navycich a preferencich [14].

Mikroplasty se do téla dostavaji pfedev§im prostfednictvim gastrointestindlniho traktu, ze
kterého se poté mohou dostat dile do ob&hového systému. Mikroplasty mohou
v gastrointestindlnim traktu zplsobovat stfevni zanéty, oxidacni stres, zvySenou

propustnost stfev, poruchu stievni flory a dalsi zdravotni rizika [14], [17].

Studie z roku 2022 se zabyvala hypotézou, Ze expozice mikroplasty zvySuje potencialni
rizika rakoviny Zaludku. Testovani probéhlo na mysich, které po dobu 4 tydnl dostavaly
zvySené davky mikroplastli polystyrenu. Po expozici mikroplasty polystyrenu byla zvysSena
hladina exprese genu asialoglykoproteinového receptoru 2 (ASGR2). Poté zesileny
ASGR?2 indukoval typické znaky rakoviny, jak pro in vitro, tak pro in vivo. Po expozici
mikroplasty polystyrenu byla také pozorovana sniZzena mira pieZiti a zvySeny rlst

nadoru [18].

Ve studii z roku 2023, ktera se zabyvala vystavenim kojencii mikroplastt bylo zjisténo, ze
mnozstvi mikroplastli v suseném kojeneckém mléce se pohybovalo od 1 + 1 do 11 £ 1
polozek/100 g a bylo vyznamné vys§i v suSeném mléce v krabici neZ v suSeném mléce
v konzervé, jelikoz vnitini obal kojeneckého mléka v krabici tvoii pfevazné hlinikové
potahovaci folie. Tato studie také zjistila, Ze mikroplasty pochazejici z kojeneckych lahvi
a samotna pfiprava susené¢ho mléka by mohla ovlivnit vyskyt mikroplastd vice nez

samotné susené mléko [17].

Studie z roku 2022 se zabyvala moZnosti, Ze vystaveni mikroplastii koreluje s vyskytem
zanétlivych onemocnéni sttev (IBD), jako je Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida. I ptes
to, Ze presna pfi¢ina IBD neni znama, ma se za to, Ze je zplsobena kombinaci

environmentalnich, imunitnich a bakteridlnich faktorii. V této studii byly mikroplasty
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detekovany ze stolice ucastnikl. Bylo zjiSténo, ze mikroplasty mohou pfiispivat ke tvorbé
reaktivnich forem kysliku a tim vyvolat zanét, nebo také mohou pronikat stfevnim
epitelem a zvySit propustnost stfev, coz nakonec vede ke stievni imunitni dysfunkci
a zanétu. Ve stolici pacientii s IBD, bylo v této studii detekovano vice mikroplasti nez
ve stolici zdravych lidi. Kromé toho se aditiva pfiddvand do mikroplastli (napf. estery
ftalatu a bisfenol A) pravdépodobné uvoliiuji ve stfevnim prostiedi a tyto chemikalie

mohou vést ke stfevnim zanétliim naruSenim stievni mikroflory [14].

Vliv mikroplast a jejich mozny Gcinek na lidské zdravi shrnuje Obr. 3.
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Obrazek 3: Potencialni ohroZeni lidského zdravi v disledku environmentélni expozice

mikroplasti [12].

1.3 Zdroje mikroplasti v Zivotnim prostredi

Fyzikéalné-chemické vlastnosti konvencnich plasti zplsobuji jejich odolnost vici
degradaci, coz umoziiuje jejich hromadéni v pfirodnich ekosystémech. Jejich vysoka
molekulovd hmotnost a absence funk¢nich skupin, které podporuji oxidacni reakéni
procesy, prispivaji ke stabilit¢ plasti a dal§i nakladani s plastovym odpadem je proto
slozité. Naptiklad pii spalovani raznych syntetickych plasti mohou vznikat toxické
a tékavé odpadni materidly, jako jsou oxidy dusiku, t€Zké kovy, sulfidy a dioxiny, latky

potencidlné karcinogenni. V nékterych zemich je stale nejvice pouZivanad metoda nakladani
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s plasty skladkovani, coz je metoda vysoce neefektivni, a také zabird mnoho piidy, pfi¢emz

vede k hromadéni plastového odpadu [19], [20].

25. zaii 2023 prijala Evropskd komise opatfeni omezujici zamérné piidavani mikroplasta
do produktii. Timto omezenim by se mélo zabranit uvolnovani zhruba ptl milionu tun
mikroplasti do zivotniho prostedi. Na vyrobky neuvoliiujici mikroplasty se toto omezeni
nevztahuje. Odvétvi, které toto omezeni postihlo, je hned né€kolik. Jedna se naptiklad
o kosmeticky prumysl, naptiklad peelingy nebo tipytky, zemédélsky pramysl, napiiklad
herbicidy a hnojiva a zdravotnicky pramysl. Dale pak umélé materidly, které tvoii
sportovni povrchy, jsou jednim znejvétSich zdrojii zdmérnych mikroplasti v zivotnim

prostiedi [21].

1.3.1 Zdroje mikroplasti v ovzdusi

Mezi atmosférické prosttedi 1ze zatadit okolni vzduch, usazeniny a prach, ktery je schopen
opakované resuspenze do vzduchu. Okolni vzduch zahrnuje obecné jak castice velké, tak

stiedni s primérem do 10 pm a malé s primérem do 2,5 um [22].

Zdroje mikroplastl, které se vyskytuji v ovzdus$i, zlstdvaji do zna¢né miry neznamé,
nicmén¢ zahrnuji mikroplasty prechédzejici mezi fazovym rozhranim vzduch/voda, ptestup
prostiednictvim motské mlhy, otér vétrem, odvétravané mechanické suSeni syntetického
materidlu, skladky, pohyb Cloveka pfi noSeni syntetického obleceni ¢i modelaze nehtt

v kosmetickych salonech [22], [23], [24].

Pii zkoumani ocednu a prostiedi bezprostiedné pobliz ocednu bylo vice nez 30 %
atmosférickych ¢astic identifikovano jako castice plastové. Ze zkoumani povrchu ocednu
vyplynulo, Ze mikroplasty o velikosti 20 + 13 pum jsou rozpraSovany do prostiedi,
potencialné prasknutim bublin motské vody ¢i1 v motské pené [24]. Toto by mohlo
predstavovat az 11 % celkovych emisi zdroji mikroplasti do vzduchu. Jakmile se
mikroplasty pfenesou z povrchové moiské vody do ovzdusi, stavaji se dostupnymi pro
transport pomoci vétru. Pfi laboratornim experimentu se ukéazalo, Ze z rozhrani

vzduch/voda se do vzduchu prenasi prevazne nanoplasty mensi 350 nm [22].

Opaénym piikladem jsou nehtové salony, které jsou povaZovany za zdroj emisi
mikroplast do okolniho vnitiniho vzduchu. Tyto emise jsou zpravidla slozeny z castic
akrylu, pryZe a polyuretanu menSich nez 50 pm. V tomto pfipad€ zistavd nezndmé, jak
ajak moc tyto salony a nabizené procedury mohou ovliviiovat celkové emise zdroji

mikroplast do atmosféry [25].
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1.3.2 Zdroje mikroplastii ve vodé

Vodni toky obsahuji mikroplasty riznych tvard, velikosti, struktur, chemického slozeni
1 hustot. Vysoka produkce plastii, a tedy i ¢astic mikroplastli, zapfiCinila jejich zvySeny
narast koncentrace pii moiskych pobiezich, kdy lze v nékterych oblastech mluvit az o
tisicich cCastic na 1 metr krychlovy. A ocekava se, Ze tento problém v budoucnosti

poroste [11], [26].

Tyto Castice ovliviiuji vodni Utvary tak, ze se hromadi a déale se z nich uvoliuji rtizné
toxické organické a anorganické zneciStujici latky, at uz tézké kovy ¢i perzistentni
organické latky, které mohou byt na mikroplasty sorbovany [26].

Zdroj mikroplasti ve vodnich tocich je nejvice pfisuzovan uvolnéni vldken pfi prani
syntetického pradla a vyrobkiim osobni péfe (barvy na vlasy, zubni pasty, mydla)
obsahujici mikrokulic¢ky, které se splachuji do odpadnich vod a do otevienych vodnich
systému se dostavaji mnoha cestami. Dale pak jsou to rizna barviva, epoxidy ¢i odérky

z pneumatik.

Mikroplasty se z pneumatik mohou uvoliiovat béhem odéru, opravy ¢i jejich recyklace ve
formé castic, drt¢ a riznych necistot provadénych dle téchto procesii. Tyto mikroplastické
¢astice se mohou dostavat bud’ do pidy nebo byt splachovany do odpadnich vod [26].
Vlékna mikroplasti se mohou uvoliiovat do zivotniho prostifedi z textilnich vyrobnich
procest, z prani a ze zvétravani textilnich odpadid. Chemické a mechanické naméhani,
kterému jsou textilni materidly vystaveny bchem procesu prani v pracce, vede k
uvolnovani velkého mnozstvi mikrovlaken z textilu [20]. Studie z roku 2019 na toto téma
zminuje uvolnéni 124 az 308 mg mikrovldken na 1 kg vyprané tkaniny. Tato vldkna
¢aste¢n¢ prochazi Cistirnami odpadnich vod, ze kterych se dostavaji dale do vodnich tokd,

popft. oceanti [27].

Také rybarské vybaveni vyznamné pfispiva k poctu mikroplasti v moti a odhaduje se, Ze
asi 18 % vSech plastovych odpadktli v oceanu pochazi z rybarského primyslu. Velka cast
tohoto plastu pochdzi z opusténého, ztraceného a jinak vyfazeného rybaiského

vybaveni [28].

1.3.3 Zdroje mikroplasti v pidé

I pfes to, ze pltida hraje zdsadni roli pfi regulaci kolobéhu Zivin, udrzovani biodiverzity
organismu a poskytovani zivin, byla jest¢ v nedavnych letech Casto opomijena a vyzkumy

ohledné mikroplastli se zaméfovaly spiSe na vodni prostiedi, zejména oceany. Studiem
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mikroplasti v pid¢ se ale jiz zabyva stale vice védcii a studie ukdzaly, ze ptdni prostredi

pfijima také znacnou ¢ast plastového odpadu [18].

