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Abstrakt

Mikroplasty, jakozto plastové ¢astice o velikostech 5 mm—1 nm, se v soucasné dobé¢ rozsitily
napfi¢ ruznymi ekosystémy. ZvySujici se mnozstvi kontaminace mikroplasty vodniho
a terestrického prostiedi vyzaduje vytvoieni standardizovanych metod pro jejich separaci
a analyzu. Jeden z hlavnich vektorti vstupu mikroplastii do terestrickych ekosystémt je skrze
Cistirenské kaly. Ty se recykla¢né vyuzivaji ke hnojeni a rekultivacim diky vysokému obsahu
organické hmoty. Védciim se podatilo v Cistirenskych kalech jiz kvantifikovat a identifikovat
fadu mikroplasti o riznych velikostech, typu polymert, tvart atd. Tato diplomova prace
se zaméfuje na optimalizace existujicich metodik k extrakcim mikroplastti z pevnych vzorkt
zivotniho prostedi a jejich nasledné kvalitativni a kvantitativni analyze. Byly optimalizovany
kroky pottebné k predupravé vzorku pted analyzou, a to redukce obsahu organickych latek
prostfednictvim Fentonovy reakce a separace mikroplasti flotaci na zdkladé hustoty
v nasyceném roztoku Nal (1,8 g/cm?) pomoci centrifugace. K experimentéim flotace a celkové
vytéznosti metodiky byly vyrobeny mikroplasty, které byly ve velikostnich frakcich 20—40 um
a 150-300 um vneseny do experimentl ke stanoveni vytéznosti. Pro kvantitativni analyzu byla
zvolena fluorescencni mikroskopie a mikroplasty byly obarveny Nilskou ¢erveni. Poté byla
optimalizovana metodika pouzita k extrakci mikroplastii ze dvou ¢istirenskych kalt z CR.
V distirenskych kalech byly mikroplasty detekovany nejprve pomoci fluorescencniho
mikroskopu z hlediska kvantitativni analyzy a nasledné na infraCervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci z hlediska kvalitativni analyzy. V kalech byly detekovany
polymery typu polypropylen, polyethylen, polystyren, polyvinylchlorid, polyestery,
polyuretany, polyamidy, polyepoxidy a kopolymery. Kvantitativni analyza odhalila mnoZstvi
mikroplastti ¥adové 10°-10* &astic na gram susiny kalu. V kalech pievazovaly tvarové

fragmenty nad vlakny.

Kli¢ova slova: mikroplasty, Ccistirensky kal, fluorescenéni mikroskopie, infracervena

spektroskopie s Fourierovou transformaci



Abstract

Microplastics, plastic particles of 5 mm—1 nm in size, are now widespread across different
ecosystems. The increasing amount of microplastic contamination of aquatic and terrestrial
environments requires the development of standardized methods for their separation and
analysis. One of the main vectors of microplastic input to terrestrial ecosystems is through
sewage sludge. The sludge is recycled for fertilization and reclamation due to its high organic
matter content. Scientists have already been able to quantify and identify a range
of microplastics in sewage sludge of different sizes, polymer types, shapes, etc. This thesis
focuses on the optimization of existing methodologies to extract microplastics from solid
environmental samples and their subsequent qualitative and quantitative analysis. The steps
required for sample pre-treatment prior to analysis, namely reduction in organic matter content
by the Fenton reaction process and density-based separation of microplastics by flotation
in saturated Nal solution (1.8 g/cm?) using centrifugation, were optimized. Microplastics in size
fractions of 2040 um and 150-300 pm were fabricated and introduced into flotation and total
recovery experiments of the methodology to determine the recovery. Fluorescence microscopy
was chosen for quantitative analysis and the microplastics were stained with Nile red. The
optimized methodology was then used to extract microplastics from two sewage sludges from
the Czech Republic. Microplastics were detected in the sewage sludge firstly by fluorescence
microscopy for quantitative analysis and then by Fourier transform infrared spectroscopy
for qualitative analysis. Polymers such as polypropylene, polyethylene, polystyrene, polyvinyl
chloride, polyesters, polyurethanes, polyamides, polyepoxides and copolymers were detected
in the sludge. Quantitative analysis revealed microplastic amounts in the order
of 103-10* particles/ g dry weight of sludge. In terms of microplastic shape, fragments

dominated over fibers in the sludge.

Key words: microplastics, sewage sludge, fluorescence microscopy, Fourier transform infrared

spectroscopy
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1. Uvod

Od 50. let minulého stoleti byl zaznamenan masivni rozvoj plastového priimyslu a naduzivani
plastovych vyrobkli béhem kazdodenniho zivota lidi. Jejich vSestrannost, lehkost, odolnost
a nizkd cena zpusobily snadné zaclenéni plastovych vyrobkti do zdkladnich polozek naSich
zivotll a zvysSeni kvality zivota lidi na celé planeté. Plastové produkty, od predméti na jedno
pouziti, az po produkty s dlouhou Zivotnosti, se staly souc¢asti spotiebniho zbozi, ale i obalovych
materialli, zdravotnickych potieb, elektroniky, stavebnich materiali a dalSich (Andrady a Neal
2009). Nadmérné pouzivani a nespravna likvidace plastového odpadu ma ale negativni vliv
na zivotni prostiedi. Ukézalo se, Ze znacnd cCast plasti je stale likvidovana nespravnym
zpusobem, a to sklddkovanim, nebo nedbalym odhozenim plastovych pfedméti mimo mista
jejich urceni, coz pfispivd k hromadéni plastového odpadu a jeho postupné samovolné
degradaci ve méstech, prirod¢, vodach, oceanech atd. (Jambeck et al., 2015). Rozklad plasti
na zakladni mineralni slozky je ovSem dlouhy proces, ktery mtze trvat desitky az stovky let
(Andrady, 2011; Albertsson, 1980), a tak se dfive plastovy odpad rozpada ptisobenim vnéjSich
vlivii na mens$i a mensi Castice, tzv. mikroplasty a z nich nanoplasty (Monira et al., 2023;
Thompson et al., 2004).
V poslednich dvou dekddach se tyto nepatrné Castice staly predmétem aktivniho
environmentalniho vyzkumu, ktery potvrdil jejich pfitomnost v rGznych ekosystémech,
od nejhlubsich oceanskych piikopl az po odlehlé horské oblasti (Peng et al., 2018; Napper et
al., 2020). Castice mikroplastd byly detekovany jak ve volné piirods, tak i v Zivych
organismech vetné ¢loveéka (Andrady, 2011; Azeem et al., 2021; Huerta Lwanga et al., 2017,
Leslie et al., 2022). Vysledky vyzkumi jsou zvlaste alarmujici ve spojeni se studiemi o jejich
potencialni toxicité, a to jak pro ¢lovéka, tak i1 pro ostatni organismy (Wang et al., 2021).
Mezi dulezité vektory vstupu mikroplasti do zivotniho prostiedi Ize zatadit Cistirenské
kaly (Zhang et al., 2019; van den Berg et al., 2020). V Cistirenskych kalech dochazi k uloZeni
velkého mnozstvi organickych latek a Zivin, coZ umoziuje jejich vyuziti v zeméd¢€lstvi pro
ptimou aplikaci a rekultivaci a ke kompostovani (CSU, 2021). Nevyhodou jejich aplikace je,
ze spolu s organickou hmotou v kalech dochézi k jejich vnosu zpét do kolob&hu v Zivotnim
prostiedi (Sun et al., 2023; Clarke a Porter 2010). Zkouméni mnozstvi mikroplasti v kalech
muze byt zdsadnim toxikologickym ukazatelem pro jeho dal$i pouziti a potencialné dulezitym
indikatorem znecisténi odpadnich vod. Dodnes ovSem neexistuje jednotna metodika z hlediska

pfipravy vzorkli k analyze mikroplastii z kalii a jejich analyzy (El Hayany et al., 2022).



Na zédklad¢ toho je nezbytny vyvoj univerzalni a reprodukovatelné metodiky pro separaci
mikroplastl z pevného vzorku zivotniho prostfedi a jejich naslednou kvantitativni a kvalitativni
analyzu.