Zemédelska pada predstavuje vhodné prosttedi pro hromadéni mikroplastt.
Tyto mikroplasty mohou pochazet z riznych zdroju, a to ze zdroji pouzivanych zdmérné,
jako pouziti mulCovacich folii ¢i potahovanych hnojiv a pesticidii, nebo mohou byt
zavedeny neumysIng, a to spolu s materidly pouzivanymi ke zvySeni trodnosti, jako jsou

kaly a sedimenty z ¢iSténi odpadnich vod ¢i zavlazovani nevhodnou vodou [29].
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2 BIODEGRADABILNI PLASTY

V poslednich letech se konven¢ni plasty zacaly v nékterych aplikacich ¢astecné€ nahrazovat
plasty biodegradabilnimi, coz by mohlo byt jedno z moznych feSeni omezeni vyroby
apouziti konvencnich plasti [30]. Biodegradabilni plasty jsou druhy plasti, jejichz
vlastnosti spliiuji pozadavky pro pouziti, zistavaji nezménény po celou dobu skladovani
a manipulace, ale po pouziti se mohou plné rozlozit bez vyrazné zéatéze zivotniho

prostiedi [6].

Biodegradabilnich plastd je hned nékolik druhti. Na jedno z moznych rozdé€leni poukazuje
Obr. 4..
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Obrazek 4: Mozné rozdéleni plastii z hlediska biodegradability [31].

Biodegradabilni plasty se mohou vyrabét napt. z obnovitelnych surovin, jako je celuldza,
Skrob, polyhydroxyalkanoaty (PHA), polyhydroxybutyrdt (PHB) ¢&i  kyselina
polymlécnd (PLA), ale také zropy (PBAT)[6]. Dale jsou produkovany také plasty
biologicky nerozlozitelné, které jsou vyrabény =z obnovitelnych zdroji (bioPVC,

bioPET) [32].

Podle organizace European Bioplastic lze oc¢ekavat zvySeni produkce biodegradabilnich
polymerd z2,18 milionu tun vroce 2023 az na 7,43 milionu tun vroce 2028,
viz Obrazek 5 [33]. 1 pfes to, Ze se mira pouziti biodegradabilnich polymerti neustéle

zvySuje, netvoii ani 1 procento z celkové vyroby plastu ve svéte [30].
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Obrazek 5: Globalni produkce bioplastt [33].

Biodegradabilni polymery se nejvice pouzivaji jako obalové materialy, zacaly byt

vyuzivany také v zeméd¢lstvi [34].

Vroce 2018 zahgjila Evropska Unie ,,Evropskou strategii pro plasty v ob&hovém
hospodarstvi®, kde také pojednava o vyuziti biodegradabilnich plasti, které s sebou nese
1jistd rizika. Pokud tyto plasty nebudou spravné oznaCovany a zpracovavany,
popt. konzumentem spravné recyklovany, mohly by vyrazné ztizit recyklaci konvenc¢nich
plastt. Napftiklad plasty, oznacené jako ,.kompostovatelné*, nemusi byt vhodné pro domaci
kompostovani a pii Spatné recyklaci a promichanim se s plasty konven¢nimi mohou

ovliviiovat vyslednou kvalitu recyklovanych latek [35].

Velké rozdily ve faktorech riiznych prostredi (teplota, vlhkost atd.) maji za nasledek slozité
hodnoceni biodegradace polymerti. Rychlost biodegradace a velikost polymeru by mély
byt propojeny a posuzovany v kontextu s konkrétnim prostfedim, které tyto plasty piijima.
Také samotny pienos biodegradabilnich polymert do tohoto prostiedi ovlivni rychlost

samotné biodegradace a tim 1 koncentraci a zivotnost polymeru [31].

Stale ale existuji znatné mezery ve znalostech biodegradabilnich polymerti. Uginky
akumulace konvencnich plasti byly zdokumentovany, je vSak potfeba dokumentace
imozné¢ akumulace biodegradabilnich polymert. Pokud rychlost uvoliovani

biodegradabilnich polymert piekro¢i rychlost jejich rozkladu, je zde riziko jejich
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akumulace, coz povede k podobnym rizikiim pro Zivotni prostfedi jako maji konvencni

plasty [31].

2.1 Proces biodegradace biodegradabilnich plastii

K degradaci dochazi zvétravdnim a biologickymi aktivitami, zejména aktivitou
mikroorganismi. Biodegradabilni polymery mohou fungovat jako zdroj uhliku
mikroorganismil, jako jsou bakterie, plisn¢ a pfipadné také nékteré tasy, které tyto plasty
rozkladaji na jednodussi slouceniny a jednotlivé prvky, jako je oxid uhli¢ity, voda,

v anaerobnim prostiedi pak methan [6].

Proces biodegradace lze rozdélit do ¢tyf krokii: biodeteriorace, depolymerizace,

bioasimilace a mineralizace, viz Obrazek 6 [36].

Pti biodeterioraci dochazi k tvorbé mikrobidlniho biofilmu, kdy je materidl fragmentovan
na mens$i castice [36].

Pti depolymerizaci mikroorganismy vylucuji hydrolytické enzymy, které zahajuji oxidaci,
kdy se polymerni fetézce depolymerizuji na oligomery, dimery a monomery [36], [37].

Pfi bioasimilaci mikrobidlni buiika pfijima takto vytvofené malé molekuly. Ty nasledné
metabolizuje na primarni ¢i sekundarni metabolity [36].

V poslednim kroku, proces mineralizace, jsou tyto metabolity mineralizovany na konecné

anorganické produkty [36].

Cely tento proces je také ovlivnén abiotickymi faktory, napf. neenzymatickd hydrolyza

nebo UV zafeni [38].
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Obrazek 6: Jednotlivé kroky biodegradace [36].
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2.2 Mikroplasty vznikajici z biodegradabilnich plasti

Mikroplasty vznikajici z biodegradabilnich polymert Ize v souc¢asné dob¢ nalézt v kazdém
ekosystému. Jejich koncentrace je sice vyrazné niz§i nez mikroplasty vznikajici
z konvencnich plastl, ale d4 se predpokladat, ze jejich mnozstvi bude stoupat v dalSich
letech se vzristajici vyrobou biodegradabilnich plastti. Odvétvi, kterd ptispivaji k produkci
mikroplasti z biodegradabilnich polymert jsou naptiklad zemédélstvi (mulcovaci folie),

potravinaisky pramysl (obaly), 1ze sem také zatadit 3D tisk [6], [33].

Ne vSechny biodegradabilni polymery mohou byt v Zivotnim prostfedi plné degradovény,
Casto vyzaduji fizeny proces, aby se nastartoval samotny biologicky rozklad, a v disledku
toho je témétf nemozné kontrolovat a zajistit uplnou biodegradaci dokonce i potencialné
rozlozitelnych plastovych materiali v Zivotnim prostfedi. Bylo zjisténo, Ze pravé tyto
plasty serozpadaji na mikroplasty a nanoplasty, dle nékterych studii se s vétsi
pravdépodobnosti hromadi v prostfedi vice tyto polymery nez plasty konvencni,
kde mohou mit podobné ucinky jako mikroplasty konvencnich plasti [6],[39]. Také
rychlost degradace (a potencidlné tak vznik sekundérnich mikroplastil) biodegradabilnich

polymeri nasobné prevysuje rychlost degradace konvencnich polymert [6].

Zkoumané polymery se v idedlnich podminkéach rozkladaji zcela, v otevieném prostiedi
jejich rozklad nemusi dosahovat pozadované miry [31]. Idedlnich podminek
pro biodegradaci Ize dosdhnout v laboratofich a primyslovych kompostarnach,

v samotném zivotnim prostiedi to ale mize byt velmi slozité [40], [7].

Vroce 2019 byla  provedena  studie  zkoumajici  degradabilitu ~ hned
nékolika biodegradabilnich, oxo-degradabilnich, kompostovatelnych a PE taSek a sackl na
potraviny. Ddle byly zkoumany prouzky ze vSech uvedenych materiali. Oxo-degradabilni
materidly obsahovaly prooxidanty pro urychlenin foto - a termo-oxidace. Studie probihala
po dobu 3 let. Degradabilita byla zkoumana v pid¢, mofi a venkovnim prostiedi.
Mezi 9. a 27. mésicem se vSechny zkoumané sacky rozpadly na vétsi kusy a mikroplasty.
Po 27 mésicich bylo dosazeno rozpadu pouze kompostovatelné tasky, a to v moiském
prostiedi. Ostatni zkoumané taSky zlstaly neporuSeny, popf. obsahovaly pouze malé
trhliny. Po 3 letech byl prokdzdn rozpad malych ¢&asti oxo-degradabilnich,
biodegradabilnich i PE taSek ve venkovnim prostfedi na mikroplasty, velka cast zlistala
neporusena. V piudé i v mofi pfetrvaly a zistaly funkéni tasky oxo-degradabilni,

viz Obrazek 7, biodegradabilni i PE. Kompostovatelna taska ziistala v ptidé neporusena, ve
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venkovnim  prostfedi se degradovala s vétsi  rychlosti neztaSky z ostatnich

materialt [31], [41].

Obrazek 7: Tasky vyrobeny z oxo-degradabilniho materidlu po 3 letech. Vlevo taska
vytazena z mote, vpravo taska pohibena v pude. Obé tasky byly schopny udrzet 2,25 kg
potravin [41].
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3 VLIV MIKROPLASTU VZNIKAJICICH Z KONVENCNICH A
BIODEGRADABILNICH POLYMERU NA PUDNI PROSTREDI

Pida se stava jednim z hlavnich ulozist’ mikroplastii. Toto zjisténi je velkou hrozbou pro
ekologické zemédelstvi, a také pro potravinovou bezpec¢nost [42]. Pfitomnost mikroplasti
v pud¢ zasadné ovlivituje schopnost pudy zadrzovat vodu [27]. Hlavni u¢inky mikroplast
v pud¢é se pravdépodobné vyskytuji na rozhrani mezi pidnimi ¢asticemi a plastovymi
polymery (. plastisférou). Podobné¢ jako interakce v rhizosféfe rostlin by
fyzikéalné-chemické vlastnosti mikroplasti mohly ovliviiovat diverzitu a aktivitu ptdnich
mikrobidlnich spolecenstev na rozhrani puda-plast, viz Obr. 4. Tyto interakce mohou
podporovat hojné mnozeni a aktivitu specifickych mikrobidlnich taxont a vést k tvorbé
oblasti, ve kterych je diverzita mikroorganismii vyznamné ovlivnéna piitomnosti
mikroplasti. Se zvySujici se mirou kontaminace mikroplasty maji mikrobialni niky na

rozhrani piida-mikroplast (tj. mikroplastisféra) stale vétsi ekologicky vyznam [43].