Cilem mé diplomové prace proto bylo optimalizovat n¢které existujici metodiky separaci
mikroplasti z Cistirenskych kalii za Gcelem validace metodik a kvantifikace a identifikace

mikroplastl v téchto matricich.
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2. Mikroplasty

Pojem ,mikroplast* byl poprvé pouzit v odborné literatufe pro popis mikroskopickych
plastovych fragmentt a vlaken nalezenych ve vzorcich pisku, motské vody a sedimentu R. C.
Thompsonem a kolektivem. V jejich vyzkumu byly detekovany mikroplasty v pisku, usti fek,
ale nejvice okolo pobiezi (Thompson et al.,, 2004). Navic byla potvrzena piitomnost
mikroplasti ve vzorcich moiské vody, kterd statisticky vyznamné rostla po dekddach méieni
od 60. let minulého stoleti. Tato pozoruhodna prace odstartovala aktivni badatelsky zajem o
plasty, jejich fragmenty a vliv na Zivotni prostiedi. Casem zagaly vznikat nové terminologie
pro detailn€jsi popis mikroplasti. Dodnes jsou nejcastéji pouzivanou definici mikroplastii
vSechny plastové ¢astice o velikostnim priméru od 1 nm az po 5 mm (Frias a Nash, 2019). Dale
v souvislosti

s jejich pivodem se mikroplasty rozd€luji na primarni a sekundarni.

2.1 Primérni mikroplasty

Primarni mikroplasty jsou castice plastl, které vstupuji do zivotniho prostiedi jiz
v mikroskopické métitku (vySe uvedeném). Zdroji téchto mikroplastii jsou zejména: cilené
vyrobené mikroplasty v produktech, mikroplasty vzniklé jako vedlejsi produkt, nebo Castice
neumyslné vypusténé do Zivotniho prostedi (Sundt et al., 2014).

Mezi cilené vyrobené primarni mikroplasty lze zatadit produkty pro konzumni
a industridlni ucely. V konzumnich produktech se s nimi setkavame u vyrobki osobni péce pod
pojmem mikrocastice ¢i mikroskopické exfolianty, které jsou piimési v téchto produktech
a plsobi v nich jako ¢astice vhodné pro mechanické ¢isténi obliceje a téla, ¢i zkrasleni. Jsou to
naptiklad peelingové gely a scruby, zubni pasty, holici pény, tipytky, make up atd. (Fendall &
Sewell 2009). Mezi dalsi konzumni produkty Ize zatadit 1 protiskluzova prachova média, tonery
do tiskaren atd. Ostatni cilen€ vyrobené produkty obsahujici mikroplasty pro industrialni ucely
pfedstavuji abrazivni média pifi Stérkovani, piskovani a pii dalSich procesech vyuzivany
v lodénicich a primyslovych vyrobnach. Primarni mikroplasty jsou pfitomny 1 ve specialnich
chemikaliich a volejich pro ropny primysl nebo v textilnim potisku odévii. Mohou
se vyskytovat i ve zdravotnickych potiebach a jejich aplikacich, jakozto v potfebach pro zubni
ordinace a dalSich (Sundt et al., 2014).

Primarni mikroplasty jako vedlej$i produkty vznikaji pii procesni vyrobé zejména
v méstském, primyslovém, dopravnim, stavebnim a zemédélském primyslu, ale 1ze sem

zafadit 1 mikroplasty vzniklé v domdécnostech. Patfi k nim zejména prachové Castice
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pii malovani budov, opravé aut, fezani, lakovani a vytvafeni plastovych materialt a jejich
voskovani (napt. lyzi), Castice uvoliujici se z pneumatik beéhem dopravy na silnicich,
ale 1 netkand polypropylenova textilie vyuzivand pro mulcovani v zemédélstvi.
V domécnostech se jednd o prachové castice znabytku, podlah a plastovych piedméti.
Diilezitym zdrojem mikroplastii z domacnosti jsou i vldkna ze syntetickych textilnich tkanin,
jez se uvolnuji pti noseni a prani (Sundt et al., 2014). Podle odhadt je prani syntetickych textilii
a tepla pii prani se uvolnuje obrovské mnozstvi vldken, ktera se pak dostavaji do odpadnich
vod jako mikroplasty (Boucher & Friot 2017). Nedavnad studie ukazala, ze mnozstvi
mikrovldken uvolnénych béhem prani se pohybuje od 124 do 308 mg na kg vyprané tkaniny
v zavislosti na typu vypraného odévu, coz odpovida poctu mikrovldken v rozmezi od 640 000
do 1 500 000 (De Falco et al., 2019).

V neposledni fadé¢ dochdzi k uvolnéni mikroplasti do zivotniho prostiedi netimysing,

a to béhem mimotadnych udalosti (nehody, pozary), ¢i béhem transportu (Sundt et al., 2014).

2.2 Sekundarni mikroplasty

Sekundarni mikroplasty vznikaji rozkladem vétSich plastovych vyrobkd na mens$i o daném
velikostnim rozsahu pfirozenymi procesy zvétravani az po vstupu do zivotniho prostiedi
(Boucher & Friot 2017; Sundt et al., 2014). Vzniku sekundarnich mikroplasti piedchazi
nékolikastupniovy proces rozkladu vétsiho plastového odpadu na mensi fragmenty. Mezi
hnacimi silami tohoto procesu jsou fotooxidace, ktera oslabuje strukturalni integritu materialu;
termodegradace, k niz dochazi pti zahtivani plastového odpadu slune¢nim zarenim nebo pfi
pozarech; fyzikalni sily, jako je plisobeni vin a vétru a mechanicky otér piskem a kameny.
V neposledni fad€ patii mezi pficiny vzniku sekundarnich mikroplastl i biodegradace, ackoli
se miiZze zdat zanedbatelnd, tak v ptipadé biologicky rozloZitelnych plasti bude hrat vétsi roli
(Napper & Thompson, 2019; Zhang et al., 2021). Lokalni zastoupeni jednotlivych typt
mikroplasta zavisi do znacné miry na tom, jak dobfte je provadéna recyklace plastového odpadu
v oblasti, kde mikroplasty vznikly. Podle hrubych odhadii v rozvinutych zemich Evropy nebo
Spojenych statl americkych mize byt zastoupeni jednotlivych typi mikroplastii (primarni vs.
sekundarni) ekvivalentni, zatimco v rozvojovych bude dominovat zejména zastoupeni

sekundarnich mikroplastii (Boucher & Friot, 2017; Wang et al., 2019).
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2.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti mikroplastii

Podle normy CSN EN ISO 472 je plast material obsahujici vyznamny podil
vysokomolekularniho polymeru, ktery Ize v urcitém stadiu zpracovani na kone¢ny vyrobek
v tekutém stavu tvarovat. Ne vzdy ale vyrobky z plastu obsahuji Cisty polymerni materidl. Ve
slozeni béznych plastovych materiali se nachazi zakladni polymer s riznymi "aditivy", coz
jsou chemické slouceniny piidavané za ucelem =zajisténi/zlepSeni vlastnosti, funkcnosti
a trvanlivosti polymeru u kone¢ného produktu. Ptidavaji se beéhem tvarovani polymeru,
a to vstfikovanim, vytlatovanim, vyfukovanim, vakuovym lisovanim atd. Nejcastéji
pouzivanymi aditivy v rtiznych typech polymernich obalovych materialti jsou: zmékcovadla,
zpomalovace hotfeni, antioxidanty, svételné a tepelné stabiliztory, maziva, pigmenty,
antistatické latky, kluzné latky a tepelné stabilizatory. Napiiklad deaktivatory katalyzatort
neutralizuji veskeré zbytky katalyzatorti, nukleatory zvySuji prahlednost pryskyfice a zkracuji
dobu zpracovani a pigmenty dodavaji rizné barvy. Antistatické¢ latky umoziuji odvadeét
statickou elektfinu z folie nebo dilu a pfidavek zpomalovacli hofeni umoziuje pouziti
polypropylenu v elektronice, stavebnictvi a dopravé. Ve foliich se bézné pouzivaji
protiskluzova a protierozni €inidla, kterd zabranuji jejich slepeni nebo pfilnuti ke kovovym
povrchim (Hansen et al., 2013; Hahladakis et al., 2018).

Tvar mikroplastii je dalsi dalezitou vlastnosti mikroplasti, ktera ovliviiuje jejich osud
v zivotnim prostfedi. Mezi nejCastéjsi tvary mikroplastii patii tlomky, pény, vldkna, pelety,
kuli¢ky, vlocky a folie. Tvar mikroplastil tésné souvisi s jejich piivodem, tlomky ¢asto vznikaji
rozpadem vétSich plastovych predmétii, vlakna se obvykle uvolnuji z textilii a kulicky se bézné
pouzivaji v produktech osobni péfe a v primyslovych procesech (Hartmann et al., 2019).
S tvarem souvisi 1 schopnost mikroplastl pfenosu na vétsi vzdalenosti a schopnost sedimentace.
Mikroplastova vlakna mohou diky svému podlouhlému tvaru a vy$§imu koeficientu odporu byt
déle vznasena ve vodnim sloupci nebo ve vzduchu a jsou pienaSena na del$i vzdalenosti
ve srovnani s kulovitymi mikroplasty o stejné velikosti (Xiao et al., 2023).