Dosavadni vyzkum naznacuje, Ze dopady mikroplastti z biodegradabilnich polymerti na
vlastnosti piady mohou souviset s riznymi faktory. Dilezité jsou samotné vlastnosti
mikroplastu, jako je jeho velikost a tvar, hydrofobicita, hustota a rozdily ve sloZeni
monomerl a prvki. Déle také vlastnostmi samotného polymeru, jako je molekulova

hmotnost nebo funkéni skupiny [40], [44].

Zmény mikrobialniho spolecenstvi
zpusobené mikroplasty

N

Vzajemna
interakce

(Cowost

Mikrobialni degradace mikroplasti
Obrazek 8: Vliv mikroplastli na piidni spolecenstvo [43].

3.1 Vliv vlastnosti piidy na vznik mikroplasta

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2, je slozité zajistit uplnou biodegradaci

biodegradabilnich polymerti v pfirod¢. Ne zcela degradované polymery tvoii mikroplasty,
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které mohou mit dlouhou zivotnost. Jejich rozlozitelnost je ovlivnéna biotickymi
1 abiotickymi faktory prostfedi, naptiklad hodnotou pH, teplotou, vlhkosti, biosurfaktanty
a enzymy [40].

vvvvvv

faktord fidicich rychlost biodegradace v otevieném prostiedi. Méa obrovsky vliv na
chemické a biochemické reakce, také silné ovliviiuje taxonomické slozeni a metabolické
aktivity mikrobidlnich spolecCenstev. S narustajici teplotou se vyznamné zvysuje rychlost
vetsiny abiotickych 1 biotickych reakci (za piedpokladu, Ze nedochazi napt. ke snizeni
vlhkosti  ¢i  tepelné inaktivaci enzymi), ale také se méni zastoupeni

mikroorganismu [30], [8].

Biodegradace polymerii zavisi na pfitomnosti specifickych mikroorganismti schopnych
vylucovat extracelularni enzymy, které maji schopnost katalyzovat rozpad polymeru na
mensi ¢asti. Enzymy pulsobi jako biokatalyzatory téchto reakci, snizuji aktivacni energii,

ktera vede k degradaci polymeru [31].

3.2 Vliv mikroplasti na abiotické vlastnosti ptudy

Voda mé kli€ovy vliv na kvalitu i urodnost pidy. Pida je schopna zadrzovat vodu, ktera
muze byt vyuzita mikroorganismy ¢i rostlinami. Funguje jako prostfedek k transportu Zivin
ve formé rozpusténych ionll a umoznuje pritbéh chemickych reakci [45]. Obecné mohou
mikroplasty ovliviiovat fyzikalné-chemické vlastnosti pudy, jako je stabilita puady,
schopnost zadrzovat vodu, dale celkovy obsah dusiku v piidé nebo celkovy obsah fosforu.
Tyto zmény vlastnosti mohou postupné vést az ke zménadm kolobéhu uhliku a jeho
ukladani v pade [29], [46]. Toto ovlivnéni zasob uhliku mize mit poté dopad na plidni

mikrobidlni spolecenstvi [29].

3.3 Vliv mikroplastii na mikroorganismy

Jiz ne€kolik studii poukdzalo na fakt, Ze sloZeni polymeru je tzce spjaté se slozenim
mikrobialniho spolecenstvi [47]. Pfidani rGznych mikroplasti miize shlukovat riizné
bakterialni skupiny zapojené do biodegradace mikroplastli z biodegradabilnich polymerti,
coz vyznamn€ méni pldni mikrobidlni diverzitu. V blizkosti plastisféry se mohou
ve srovnani s pidou nezatizenou mikroplasty vice vyskytovat mikrobidlni skupiny
s odolnosti a potencidlni degrada¢ni schopnosti, méni se tak sloZeni mikrobialni komunity

vedouci k specifickému obohaceni pidy urcitymi mikrobidlnimi skupinami. Také dopad
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mikroplast z biodegradabilnich polymert na diverzitu hub miize vést ke zméndm
v charakteristikdch ekosystému, jako je ukladani uhliku v padé, které je ve velké mite

ovlivnéno pravé houbami [48].

Ve studii zroku 2022, zabyvajici se ucinkem mikroplastd z konvencnich
a biodegradabilnich polymert na mikrotasy Chlorella vulgaris byl prokdzan inhibi¢ni
ucinek. Byly testovany 4 polymery — mikro-PE (m-PE), mikro-PA (m-PA),
mikro-PLA (m-PLA) a mikro-PBS (m-PBS). Bylo zjisténo, ze vSechny 4 vzorky mély
inhibi¢ni uc¢inek na bunécny rust téchto mikrotas. Zatimco mPE mél nejvyssi miru inhibice
pfi 1000 mg/l, ostatni zastupci méli nejvyssi miru inhibice pii 100 mg/l. Obsah pigmentt
byl ale oproti negativni kontrole vyssi. Obecné lze fici, Ze vys$§i obsah mikroplastt
podporoval tvorbu pigmenti. Je tedy moZné, Ze pigmenty mohou pusobit jako obranny

systém pro mikrotasy [49].

3.4 Vliv mikroplastii na zemédélské plodiny a makroedafon

Je mnoho studii zkoumajicich vliv biodegradabilnich mikroplasti a mikroplastl
z konvencnich polymerQ na riist rostlin i1 Zivotnost organismil, kde se vysledky znatelné
lisi.

Podle studie z roku 2023, zabyvajici se aktivitou enzymi a odezvou kotend plodin v ptudé
kontaminovanou mikroplasty z biodegradabilnich polymerti (PBAT), bylo zjisténo, Ze
akumulace biodegradabilnich mikroplastii vyrazné ovlivituje kofenovy systém. Kotfenovy
systém sdji byl ovlivnén mén¢ nez kukufice. Biomasa kofent s6ji byla snizena o 25-40 %
ve stadiu sklizn€, zatimco biomasa koifend kukufice klesla o 24-64 %. Snizila se také
aktivita enzymu. Vysledky naznacuji, ze vyskyt mikroplastl z biodegradabilnich polymert
mohou mit nepfiznivy vliv na kofenovy systém rostlin a aktivitu enzymi, coZ muze vést ke

zménam cyklu dusiku a uhliku v systému ptida-rostlina [50].

Studie z roku 2021 se zabyvala rastem fazole obecné v pud¢ kontaminované mikroplasty.
Testovanymi polymery byl nizkohustotni polyethylen (LDPE-MP) a kyselina mlécna
(PLA + PBAT) ve smési s PBAT (Bio-MPs). Vyssi koncentrace LDPE-MP nevykazovaly
Zadny vyrazny vliv na biomasu vyhonkil ani na pocet luskli, avSak obsah chlorofylu
v listech byl niz$§i nez u negativni kontroly. Délka kotfenli v pidé¢ s LDPE-MP dokonce
pfevySovala délku kotfenli negativni kontroly. Vys$si koncentrace Bio-MPs vykazovaly

negativni vliv na biomasu vyhonkt i biomasu kofent, i pfes to, Ze samotna délka kofent
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ptesahovala délku negativni kontroly. Vysledky poukazuji na fakt, ze vyskyt mikroplastii

v pudé ovliviiuje rist rostlin [51].

Dalsi studie zroku 2023 ptedstavila navrh, ze mikroplasty biodegradabilnich polymerta
vyskytujici se v pad¢é po kratky Casovy usek (5 meésicll), nemaji vliv na zdravi rostlin
a pudy. Byla provedena terénni studie zkoumajici ucinek PLA na riist ovse a so6ji. Bylo
zjiSténo, ze mikroplasty PLA nemaji vyznamny vliv na aktivitu pldnich enzymd,
fyzikéalné-chemické vlastnosti pidy, vlastnosti kotfenti, rostlinnou biomasu ani na vynos

plodin [52].

Studie z roku 2023 se zabyvala dopadem mikroplastl na zizaly. Byly pouzity 2 rtzné
druhy polymert, které byly fragmentovany na mikroplasty. Jmenovit¢ mikroplasty
z biodegradabilniho polymeru PBAT a mikroplasty z konven¢niho polymeru LDPE. Cela
studie probihala 20 dni v mezokosmech naplnénymi ptirodni piidou. Mikroplasty byly
vlozeny pouze na povrch pudy. Vysledky odhalily, ze zizaly nevykazovaly makroskopické
zhorSeni zdravotniho stavu (ibytek hmotnosti, vitalita). PBAT ve stfevech do urcité miry
zdegradoval, LDPE ziistal nezménén. Ve stfevech zizal nebyla zjiSténa akumulace
mikroplasti. To byl ptipad LDPE i PBAT mikroplast, coZ naznacuje, ze mikroplasty
biodegradabilnich polymert se pii prichodu travicim systémem Zzizal ¢astecné rozkladaji,
ale nemusi mit Skodlivé u€inky. Studie ukdzala, Ze mikroplasty, pokud jsou pfitomny
v koncentracich relevantnich pro zivotni prostfedi, nemusi mit nutné¢ negativni dopad

na zizaly [53].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODY

Pouzité pristroje

Automatické pipety Nicciipet, Eppendorf AG;
Piedvazky KERN WEW 1500-2M, KERN, Némecko;
Analyzator vlhkosti MB25, OHAUS Corporation, USA;

Analytické vahy KERN 440-47; KERN, Némecko

Hmotnostni spektrometr s membranovym vstupem (MSS), Hiden Analytical HPR-40
DSA, Velka Britanie;

Provzdusnovaci aparatura;

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX53M, OLYMPUS, Japonsko;
Homogenizér Bead Ruptor Elite, Omni International, USA;

Vortex Mixer PV-1, Thermo Fisher Scientific, USA;

Centifuga MiniSpin plus, Eppendorf AG;

Fluorometr DeNovix QFX, DeNovix Inc., USA;

Tecan Infinite M1000Pro Plate Reader, Tecan Trading AG, Svycarsko;
Chladni¢ka Whirlpool kombi WBE 34162, Whirlpool Corporation, USA;
Sterilni vzorkovnice o objemu 250 ml, 500 ml;

Laboratorni sklo bézné.

4.1 Pouzité chemikalie

KCl, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika;

KHCOs, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika;

HC], Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika.

4.2 Pouzité Kkity

LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit, Thermo Fisher Scientific, USA;
DNeasy PowerSoil Pro Kit, QUIAGEN, Némecko;

dsDNA High Sensitivity Assay Kit, DeNovix Inc., USA.
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4.3 Pouzité polymerni materialy

TianAn biopolymer, Tianan Biologic Material Co., China, typ the ENMAT Y 1000 brand;
Ecoflex Basf, Germany, typ FT 2341 EV/AH;
BioPBS, Mitsubishi Chemical Group, Velka Britanie, typ BioPBS: FD92 [PM/PB].

Z materialt byly vylisovany folie ve spolupraci s Mgr. Adélou Batovou.
4.4 Inkubace mikroplasti v pudé

4.4.1 Pouzité pudy

Testy probihaly ve 3 zemédélskych padach, které byly odebrany v lokalitach na Gizemi CR.
Pida P1 byla pouzita Cisté pro screeningovou studii, kde byla pomoci fluorescenéni
mikroskopie sledovadna tvorba biofilmu na povrchu testovanych biodegradabilnich plasti
(TianAn biopolymer, BioPBS a Ecoflex). Pro inkubace mikroplasti v pid¢ byly nasledné
vybrany 2 zem&délské pudy z Ceské republiky s oznadenim P2 a P3. V t&chto padach byla
sledovana biodegradace 2 biodegradabilnich plast, tedy TianAn biopolymeru a Ecoflexu.
Pida P2 byla odebrana v ramci bakalaiské prace. Pidy P1 a P3 byly dodany externé. Pida
P1 ptedstavovala pidni druh hlinity, Ptida P2 jilovity a pida P3 piscity.

Pida P2 byla odebrana dle normy ISO 18400-103:2017 - Kvalita pidy-Odbér vzorkt [54].

4.4.2 Stanoveni pH, susiny a vlhkosti pudy

Principem stanoveni suSiny je zahtati na takovou teplotu, pfi niZ se voda odpati. Z rozdilu

hmotnosti se pak stanovi obsah suSiny v procentech [55].

Vlhkost pidy je mnozstvi vody, vCetné vodni pary, obsazena v pid¢€. Je definovana jako
pomér hmotnosti vody obsazené ve vzorku pidy k hmotnosti vysuSeného vzorku
pudy [56].

Pro stanoveni su$iny 1 vlhkosti piidy pro vSechny 3 pidy byl pouZit Analyzator vlhkosti
MB25 OHAUS.

Na hlinikovou desticku bylo navdZeno mnozstvi pidy odpovidajici 2-3 gramlm,
viz Obrazek 9. Pfistroj byl uzavien a zapnut. Po n¢kolika minutidch byly znamy hodnoty

susSiny 1 vlhkosti pudy.
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Obrazek 9: Vzorek pldy pfipraveny k analyze

pH pudy P1, P2 i P3 bylo stanoveno dle normy CSN EN ISO 10390 (836221) - Pady,
upraveny bioodpad a kaly - stanoveni pH [57].

Jako prvni byl pfipraven roztok KCl o koncentraci 1 mol/l. Do 500 ml odmérné bariky bylo
navazeno 37,28 g KCI a baiika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Hmotnost

navazovaného KCl byla vypocitana dle vzorce:

Myep =V * ¢ * Mge

kde:

mKcl hmotnost navazovaného KCl [g];

4 celkovy objem roztoku [If;

c celkovd koncentrace roztoku [mol/l];
Mkcr moldrni hmotnost KCI [g/mol].

Vzorky byly pfipraveny v poméru 5:2, na 50 ml roztoku KCI nalezZelo 20 g suSiny ptdy P1.
Do 2 Erlenmayerovych ban¢k bylo navazeno 21,7 g pidy P1, coz odpovida 20 g suSiny

pudy P1. Hmotnost navazované pudy P1 byla zjisténa dle vzorce:
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mS
Mpida = v
kde:
Mlpiida hmotnost navaZované pudy [g];
ms hmotnost susiny [g];
v celkovd susina piidy P1 [%)].

Do Erlenmayerovych ban¢k s navazenou ptidou P1 bylo pfilito 50 ml pfipraveného roztoku
KCI. Obsah ban¢k se nechal 2 hodiny louhovat. Poté se obsah banék prefiltroval pies
filtra¢ni papir a ziskany filtrat byl pouzit k méfeni pH. pH bylo méfeno pomoci sklenéné

elektrody.

Stejny postup méteni byl pouzit i pro pidy P2 a P3.

4.4.3 Stanoveni maximalni vodni kapacity (WHC)

Maximalni vodni kapacita (WHC — Water Holding Capacity) je stav, kdy je ptida schopna
v ptirozeném stavu udrzet v porech co nejvétsi mnozstvi vody. Vyjadiuje se v jednotkach
objemu na gram suché zeminy. Principem stanoveni je nasyceni vzorku vodou a nasledna
pfirozena ztrata vody do ustanoveni rovnovahy. Z rozdilu hmotnosti se pii znalosti obsahu

susiny spoc¢ita WHC [58].

Pro stanoveni WHC vSech pld byly pouZity pro kazdou piidu vzdy 2 vzorky s navaZzenou

pudou a 2 vzorky kontrolni, které ptidu neobsahovaly.

Do ptedem nachystanych 4 Erlenmayerovych ban€k byly vlozeny odpovidajici nalevky
s pfedem zvazenymi filtraénimi papiry. Do 2 vybranych Erlenmayerovych banck bylo poté
pfidano 20 g pudy. VSechny vzorky byly prolity 100 ml destilované vody a obaleny
alobalem. Vzorky byly ponechéany k filtraci pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin.

Vzorky byly zvazeny a byla vypoc¢itdna maximalni vodni kapacita dle vzorce:

Sus Sus
WHCrpax = (Mvz — My, ) ( )

100« N/\100 * N
kde:
My, hmotnost filtracniho papiru s nasycenou piidou [g];
Mk hmotnost filtracniho papiru v kontrole [g];
Sus obsah susiny piidy [%];

N pocdtecni navazka prirozené vihké piidy v ndlevce.
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4.4.4 Priprava inkubaci

Pro pady P1, P2 i P3 byly pfipraveny inkubace s 30 g suSiny pidy. Poté byla pfidavana
voda dle vybranych koncentraci WHC.

Pro ptidu P1 bylo vybrano 20 sterilnich vzorkovnic o objemu 250 ml. Nejprve byla
stanovena susina, ze které bylo nasledné prepocitano skute¢né mnozstvi navazované pudy,
v tomto piipadé 32,5 g. Pfepocet skutecného mnozstvi navazované piady byl u vSech pid

stejny, pouze se ménilo procento susiny:

Poté¢ byla k pid¢ ptfiddvana voda dle zvoleného procentualniho obsahu WHC. Bylo
vybrano celkem 5 riznych WHC — WHC 20 %, WHC 40 %, WHC 60 %, WHC 80 %
a WHC 100 %. Kazdému WHC byly ptidéleny 4 sterilni vzorkovnice. K vzorkovnicim
s WHC 20 % bylo pfidavano celkem 5,3 ml vody, k WHC 40 % bylo ptidano 13 ml vody,
k WHC 60 % bylo pfidano 21 ml vody, k WHC 80 % bylo pfidano 28,5 ml vody
a k WHC 100 % bylo ptidano 36,5 ml, viz Obrazek 10.

Po stanoveni maximalni vodni kapacity byla tato hodnota pfepocitdna pro rizna WHC
v ml/g. Po ziskdni této hodnoty byla ihned vynasobena navazkou pudy (30 g). Z této
hodnoty byla nésledné odectena hodnota vody, kterd jiz v ptid¢ byla (skute€nd navazka

pudy — teoreticka navazka pidy).

1,3ml/g ... .. .. 100 %
xml/g ... 200
1,3 %20
X20 ——100 =0,26ml/g

V50 = (x50 * navazka susiny pidy) — voda jiz v pidé obsazena
V,0 = (0,26 ml/g *30g) — 2,5 g = 5,3 ml

Vzorkovnice byly uzavieny a inkubovany pii 25 °C. V pribéhu inkubace byly odebirany

vzorky pro analyzu pomoci fluorescencni mikroskopie.

Pro ptidu P2 bylo vybrano 48 sterilnich vzorkovnic o objemu 500 ml. Nejprve byla

stanovena susina, ze které bylo nésledné pfepocitano skute¢né mnozstvi navazované pudy,
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také 32,5 g. Poté byla k ptdé pridavana voda dle zvoleného procentudlniho obsahu WHC.
Byly vybrany 3 rizné WHC — WHC 10 %, WHC 40 % a WHC 60 %. Kazdému WHC
bylo pfidéleno 16 sterilnich vzorkovnic. K vzorkovnicim s WHC 10 % bylo pfidavano
celkem 1,9 ml vody, k WHC 40 % bylo ptfidano 15 ml vody a k WHC 60 % bylo pfidano
23 ml vody. Vzorkovnice byly uzavieny a inkubovany pii 25 °C po dobu 14 dnu. Po
7 a 14 dnech byla méfena mineralizace v pudé¢ bez piidanych vzorki a probihala
tzv. ptfedinkubace. Poté byly pfidany vzorky polymert. Mineralizace byla méfena kazdych

7 dni po dobu 35 dni.

Pro ptdu P3 bylo také vybrano 48 sterilnich vzorkovnic o objemu 500 ml. SuSina, ze které
bylo nasledné pfepocitdno skutecné mnoZstvi navazované pudy, byla tentokrat stanovena
na 31,4 g. Poté byla k ptid€ pfidavana voda dle zvoleného procentudlniho obsahu WHC.
Byly vybrany 3 rizné WHC — WHC 10 %, WHC 40 % a WHC 60 %. Kazdému WHC
bylo pfidéleno 16 sterilnich vzorkovnic. K vzorkovnicim s WHC 10 % bylo pfidavano
celkem 3,5 ml vody, k WHC 40 % bylo ptidano 18 ml vody a k WHC 60 % bylo ptidano
28 ml vody. Vzorkovnice byly uzavieny a inkubovany pii 25 °C po dobu 14 dnu. Po 7 a 14
dnech byla méfena mineralizace v puidé bez pfidanych vzorkli polymert a probihala tzv.
predinkubace. Poté byly pfidany vzorky polymeridi. Mineralizace byla méfena kazdych
7 dni po dobu 35 dni.