Rozdilna hustota mikroplastii v zavislosti na jejich typu polymeru muze odlisit jejich
osud v zivotnim prostfedi. To kromé& vSeho urcuje i1 biologickou dostupnost mikroplasti
ve vodnim sloupci, a proto se muze typ pozieného plastu u jednotlivych organismi lisit. Rizné
polymery maji riiznou hustotu a n&které i vétsi hustotu, nez moiska voda (p>1,02 g cm™),
k nim patfi napiiklad polyvinylchlorid (PVC) se specifickou hustotou 1,38-1,41 g cm ™, nebo
polyethylentereftalat (PET) se specifickou hustotou 1,34-1,39 g cm™>, coz zplisobi jejich pokles

ve vodnim sloupci a akumulaci v bentickém prostfedi a dnech mofti a oceani (Wright et al.,
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2013; Weber et al., 2018; Surendran et al., 2023). Tyto mikroplasty jsou pak biodostupné
pro benticka spoleCenstva. Naopak planktivorni organismy, ktefi obyvaji vrchni ¢ast vodniho
sloupce, pravdépodobnéji poztou ostatni plovoucimi plasty, jejichz hustota je nizsi nez hustota
vodniho prostiedi, ve které se nachazi (Wright et al., 2013). Mezi n¢ patii nejcastéji polyethylen
(PE) se specifickou hustotou v rozmezi 0,91-0,93 g cm>, polypropylen (PP) o hustoté
0,85-0,94 g cm > &i polystyren (PS) o hustoté 0,96-1,05 g cm > (Erni-Cassola et al., 2019; Li
et al., 2016; Surendran et al., 2023).Ve védecké studii autorti Lobelle & Cunliffe (2011), bylo
experimentalné prokazano, ze 1 samotna hustota polymeru nemusi byt finaln€ urcujici pro vznos
a osud mikroplastl v akvatickém prostiedi a Ze pokud se zachyti do biofilmt, tak i ty nejlehci
polymery (PP, PE ¢i PS) mohou klesat ke dnu (Erni-Cassola et al., 2019). Védci testovali, jak
se bude chovat polyethylenovy sacek na potraviny v ptirodnich podminkach po expozici ve
2 m hloubce moftské vody v pfistavu. Za tii tydny se vytvoftil na sacku tak silny nanos biofilmu,
7ze diky nému cely sacek zacal klesat na dno navzdory pivodni hustot€¢ polymeru
(Lobelle & Cunliffe, 2011).

Mezi dalsi fyzikalné-chemické charakteristiky mikroplastii patii jejich barva. Plastové
polymery maji pfevazné bilou nebo prithlednou barvu, ale pfi vyrobé plastovych vyrobkl
se do téchto polymert mohou ptidavat i barviva, kterd upravuji jejich estetické nebo praktické
vlastnosti (Pastorelli et al., 2014). Pigmenty v plastech mohou pisobit i jako ochrana proti
slune¢nimu zafeni tim, ze absorbuji svétlo, ¢imz zabranuji fotodegradaci a prodluzuji Zivotnost
vyrobkll. Zaroven i rizné barvy mohou byt nachyInéjsi k fotodegradaci vice nez jiné. Naptiklad
modré pigmenty maji tendenci rychleji fotodegradovat nez cervené ¢i Zluté. Proces degradace
plastt mize byt dale ovlivnén sytosti barvy materidlu. Tmavsi pigmenty maji siln€jsi absorpci
svétla a niz8i propustnost UV zafeni, ¢imz poskytuji lepSi ochranu pied fotodegradaci
a zpomaluji proces starnuti (Zhao et al., 2022; Marti et al., 2020). Kromé toho se barva plasti
mizZe ménit po vystaveni slune¢nimu zafeni v ¢ase, coZ se nejprve projevi jejich odbarvenim

nebo vybélenim a nésledné zeZloutnutim nebo zhnédnutim (Micheluz et al., 2021).