Vramci prace byla sledovana mineralizace v prvni fazi biodegradace materidld,

v experimentu je pokracovano v ramei dalSiho vyzkumu.

Obrazek 10: Vzorkovnice ptipravené k inkubaci, pida P1
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4.5 Stanoveni mineralizace materialu pomoci hmotnostniho

spektrometru

Hmotnostni spektrometr byl zapnut a ponechan k ustaleni signdlu po dobu pftiblizné
30 minut. Béhem této doby byly nachystany vzorkovnice ke zméieni kalibracni kiivky.
Bylo navédzeno 1,1010 g standardu KHCOs3. Ve 100 ml odmérné baiice byl
hydrogenuhli¢itan rozpustén a baiika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku a cely
roztok byl promichéan. Tento roztok byl poté pipetovan do 7 vzorkovnic o objemu 500 ml.
V kazdé¢ vzorkovnici bylo obsazeno 0,2; 0,45; 1; 1,5; 2; 3 a 8 % KHCO3. Do vzorkovnice
s 0,2 % KHCOs; bylo pipetovano 0,43 ml ptipravené¢ho roztoku KHCOs. Do vzorkovnice
s 0,45 % KHCO;3 bylo pipetovano 0,96 ml ptipraveného roztoku KHCO3. Do vzorkovnice
s 1 % KHCOs bylo pipetovano 2,14 ml pfipraveného roztoku KHCO3. Do vzorkovnice
s 1,5 % KHCO;3 bylo pipetovano 3,21 ml ptipraveného roztoku KHCOs. Do vzorkovnice
s 2 % KHCOs3 bylo pipetovano 4,28 ml ptipraveného roztoku KHCO3. Do vzorkovnice
s 3% KHCO; bylo pipetovano 6,41 ml pfipraveného roztoku KHCOs; a do posledni
vzorkovnice s 8 % KHCO; bylo pipetovano 17,1 ml pfipravené¢ho roztoku KHCOs.
Do vSech vzorkovnic byly nasledné vloZeny zkumavky obsahujici 10 ml 1M HCI
a vzorkovnice byly fadn€ uzavieny. Po uzavieni vzorkovnic se zkumavky obsahujici
IM HCI a roztok KHCO3 smichaly a byly ponechéany stat po dobu 3 hodin.

Po ptipravé vzorkovnic pro kalibracni kiivku a ustdleni signalu pfistroje byly zméteny
vlastni vzorky. Tenka kapilara piistroje byla zavedena pies septum vzorkovnice s vlastnim
vzorkem. Po ustdleni signdlu byly zapsany 2 hodnoty — CO; a argon. Prvni hodnota
vyjadiuje produkci CO», coz je produkt aerobni biodegradace. Argon slouzi jako standard
méfeni. Timto zpisobem byly nésledné zméteny vSechny zbyvajici vzorky, poté
1 vzorkovnice kalibra¢ni kiivky.

Po zméteni hodnot byly vlastni vzorkovnice provzdusnény pomoci provzdusiovaci
aparatury, ktera jima vzduch dovnitt vzorkovnic. Kazda vzorkovnice byla provzdusiovana

po dobu 4 minut.
4.5.1 Zpracovani a vyhodnoceni dat namérenych pomoci hmotnostniho
spektrometru s membranovym vstupem

Pidy P2 a P3 byly inkubovany po dobu 14 dnii, poté byly ptfidany polymerni folie.

Inkubace byla provedena za tucelem adaptace mikroorganismii na vnitini podminky
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vzorkovnic, coz je dilezité z diivodu prevedeni vysledkii na podminky vnéjsiho prostredi,

kde by se tyto materialy mohly hromadit.
Mineralizace materialu byla stanovena dle vzorci:

Denni produkce uhliku vyjadifena ve formé CO»:

P-(spz—q@)-Vg

M@y = Tooerr  Mc
kde:
M(a)c mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve form¢ CO, [mg];
p atmosféricky tlak v okamziku provzdusnovani [kPa];
Suz pomér odezvy detektoru pro CO; a Ar [-];
q absolutni ¢len ziskany z linearni regrese pro kalibraci [-];
A plynny objem biometrické 1ahve [ml];
k smérnice piimky ziskana z linearni regrese pro kalibraci [-];
R moléarni plynova konstanta; R = 8,314 [J - mol™! - K71];
T termodynamicka teplota v okamziku provzdusiiovani [K ~1];
M, atoméarni hmotnost uhliku; M, = 12,0107 [g - mol™1].

Kumulativni produkce uhliku ve formé CO»:

M)c2) = Mkc) T M@ce)

kde:

Mk)c(2) kumulativni produkce uhliku z aktualniho méfeni [mg];
M) (1) kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho métfeni [mg];
Ma)c(2) denni produkce uhliku z aktudlniho méfeni [mg].

Substratova produkce uhliku:

Denni produkce uhliku vyjadifend jako kumulativni produkce uhliku v bioreaktorech

snizena o produkci uhliku ze slepych pokust:

Ns)c = Mk)cv, T Mk)cs,

kde:
N(s)c substratova produkce uhliku ve formé CO; [mg];
M) e, kumulativni produkce uhliku z 1adhve se vzorkem [mg];

Mk)cs, denni produkce uhliku z 1ahve bez vzorku [mg].
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Procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO»:

_ ¢
C ™7 meTC
kde:
D¢ procentudlni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO; [%];
N(s)c substratova produkce uhliku ve formé CO> [mg];
me hmotnost testovaného materialu [mg];
TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu [%].

4.6 Molekularné biologické a mikroskopické metody

Bylo provadéno nékolik testl. Izolace DNA a nasledné stanoveni DNA bylo provedeno u
vSech zkoumanych pid. Pro analyzu tvorby biofilmu pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

v ramci screeningu byla vybrana pouze ptuda P1.

4.6.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni metody lze pouzit pro zviditelnéni urcité latky ¢i struktury uvnite
buiiky [11]. Fluorescenci lze definovat jako jev, pii kterém molekuly nékterych latek
absorbuji svételné zafeni urcit¢ vinové deélky (excitace) a Cast energie, kterou timto
zpisobem ziska ve velmi kratkém cCase, opét vyzari [59]. Piima fluorescence vyuziva jevu,
kdy se né&které fluorofory, napiiklad propidium jodid, ethidium bromid, DAPI
(4',6-diamidino-2-fenylindol), FITC (fluorescein-5-isothiokyanat), vazi na urcité molekuly
(DNA) a po ozéfeni zviditeliuji jejich struktury [60]. Nepiimé fluorescence se vyskytuje
pouze v nekterych buiikach (rostlinné buiky, pletiva) a jeji intenzita nebyva pfilis

silng [11].

Fluorescen¢ni mikroskop je opticky mikroskop, ktery vyuziva fluorescenci k zobrazeni
organickych 1 anorganickych struktur. V pribéhu fluorescence dochdzi k oddéleni
emitovaného svétla (tlumené) od excita¢niho svétla (jasné€). Dochazi k ozareni atomu, kde
za normalnich podminek obihaji elektrony kolem jadra ve vrstvach (orbitalech) s urCitou
energetickou hladinou. Pifi UV zéfeni elektrony absorbuji energii a jsou excitovany
do vyssi energetické hladiny, kde jsou nestabilni a vraci se zpét do zékladniho stavu.
Presun elektronu z vyssi hladiny do zakladniho stavu je poté doprovazen vyzafenim
fotonu. Jako zdroj zéfeni se Casto pouziva rtutova nebo xenonova vybojka. Nejveétsi

mnozstvi energie vyda v intervalu od 356 nm do 546 nm. Excitacni zafeni projde nejdiive
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excitacnim filtrem, ktery dovoli prostupu svétla jen o vySe zminéné vinové délce. Dale
dopada na dichroické zrcadlo, coz je filtr odrazejici excitacni vinovou délku a propoustéjici

emisni vlnovou délku [61].

LIVE — DEAD kit je pouzivan pro monitorovani zivotaschopnosti bakterialnich populaci
na zaklad¢ integrity membrany builky. Obsahuje dvoubarevny fluorescencni test
zivotaschopnosti bakterii pro rozmanitou fadu bakteridlnich rodt. Buiiky s naruSenou
membranou, které jsou mrtvé nebo umirajici, se obarvi Cervené propidium jodidem,
zatimco buinky s neporusenou membranou se barvi zelen¢ pomoci SYTO 9. Pokud
se pouzivd samostatné, SYTO 9 obecné¢ ozna¢i vSechny bakterie v populaci - ty
s neporusenymi membranami i ty s poSkozenymi membranami. Naproti tomu propidium
jodid pronikd pouze bakteriemi s poskozenymi membranami, coz zpiisobuje sniZzeni

fluorescence barveni SYTO 9, kdyzZ jsou pfitomna ob¢ barviva [62], [63].

Pro zviditelnéni struktur bylo namichano barvici ¢inidlo, které se skladalo z 1,5 ul
barviciho roztoku SYTO 9, 1,5 ul barviciho roztoku propidium jodidu a 1 ml destilované
vody. Vzorek folie byl vloZen do tohoto roztoku na 10 sekund, nasledné do destilované
vody, pro odstranéni piebytecného roztoku. Vzorek folie byl poloZen na kryci sklo
a pozorovan fluorescen¢nim mikroskopem pii zvétSeni 200x ¢i 400x. Fotografie povrchu
byly pofizeny minimalné na 3 mistech kazdého sledovaného vzorku, aby byla zajiSténa
reprezentativnost a dostatecnd uroven informaci pro naslednou analyzu a vyhodnoceni. Pro

ucely bakalafské prace byla vybrana vzdy 1 fotografie, viz. kap. 5.3 Vysledky.

4.6.2 1Izolace DNA

DNA byla izolovana ze vSech 3 testovanych pud. Pro izolaci vSech 3 pid byl pouzit
DNeasy PowerSoil Pro Kit. Kit obsahuje roztoky CD1, CD2, CD3, EA, CD5 a CD6,
u kterych neni poskytnuto piesné slozeni. Samotny kit také obsahuje vSechny pouzité

mikrozkumavky a kolonky. Izolace probihala dle ndvodu vyrobce.