2.4 Toxické vlastnosti mikroplast

V soucasné dobé mnozstvi védeckych studii zabyvajicich se toxicitou mikroplasti vyznamné
roste. Toxicita mikroplasti je zkouména u organismii pivodem z rtznych biotopt,
at’ uz motskych, sladkovodnich, u terestrickych obratlovci ¢i bezobratlych (de Sa et al., 2018;
Lietal., 2016). Diky rozmanitosti mikroplasti z hlediska jejich velikosti, tvarii a typii polymert
jsou vysledky jejich toxicity velmi rliznorodé (Ziajahromi et al., 2018; Foley et al., 2018).

Dokonce nékteré studie uvadéji, ze toxicita mikroplastii nebyla pozorovana u nékterych druha
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bezobratlych navzdory tad¢ jinych védeckych publikaci zaméfenych na stejné sladkovodni
druhy (Weber et al., 2018).

V literatute se objevuji dva terminy tykajici se toxicity zplisobené mikroplasty
u organismu. Zaprvé se jedna o pfimou toxicitu mikroplasti, ktera je zpiisobena diky jejich
mikroskopické velikosti a nepravidelnému tvaru. Zadruh¢ je to nepfima toxicita, spojena at’ uz
s latkami cilené pridanymi do plastd béhem jejich vyroby (aditiva), ¢i schopnosti plastl

sorbovat organické polutanty a tézké kovy na svlij povrch (Ding et al., 2021a).

2.4.1 Pfima toxicita

Klicovym faktorem, ktery ptispiva k biologické dostupnosti mikroplasti, je jejich mala
velikost. Troficky niZ§i organismy, napf. filtratofi ve vod€, maji omezenou potravni selektivitu,
a tak zachycuji vSe v oné mikroskopické velikosti. U vysSich trofickych organisma — napf.
planktivornich ¢i jinych predatorti, dochazi at’ uz k pozieni kofisti s mikroplasty v téle,
¢i rovnou k zaméné mikroplastu za piirozenou kotist (Moore 2008; Jeong a Choi 2019).
Po pozieni muze dochdzet v téle organismu k fyzikalnim, fyziologickym a ekotoxickym
ucinklim. K disledkiim fyzikdlniho plsobeni mikroplasti na vodni organismy lze zatadit
poskozeni bun¢k a bunécnych stén a membran, poruseni traviciho systému, poruchu piijmu
potravy, omezeni v pohybu, potlaCeni rlstu, behaviordlni zmény (snizeni reprodukce
a potlaceni fitness €1 instinktu k preziti) a mortalitu (Lei et al., 2018; Ding et al., 2021b; de Sa
et al., 2018). Fyziologické Uc¢inky souvisi se zménou ¢i naruSenim né&jakych organti, napt.
mechanické poskozeni Zaber, jater, o¢i a mozku (van Pomeren et al., 2017; Ding et al.,
2018).Vedlejsimi ekotoxickymi ucinky tohoto pulsobeni jsou pak oxidativni stres,
neurotoxicita, zmény enzymatického systému, zanétlivé procesy atd. (Ding et al., 2021b).
Ackoliv se mikroplasty dostavaji do t&l organisml skrze cely potravni fetézec, diky
mechanismu bioakumulace jejich koncentrace stoupé s vyssi trofickou trovni. Lidé tak mohou
byt vystaveni dasledkim tohoto mechanismu skrze potravni fetézec a potencidlné piijimat

nejvyssi koncentrace (Bhutto et al., 2023).

2.4.2 Nepiima toxicita

Mikroplasty mohou obsahovat fadu latek, aditiv, které se do nich piidavaji béhem vyroby.
Ptikladem ptidané toxické slouceniny do plastu je bisfenol A (BPA), ktery je prokdzanym
endokrinnim disruptorem s estrogennimi a antiandrogennimi ucinky. Pouziva se jako monomer

pro vyrobu polykarbonatu a epoxidovych pryskyfic (Hoekstra a Simoneau 2013) a jiz byla
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zdokumentovana jeho schopnost migrovat do okolniho prostiedi at uz z vétSich plastovych
materialii, tak i mikroplastti (Liu et al., 2019; Ehlert et al., 2008). Mezi dalsi rizikova aditiva
lze uvést plnidla, zmékcovadla, antioxidanty, stabilizatory a zpomalovace hoteni, pficemz
mnoh¢ z nich vzbuzuji obavy kvili své udajné toxicit¢ (Hermabessiere et al., 2017). U tady
bromovanych zpomalovact hoteni, vyuzivanych ke snizeni hoflavosti plastovych vyrobkii,
byla potvrzena karcinogenita, endokrinni disruptivita a neurotoxicita a pouze ¢ast z nich je
uvedena na seznamu Stockholmské umluvy o perzistentnich organickych polutantech (Feiteiro
et al., 2021; Linares et al., 2015).

Dalsim vyznamnym mechanismem, kterym mikroplasty vykazuji nepfimou toxicitu, je jejich
schopnost sorbovat znecist'ujici latky. Adsorpéni povrch mikroplastl, diky jeho hydrofobni
povaze, umoziuje sorpci Sirokého spektra polutanti. Jednd se naptiklad o sorpci
polychlorovanych  bifenylti, polycyklickych  aromatickych  uhlovodiki a  per-
a polyfluoroalkylovanych latek (Mato et al., 2001; Llorca et al., 2018; Wang et al., 2018; Cerna
etal., 2021). Studie Cerné a kol. zkoumala akumulaci polycyklickych aromatickych uhlovodiki
polyuretanovymi mikroplasty v kontaminované pudé. Po 28denni expozici bylo zjisténo,
ze koncentrace znecistujicich latek na povrchu mikroplastii je az 70krat vyssi nez koncentrace
polutantt p¥itomnych v kontaminované ptidé (Cerna et al., 2021). Kromé znegistujicich latek
mohou mikroplasty na svlij povrch sorbovat biofilm, ktery je vektorem dalSich patogent

a mikrobl pro jejich prenos (Zettler et al., 2013).

2.5 Vstupy mikroplast do Zivotniho prostiedi

Vstupy mikroplastli do zivotniho prostfedi jsou rizné. Bud’ pochazi z pevniny — terestrické
nebo zmoii a oceanli. Ke zdrojim z moiského prostfedi by se dal zaradit odpad z lodi
— prepravnich, obchodnich, rybaiskych — sité atd., ¢i vyletnich, pak i ropné ploSiny na motich
zne€iSt'uji ocedny a v neposledni fadé je do mofe vhazovan odpad — z anglického terminu
»ocean dumping®, vojensky, obecny, domaci a dalsi (Hammer et al., 2012). Hlavnimi
terestrickymi vstupy jsou diky antropogennim c¢innostem domovni aktivity, pramyslové
¢i zemédelské aktivity. Mikroplasty jsou roznaSeny pii sbéru komunalnich odpadt, transportu,
odpadnimi vodami z domadcnosti a pramyslu, povrchovymi ¢i podpovrchovymi odtoky
z krajiny ¢i vyluhy ze skladek nebo zavlaZzovanim ¢i obdélanim plidy v zemédélstvi a
pii aplikaci Cistirenského kalu. V neposledni fad¢ jsou mikroplasty 1 roznaseny vétrem
(Surendran et al., 2023; Hammer et al., 2012). Proto se d4 usuzovat, zZe se rozsitily jiz do vSech

slozek Zivotniho prostfedi — vody, pidy, vzduchu i sediment.
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2.6 Mikroplasty v Cistirenskych kalech

Cistirensky kal je pevny material, ktery vznika p¥i zpracovani a &i§téni odpadnich vod a je jejich
dalezitym vedlejSim produktem (Demirbas et al., 2017). Po jeho upravé v kalovém
hospodaistvi (stabilizace aerobni ¢i anaerobni, odvodnéni atd.) jej 1ze diky vysokému obsahu
zivin pouzit jako hnojivo nebo ptidni modifikator v zeméd¢lstvi a lesnictvi (Hatinoglu a Sanin,
2021). Soucasné v Ceské republice se Cistirensky kal vyuziva zejména k piimé aplikaci a
rekultivaci krajin a ke hnojeni (CSU, 2021). Dle vyhlasky &. 437/2016 Sb. (Zakony pro lidi
2016) musi tento vystupni kal spliiovat urcita kritéria, aby mohl byt dale vyuzivan. Mezi tyto
kritéria spada fada technickych podminek, meznich koncentraci vybranych rizikovych latek
v pudé, kde ma byt kal aplikovan, a i meznich koncentraci v samotném kalu. Jedna se zejména
o mikroorganismy (Salmonella spp., termotolerantni koliformni bakterie, enterokoky) tézké
kovy, halogenové organické slouceniny, polychlorované bifenyly (suma 7 indikéatorovych
kongeneril) a polycyklické aromatické uhlovodiky. Bohuzel tato vyhléska nestanovuje zadné
mezni koncentrace a limity pro mikroplasty. Mikroplasty pfitomné v kalu, ktery je pak
aplikovan v zivotnim prostiedi, se nakonec dostanou opét do zivotniho prostfedi a skrze
povrchovy ¢i podzemni odtok se mohou takto pfesouvat z pevniny do vodnich ekosystémi

(Hammer et al., 2012; Alavian Petroody et al., 2021).