Do rozbijecich mikrozkumavek obsahujici mikrokulicky pro rozbiti Castic izolované¢ho
materidlu bylo pfidano pfiblizn€ 0,25 g izolované pudy. Poté se ke smési piidalo 800 pl
roztoku CDI. Tato smés byla rozmichana na vortexu. Zvortexované mikrozkumavky byly
vlozeny do homogenizéru, kde byly homogenizovany 3x za sebou po dobu 30 vtefin. Po
homogenizaci byly mikrozkumavky centrifugovdny na 14 500 otd¢ek po dobu

jedné minuty.
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Ziskany supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky. Bylo pfidano 200 pl roztoku
CD2 a zvortexovano. Smeés byla déale centrifugovana na 14 500 otacek po dobu
jedné minuty.

Nov¢ ziskany supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky, do které bylo nasledné

pipetovano 600 pl roztoku CD3. Sm¢s byla opét zvortexovana.

Do nové mikrozkumavky s kolonkou byl pfenesen veskery roztok vznikly v predeslém
kroku. Na kolonku bylo pipetovano 650 pl roztoku, déale byla centrifugovana na
14 500 otacek po dobu jedné minuty. Prefiltrovana kapalina byla vylita a tento krok byl

proveden jesté jednou.

Byla pouzita nova mikrozkumavka, do které¢ byla vlozena stavajici kolonka. Na tuto
kolonku bylo ptfidano 500 pl roztoku EA a zcentrifugovano na 14 500 otacek po dobu
jedné minuty. Prefiltrovana kapalina v mikrozkumavce byla vylita a tato mikrozkumavka

byla pouzita jesté jednou v dalSim kroku.

Na kolonku bylo pipetovano 500 pl roztoku C5 a byla provedena centrifugace
na 14 500 otaéek po dobu jedné minuty. Mikrozkumavka obsahujici prefitrovanou

kapalinu byla vyménéna za novou.

Byla provedena cetrifugace na 14 500 otacek po dobu jedné minuty. Poté byla kolonka

vlozena do nové elu¢ni mikrozkumavky.
Doprostied kolonky bylo pipetovano 50 pl roztoku C6 a ponechéno k inkubaci po dobu
5 minut. Po uplynulé dobé byla provedena posledni centrifugace na 14 500 otacek po dobu

jedné minuty, kolonka byla odstranéna a vznikld smés v elu¢ni mikrozkumavce obsahovala

vyizolovanou DNA.

4.6.3 Stanoveni koncentrace DNA fluorometricky

Pted samotnym métenim bylo provedeno fedéni vyizolované DNA a také byl pfipraven
barvici roztok.

DNA byla s PCR vodou natedéna 10x, tudiz 2 pl ptivodni vyizolované DNA a 18 pul PCR
vody. Pro méfeni koncentrace DNA byl pouzit dsDNA High Sensitivity Assay Kit

(DeNovix), koncentrace byla méfena na fluorimetru.


https://www.labmark.eu/denovix-dsdna-high-sensitivity-assay-kit-250-assays
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Ptiprava barviciho roztoku byla provedena dle pokynl vyrobce, ktery uvadi, ze na 1 ml
pufru obsazeného v kitu ptipadd 10 pl barvy. Barvici roztok byl ptfipraven smichanim 5 pl

barvy a 500 pl pufru.

Pro samotné méteni byl pouzit roztok obsahujici 198 pl barviciho roztoku a 2 pl jiz

nafedéné DNA.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky stanoveni pH, suSiny a vlhkosti testovanych pid

Po odpateni veskeré vody ze vzorkl ptd byla suSina stanovena nasledovng:
vysledna hodnota suSiny pudy P1 tvofila 92,22 % objemu plivodniho vzorku ptdy,
vlhkost byla stanovena na 7,78 %.

Vyslednd hodnota suSiny pudy P2 tvofila 92,20 % objemu plivodniho vzorku pidy,

vlhkost byla stanovena na 7,8 %.

Vysledna hodnota suSiny pudy P3 tvofila 95,56 % objemu pivodniho vzorku pidy,

vlhkost byla stanovena na 4,4 %.
Zm¢étena hodnota pH ptdy P1 byla vypocitana na 6,00.
Zm¢étena hodnota pH ptidy P2 byla vypocitana na 6,53.

Zmétena hodnota pH ptidy P3 byla vypocitdna na 6,51.

5.2 Maximalni vodni kapacita testovanych pud

Maximalni mnozstvi vody, které dokaze ptida P1 pojmout, bylo po zaokrouhleni stanoveno

na 1,3 ml/g.

Maximalni mnozstvi vody, které dokaze piida P2 pojmout, bylo po zaokrouhleni stanoveno

na 1,5 ml/g.

Maximalni mnozstvi vody, které dokaze ptida P3 pojmout, bylo po zaokrouhleni stanoveno

na 1,6 ml/g.

5.3 Vliv WHC piidy na tvorbu mikrobiilniho biofilmu na povrchu

vzorki a jejich biodegradaci

Pomoci fluorescenéni mikroskopie byla v prvni casti praktického provedeni studie
sledovana kolonizace povrchu biodegradabilnich biopolymerit vloZenych v padé Pl,
v zé&vislosti na % WHC. Mikroskopie byla provedena celkem pétkrat v rozmezi od 7. do
44. dne po pfidani vzorkl folii. NéarGst biofilmu byl sledovian na vSech 3 vzorcich

biodegradabilnich polymera: TianAn biopolymer, Ecoflex a bioPBS.
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TianAn biopolymer

Obrazek 11: Sledovani nartstu biofilm u v €ase na foliich polymeru TianAn biopolymer
pti riznych koncentracich WHC, zvétSeno 200x.

V prvnich 7 dnech nedoSlo k vyznamnému ndarGstu biofilmu u vzorka inkubovanych
v pudé ovlhc¢ené na 20 % a 40 % WHC, na fotografiich je spiSe patrny samotny povrchy
biopolymeru a fragmenty ptidy. U vzorkd inkubovanych v plidé ovlhéené na WHC 60 %
a 80 % je narGst mikroorganismu pii 7. dni od inkubace jiZ pozorovatelny, je zde patrna
absence mrtvych mikroorganismil. Na foliich vzorkii inkubovanych v piidé ovlhéené na
WHC 100 % je rozvoj mikroorganismil také viditelny, ale spiSe v men$im mnozstvi, a ne

po celém povrchu.

Po 14 dnech od zac¢atku inkubace se nartist mikroorganismu projevil vice. Vyskyt mrtvych
mikroorganismii nebyl téméf Zadny. Na povrchu vzork odebranych z pidy zvlhéené
na 20 % WHC byly pozorovany vlaknité struktury (zfejmé filamenta mikroskopickych

hub, ptipadné¢ kolonie aktinomycet). U vzorkd inkubovanych v pidé zvlhéené na
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WHC 40 %, WHC 60 % a WHC 80 % lze pozorovat znacny nardst mikroorganismd, u
vzorkdl inkubovanych v pideé zvlhéené na WHC 60 % a WHC 80 % na celém povrchu
folie. U vzorkl inkubovanych v ptidé ovlhéené na WHC 100 % se nartist mikroorganismi

projevil také, ale spisSe v menSim mnozstvi.

Po 21 dnech od zacatku inkubace byl biofilm vyrazné viditelny u vzorkli inkubovanych
v pidé ovlh¢ené na WHC 60 %, WHC 80 % a WHC 100 %. U vzorkl pidy zvlhcené
na WHC 60 % a 80 % byly pozorovany také mrtvé mikroorganismy. Na foliich u vzorki
inkubovanych v pidé ovlhéené na WHC 40 % byl vyskyt mikroorganismu patrny hlavné
okolo nedokonale ocisténych fragment pidy. U vzorkid z ptidy zvlhé¢ené na WHC 20 %
byly mikroorganismy patrné hlavné okolo povrchu polymeru a neodstranénych fragmentti
pudy.

Po 28 dnech od zafatku inkubace se u pidy ovlhéené na WHC 20 % narGst
mikroorganismu nijak vyrazné nelisil od dne 21. U vzorkl inkubovanych v ptidé ovlhéené
na WHC 40 % byl nartst mikroorganismt ziejmy hlavné kolem neodstranénych fragmentt
pudy. U vzorkil inkubovanych v ptidé ovlhéené na WHC 60 % byl jiZ na prvni pohled
ziejmy rozklad folie, biofilm se vyskytoval po celé délce, byly pozorovany také mrtvé
mikroorganismy. U vzorkt zpidy zvlhéené na WHC 80 % se biofilm i mrtvé
mikroorganismy objevily po celém polymeru. U vzorkt folie zpidy zvlhéené na
WHC 100 % tvorily nejvétsi ¢ast fotografie povrch polymeru a fragmenty ptdy, oproti dni

21 bylo moZno pozorovat ubytek mikroorganismd.

Po 44 dnech od zacatku inkubace se u inkubace vzorkli inkubovanych v piidé ovlhcené na
WHC 20 % objevily mikroorganismy hlavné v okoli fragmenti pidy. Folie inkubované
v pudé ovlhcené na WHC 40 % byly kolonizovany mikroorganismy v celém povrchu. Bylo
zde nalezeno minimum mrtvych mikroorganismi. U vzorkll zpidy ovlhéené na
WHC 60 %, WHC 80 % a WHC 100 % byly vzorky folie TianAn biopolymer z¢asti
degradovany, a jelikoZ se nachdzely v ptid¢, kterou byly obaleny, nebyly jiz dohledatelné.

Co se tyc€e vlivu koncentrace WHC na samotny nartist mikroorganism, je zfejmé, ze byl
patrny vliv WHC na kolonizaci povrchu polymert. Biofilm byl formovan rychleji (po 7

dnech) na povrchu vzorkl inkubovanych v pide€ s vy$sim obsahem WHC nez 20 %.
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bioPBS

Den WHC 20 WHC 40 WHC 60 WHC 80 WHC 100

Obrazek 12: Sledovani nariistu biofilmu v ¢ase na foliich polymeru bioPBS pfi riznych
koncentracich WHC, zvétSeno 200x.

Slaby nariist biofilmu bylo mozno pozorovat jiz v prvnich dnech od inkubace. Nejvétsi
narast biofilmu byl u vzorki s koncentraci WHC 60 %. Na ostatnich vzorcich se biofilm
tvofil spiSe v menSim mnozstvi, s vyjimkou vzorkli inkubovanych v piidé ovlhéené na
WHC 100 % pfi dnu 14, kdy byla velikost biofilmu srovnatelna se vzorky polymeru z plidy
zvlh¢ené na WHC 60 %.

V prvnich 7 dnech nedoSlo k zadnému vyznamnému narGstu mikroorganismt u vzorkt
inkubovanych v piidé ovlhc¢ené na WHC 20 %, WHC 40 %, WHC 60 %, WHC 80 %
ani WHC 100 %, kde byly spiSe patrné fragmenty piidy. U vzorkl inkubovanych v padé

ovlhcené na WHC 80 % byl nartist mikroorganismil pfi 7. dni od inkubace nizky, byl zde
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viditelny vyskyt mrtvych mikroorganismt. U vzorkli inkubovanych v ptidé¢ ovlh¢ené na

WHC 100 % byla poftizena fotografie zachycujici tvar bakterii, viz Obrazek 13.

Obrazek 13: Tvar bakterii u 10% WHC po 7 dnech od inkubace, zvétSeno 400x.

Po 14 dnech od zacatku inkubace se nartst mikroorganismi projevil hlavné u vzorki
inkubovanych v ptidé¢ ovlhéené na WHC 20 % a WHC 100 %, kde byly mikroorganismy
patrné hlavné kolem fragmenti pldy a samotného povrchu polymeru. Také vyskyt
mrtvych mikroorganismi nebyl témét Zadny. Na fotografiich, které zachycuji vyvin

biofilmu na vzorcich byly pozorovany spiSe fragmenty plidy neZ mikroorganismy.

Po 21 dnech od zacatku inkubace byl zpozorovan narlst mikroorganismil pfevazné u
vzorkll z pudy zvlhéené na WHC 60 %, u ostatnich koncentraci WHC v piidé byly patrné
fragmenty plidy, pozadi polymeru a nartist mikroorganismii nebyl Zadny nebo byl

nevyznamny.

Po 28 dnech od zacatku inkubace byl nértst patrny u vzorkd inkubovanych v ptdé
ovlhcené na WHC 60 %, mensi narlst se objevil 1 u vzorkli z pidy zvlhéené na WHC
100 %. U vzorkl inkubovanych v ptid¢ ovlhc¢ené na WHC 20 %, WHC 40 % i WHC 80 %

byl nérlst mikroorganismii minimdlni, vétSinu tvofily ¢astice pidy. Na foliich vzorki
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inkubovanych v ptdé zvlhéené na WHC 100 % byly mrtvé i zZivé mikroorganismy

srovnatelné v poméru cca 1:1.

Po 44 dnech od zacatku inkubace byly mikroorganismy dobie viditelné u vzorkt z pidy
zvlhéené na WHC 60 % a WHC 20 %. U vzorkl z pidy zvlhé¢enych na WHC 20 % doslo
k nartistu mikroorganismti pfevazn¢ okolo pldnich c¢astic, a to v menSim rozsahu. U
vzorki inkubovanych v pid¢ ovlhc¢ené na WHC 60 % byl narist mikroorganismi nejvetsi
za celou dobu od =zacatku inkubace. Objevilo se zde 1 mensi mnozstvi mrtvych
mikroorganisml. U vzorkl inkubovanych v pidé ovlhcené na WHC 40 %, WHC 80 %
a WHC 100 % nedoslo k tvorbé biofilmu, narist mikroorganismt byl bud velmi maly

nebo zadny, byla zde také absence mrtvych mikroorganismda.

Ecoflex

Den WHC 20 WHC 40 WHC 60 WHC 80 WHC 100

Obrazek 14: Sledovani narastu biofilmu v €ase na foliich polymeru Ecoflex pfi riznych
koncentracich WHC, zvétSeno 200x.
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U vzorka folii polymeru Ecoflex nebyl zaznamenam vyrazny narist biofilmu po celou

dobu inkubace.

Na vétsin¢ fotografii je patrné pozadi, dale pak Castice pidy, které nebyly dokonale
ocistény. Nardst mikroorganismii byl naprosto zanedbatelny i po 44 dnech od zacatku

inkubace.

Na povrchu filmi inkubovanych v pad¢é se 100% koncentraci WHC byly pozorovéany
mrtvé mikroorganismy jiz po prvnich dnech inkubace. Rozklad Ecoflexu v pid¢ je ve
srovnani s rozkladem TianAn biopolymeru a bioPBS pomalejsi, nartst biofilmu byl proto

v prvnich tydnech experimentu omezeny [29].

Pozorovani a vyhodnoceni rychlosti tvorby biofilmu bylo provedeno v ramci screeningu
pfed samotnym Casové a materidlové naroénym biodegrada¢nim experimentem. Pomoci
fluorescencni mikroskopie byly pozorovany rozdily v rychlosti a intenzit¢ kolonizace

povrchu biodegradabilnich polymeri v zavislosti na WHC pidy.

5.4 Porovnani koncentraci DNA izolované z pudy pfed inkubaci

Z pud pred samotnou inkubaci byla izolovana DNA. Tato DNA bude slouzit pro dalsi
molekulédrné-biologické analyzy v ramci Sir$i studie vlivu WHC na mikroorganismy

vyskytujici se v plastisféfe studovanych vzorki biodegradabilnich polymerd.

Koncentrace izolované DNA vzorku pidy P1 byla pomoci fluorimetru vyhodnocena

na 64,5 ng/ul.

Koncentrace izolované DNA vzorku pidy P2 byla pomoci fluorimetru vyhodnocena

na 47,6ng/pl.

Koncentrace izolované DNA vzorku pliidy P3 byla pomoci fluorimetru vyhodnocena

na 96,2 ng/ul.

Mnozstvi DNA v padach (potazmo mikroorganisml) je proménlivé a zavislé na
podminkach prostfedi. Koncentrace DNA byly ve vSech tfech piidach velmi podobné.
Nejvyssi koncentrace DNA byla zméfena v ptidé P3. V publikaci, kterd se vénovala
analyze riiznych vzork pid, se koncentrace DNA pohybovaly vrozmezi od 3 do
196 ng/ul [64]. Mnozstvi DNA izolované z pid v ramci bakalafské prace bylo v tomto

rozmezi.
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5.5 Mira biodegradace biodegradabilnich polymeru v padé

Béhem aerobni biodegradace mikroorganismy vyuzivaji polymer jako zdroj uhliku pro

svj rist a jejich metabolické procesy produkuji CO [46].

Utelem biodegradaénich testd bylo méfeni biodegradace, studium a ovéfeni biologické
rozlozitelnosti  plastového materialu. Neoptimalni podminky (nedostatek Zivin,
nedostatecna vlhkost, nizka teplota, snizeny obsah kysliku) mohou omezit spravny vyvoj
mikroorganismil, a tim by zpomalily biodegradaci [65]. Aby byla ptuda pfipravena pro

samotny biodegradacni test, byla provedena ptedinkubace pudy.

Produkce uhliku v piidach pted inkubaci polymert byly stanoveny na zakladé méteni CO».
Primérnd kumulativni produkce uhliku po 7 dnech byla stanovena pomoci priméru denni
produkce uhliku. Primérna kumulativni produkce uhliku po 14 dnech byla stanovena jako
soucet denni produkce uhliku a kumulativni produkce uhliku po 7 dnech, z téchto hodnot

byl poté vypocitan praimeér.

Tabulka 1: Vysledky ptfedinkubace pro ptidu P2.

Inkubace Prim. kumulativni Odehvik
chylka

WHC [%] [dny] produkce C [mg]

7 1,51 0,42
WHC 10

14 2,39 0,71

7 2,77 0,38
WHC 40

14 5,18 1,88

7 2,20 0,93
WHC 60

14 4,41 1,48

Z Tabulky 1 vyplyva, Ze nejvysSich hodnot primérné kumulativni produkce uhliku
v jilovité¢ ptdé P3 bylo dosazeno u vzorkl inkubovanych v pidé ovlh¢ené na 40 % WHC,
poté u vzorkll inkubovanych v pidé ovlhcené na 60 % WHC. Pomér ptidy a obsahu vody
byl pro mikroorganismy optimalni, kdy mély vhodné podminky pro rdst i mnozeni, cemuz

odpovida 1 nartistajici primérné produkce uhliku.

Nejnizsi produkce uhliku byla zaznamenana u vzorki inkubovanych v pad¢ ovlhéené na

10 % WHC. Pomér vody a pidy byl v tomto piipad€ nedostatecny, a i pfes to, Ze ostatni
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wrwe

rist i mnozeni mikroorganismu.

Tabulka 2: Vysledky ptfedinkubace pro ptadu P3.

Inkubace Prum. kumulativni Odehvik
chylka

= 3.89 0,99
WHC 10

14 5,30 1,80

7 7,31 1,27
WHC 40

14 12,60 3,43

7 6,45 1,80
WHC 60

14 10,90 2,91

Z Tabulky 2 vyplyva, Ze nejvyssi primérné kumulativni produkce uhliku v piscité ptidé P3

bylo dosazeno pii 40% WHC.

V piscité pad¢ byla produkce uhliku vyssi nez v jilovité. Tento vysledek koreluje také
s hodnotami koncentraci DNA v obou ptdéch, kdy z ptidy P3 bylo izolovano vice DNA
nez zpudy P2. Lze tedy predpokladat, ze pida P3 byla bohatsi na mnoZstvi

mikroorganisma.

Dle normy ISO 17556:2019, ktera specifikuje metodu pro stanoveni konecné aerobni
biologické rozlozitelnosti plastovych materiald v pidé meéfenim spotieby kysliku
v uzavieném respirometru nebo mnoZstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého, je doporuceny
obsah vody v pidé¢ mezi 40 % a 60 % [66]. Pii tomto obsahu vody by mély mit
mikroorganismy nejlepsi podminky pro rdst i mnozeni, coz se projevilo i ve vysledcich

bakalatske prace.

Po ptfedinkubaci byly pfidany vzorky polymert Ecoflex a TianAn biopolymer (30 mg do
kazdé lahve) o priméru 0,5 x 0,5 cm. Vzorkovnice s polymery byly ponechany k inkubaci
po dobu 7 dnli a po 7 dnech byla zmétena rychlost biodegradace. Rychlost biodegradace

byla néasledné métena po dobu 5 tydnii.
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Obrazek 15: Prubeh biodegradace polymerti TianAn biopolymer a Ecoflex v pidé P2
(jilovitd pida). Pida obsahovala 10, 40 a 60 % WHC.

Nejvyssiho stupné biodegradace v ptdé P2 dosahl biopolymer TianAn pii 60% WHC,
jehoZz degradace byla jiZ v prvnich dnech nejrychlejsi. Pii poslednim méfeni, tj. 34 den od
pocatku méfeni, byla biodegradace vyhodnocena na 34,2 %. Biodegradace polymeru
TianAn biopolymer, ktery byl inkubovany v pudé ovlhéené na 40 % WHC, doséhla
21,7 %. V inkubaci ovlh¢ené na 10 % WHC byl tento polymer mineralizovan z 3,6 %.
Mineralizace tohoto polymeru zacala v inkubacich ovlh¢enych na 40 % WHC po 5 dnech
inkubace, v pidé zvlhéené na 60 % WHC zacala mineralizace jiZ v prvnim tydnu
experimentu. Mineralizace v pid¢ ovlhéené na 10 % WHC byla pozvolna a dosahla nizSich

hodnot (pod 3 %).

Mineralizace polymeru Ecoflex byla vyrazné¢ pomalejsi ve vSech testovanych % WHC.
Mineralizace v piidé ovlhc¢ené na 40 % WHC dosahla 6,8 %, v pidé ovlh¢ené na 60 %
dosahla 5,7 % a v pad¢ ovlh¢ené na 10 % WHC doséhla 3,6 %. [29].
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Obrazek 16: Pribeh biodegradace polymerti TianAn biopolymer a Ecoflex v pidé P3
(piscita ptida). Puda obsahovala 10, 40 a 60 % WHC.

Nejvétsiho stupné mineralizace doséhl v piidé P3 biopolymer TianAn pii 40% WHC, jehoz
mira biodegradace se jiz od 2. méfeni znacné lisila od ostatnich zkoumanych polymert.
Pti poslednim méfeni, tj. 34 den od pocatku méteni, byl stupent mineralizace vyhodnocen
na 22,4 %. TianAn biopolymer inkubovany v ptidé¢ ovlh¢ené na 60 % WHC dosahl druhé
nejvyssi mineralizace, kterd byla vyhodnocena na 14,44 %. Mineralizace tohoto polymeru
v pudé€ ovlhcené na 10 % WHC byla 3,4 %. Mineralizace vzorki Ecoflexu byla nejvyssi
v pudé ovlhéené na 40 % (12,4 %), v pad€ ovlhcené na 60 % WHC dosdhla mineralizace
tohoto polymeru na konci experimentu 8,0 % a pud¢é ovlhéené na 10 % WHC byla

mineralizace 3,4 %.

Mineralizace vzorkli polymeru Ecoflex byla v rtiznych inkubacich s testovanym procentem

WHC velmi podobnd. Biodegradace polymeru Ecoflex je obecné pomalej§i nez
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biodegradace polymeru TianAn, na coz ukazuji 1 vysledky bakalarské prace [29]. Je
pravdépodobné, ze rychlost mineralizace tohoto polymeru se v pozdé¢jsi fazi inkubace
zvy$i a bude patrny rozdil mezi inkubacemi ovlhéenymi na rozdilné % WHC. ZvySujici se
rychlost mineralizace Ecoflexu byla v nékterych studiich zaznamenana az v pozdéjsich

fazich inkubace (napf. po 2 mésicich) [29].

Vysledky mineralizace Ecoflexu se shoduji také s vysledky fluorescencni mikroskopie,
kdy ani po 44 dnech inkubace nebyl pozorovéan rozvoj ristu mikroorganismii na povrchu
vzorkl.. Naopak na vzorcich biopolymeru TianAn byl pomoci fluorescencni mikroskopie

pozorovan rozvoj biofilmu jiz v prvnich dnech experimentu.

Mineralizace vzorkd v ptidé P3 se projevila, narozdil od vzorkd v ptidé P2, jiz v prvnim
tydnu méfeni. Pti dalSich méfeni byla mineralizace pomalejsi, bez vyraznéjSich skokd.
Rozdily mezi WHC 40 % a 60 % nebyly v prvnich tydnech méfeni velké. V pidé P2 byla
mira mineralizace biopolymeru TianAn spiSe vy$$i nez vpudé P3. U pomaleji se
degradujicicho Ecoflexu byl mezi dvéma testovanymi druhy puad patrny rozdil
v mineralizaci pfedev§im v inkubacich obsahujicich 40 % WHC, kdy byl stupen
mineralizace vy$s§i v inkubaci s pidou P3. Mezi piidou jilovitou a pis€itou nebyl tedy

pozorovan jasny rozdil ve stupni mineralizace.

Pomérné vysoké smeérodatné odchylky jsou pravdépodobné dané tim, ze na zacatku
experimentu je mikrobidlni aktivita pomérné velkd a miize se v jednotlivych inkubac¢nich

lahvich lisit.

Studie na téma biodegradace polymerii v ptidé se zaméfenim na obsah vody vyvodila
zaveéry, ze se mineralizace polymerti za pouziti niz§itho obsahu vody zastavi na nizsich
hodnotach, kde pfetrvava do doby, dokud se mnoZstvi vody nezvys$i. Snizend produkce
COz v ptdé¢ s takto snizenym obsahem vody muze byt zplisobena tvorbou spor, které maji
velmi nizkou metabolickou aktivitu, coz znamend, ze ¢ast uhliku z plivodnich substrati
zustava zachycena v téchto sporach a neni znovu emitovana jako CO,. Dale také dochazi
ke zpomaleni piisobeni mikrobiadlnich enzymi. Naopak rychlost mineralizace rostla
s vy$§imi koncentracemi vody, jelikoz zvySujici se obsah vody pfimo ovliviioval rychlost
biologického rozkladu polymert. Nejvyssiho stupné dosahla pfi vzorcich zvlhéenych na

WHC 55 % a WHC 80 %, kdy byl polymer zmineralizovan na vice, nez 90 % [65].
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ZAVER
Mikroplasty jsou kontaminanty prostfedi o velikosti 1-5 mm pochazejici z konvencnich
1 biodegradabilnich polymert. Biodegradabilni polymery jsou velkym trendem poslednich

let, ale i tyto polymery se za neoptimdlnich podminek rozkladaji na mikroplasty, které

mohou ve volné ptirod¢ pretrvavat po dlouhy cas.

Cilem prace bylo posouzeni vlivu WHC pudy na tvorbu mikrobialniho biofilmu na
povrchu 3 raznych biodegradabilnich polymert v zemédélské puade a zjisténi rychlosti

biodegradace 2 vybranych polymernich materialii ve 2 riznych zeméd¢€lskych ptdach.

Fluorescen¢ni mikroskopie odhalila, Zze v ptipadé biopolymeru TianAn rizné koncentrace
WHC tvorbu mikrobidlniho biofilmu vyrazn€ neovlivnily. V piipadé¢ bioPBS doslo
k tvorbé konstantniho biofilmu pouze u 60% WHC. Pfi ostatnich koncentracich k tvorbé
biofilmu nedoslo. V ptipadé Ecoflexu nedoslo k vyraznému rozvoji biofilmu po celou
dobu inkubace, Bylo zjisténo, ze vysoka koncentrace vody méla spise inhibi¢ni ucinek na

mikroorganismy.

Me¢fteni miry biodegradace ve dvou riznych zemédélskych piidach pomoci hmotnostniho
spektrometru ukézalo, Ze se stupenl mineralizace zvétSoval s navySujici se procentudlni
koncentraci vody, kdy vSechny vzorky z pidy zvlhéené na WHC 10 dosahovaly stupné
mineralizace pod 5 %, vzorky svy$si koncentraci WHC (vyjma vzorkli Ecoflex
ovlhé¢enych na WHC 60 %) dosahovaly vysSich hodnot mineralizace. V pidé P3, padé
pis¢ité, bylo dosazeno nejvyssi biodegradace u obou testovanych polymeri v pudé
zvlhéené na 40 % WHC. V pudé P2, pudé jilovité, bylo vysSich hodnot mineralizace
dosazeno pouze u 1 polymeru, TianAn biopolymeru, u vzorkl v piidé ovlhc¢ené na 40 %
a60 % WHC. Mineralizace ostatnich vzorkli se po 5 tydnech méfeni nijak vyrazné

neprojevila.

V rdmci prace bylo pozorovano, ze mnozstvi vody v zemédélské piidé ma vliv jednak na
produkci CO2 (potazmo tedy na mikrobidlni aktivitu), jednak na degradacni potencial
mikroorganismt. VIiv mnoZzstvi vody v ptd€ na schopnost pldnich mikroorganismt
kolonizovat povrch mikroplasti nebyl jednoznacné prokdzéan. V této fazi inkubaci nebyl
pozorovan vyznamny vliv ptidniho druhu na stupen biodegradace testovanych polymert.
Mnozstvi DNA izolované ze 3 pid bylo podobné, coz znaci, Ze v ptidach byly pfitomny

mikroorganismy v pozadovaném mnoZstvi.
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Mnozstvi vody dostupné pro rostliny je klicovym faktorem v zemédélstvi, jelikoz
ovliviiyje rast, vynos a celkové prospivani zemedélskych plodin. Vzhledem k tomu, Ze se v
pudé¢ stale vice vyskytuji mikroplasty, je dilezité se zabyvat také tim, jak rtizné mnozstvi
vody v pudnim prostiedi ovliviiuje jejich biodegradaci. Tento vyzkum mize pfinést
informace pro optimalizaci zavlazovacich praktik a management pidy s ohledem na
chovani mikroplastl, které vznikaji z konvencnich i biodegradabilnich polymerd, coz je
dalezité¢ pro zavadéni udrzitelnéjSich zemédélskych postupli a minimalizaci negativnich

dopadt mikroplastl na Zivotni prostiedi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

OECD Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
IUCN Mezinarodni unie pro ochranu ptirody
ASGR2 asialoglykoproteinovy receptor 2

IBD zanétlivé onemocnéni stiev

PLA kyselina polymlécna

PHA polyhydroxyalkanoaty

bioPBS polybutylensukcinat

mikro-PBS mikroplasty polybutylensukcinatu
TianAn biopolymer polyhydroxybutyrat

PHB polyhydroxybutyrat

PE polyethylen

PBAT polybutylen adipat tereftalat

LDPE polyethylen s nizkou hustotou

KCl chlorid draselny

WHC maximalni vodni kapacita

KHCO;3 hydrogenuhlicitan draselny

HCl kyselina chlorovodikova

CO2 oxid uhli¢ity

DAPI 4',6-diamidino-2-fenylindol

FITC fluorescein-5-isothiokyanat

UV zareni ultrafialové zafeni
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