2.6.1 Fyzikaln€ chemickeé vlastnosti mikroplastil v kalech

Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti mikroplastti, vstupujicich do ¢istiren odpadnich
vod, se mikroplasty odliSuji od sebe velikostmi, tvarem, barvou a typem polymeru.

Velikosti detekovanych mikroplast v kalech jsou rtzné. Ackoliv jsou casto
prezentovany 1 velké mikroplasty pfitomné v kalech (>500 pum), tak predstavuji obvykle jen
malou ¢ast vSech mikroplastii v téchto matricich (Gao et al., 2023a). VétSina mikroplasti
v kalech jsou ¢astice o velikostech <500 um (Lusher et al., 2017; Mintenig et al., 2017). Raju
et al. (2020) také zjistili, Ze mensi ¢astice (1,5-125 pm) se vyskytuji hojnéji nez velké Castice
(>250 um) v kalu z ¢istiren odpadnich vod. Podil vldken v kalu mize mit vliv i na velikostni
distribuci mikroplastli, protoze vlakna byvaji delsi nez mikroplasty jinych tvart (Gao et al.,
2023b).

Z hlediska tvaru byly detekovany nejcastéji fragmenty, vldkna, filmy, mikrokulicky,
pény, granule, pelety a dal$i nepravidelné tvary. OvSem dle védeckych studii jsou vldkna
a fragmenty detekovany nejhojnéji, a to nejen v kalech (Liu et al., 2022b; Hatinoglu a Sanin,

2021; Reddy a Nair 2022; Yaseen et al., 2022). Hatinoglu a Sanin dale shrnuli vyskyt

17



nejcastéjSich barev a typil polymert v Cistirenskych kalech. Porovnanim desitek studii ptisli
na to, ze nejcastéji jsou detekovany mikroplasty s barvou bilou (80 %), cernou a prithlednou
(70 %), cervenou a modrou (40%), zlutou a zelenou (30%), mnohobarevné (20 %) a barvami
Sedé, rizoveé, oranzove, tyrkysové a hnédé z 10 %. Daéle shrnuli 1 nejcastéji detekované
polymerni typy mikroplastii. Jednalo se o PE z 95 % a PP z 80 %, polyamidy (PA) ze 70 %,
polyestery (PES) z55 %, PET z45 %, PS z40 %, polyuretany (PU) z25 9%,
polymethylmethakrylat (PMMA) z 20 %, akryl z 20 %, PVC z 20 %, polykarbonat (PC) z 10
%, silikon z 10 %, smési PP/PE z 10 %, smés etylen-propylen-dienového kaucuku z 10 %,
akrylonitrilbutadienstyren z 10 %, styrene-isopren-styren (SIS) z 10 % a ostatni z5 %
(Hatinoglu a Sanin, 2021).

2.6.2 Pocet mikroplasti v kalech

Vysledky védeckych studii se od sebe odliSuji i mnozstvim detekovanych castic
v kalech. Pocet mikroplastli u vystupu odpadnich vod z Cistiren je jiny v zavislosti na rtiznych
podminkach, jako jsou zdroj odpadnich vod, troven provozu Cistiren (primarni, sekundarni
a terciarni linky), kapacita Cistirny, umisténi, region, rocni obdobi, srazky atd. (Conley et al.,
2019; Schnaak et al., 1997). Ackoliv u€innost Cisténi odpadnich vod z hlediska kontaminace
mikroplasty je vysoka a pohybuje se v ¢islech nad 90 % (Yaseen et al., 2022), mikroplasty pak
zustavaji ve vyuzivaném odpadnim kalu. Napiiklad Sun a kolektiv shrnuli mnozZstvi
mikroplasti detekovanych v kalech v deviti vé€deckych pracich. Jednalo se o kaly at’ uz
stabilizované v kalovém hospodafistvi, tak i surové z Cistiren odpadnich vod ze zemi Evropy,
Spojenych statt americkych i Ciny. Cisla se pohybovala od 50 do 170 000 &astic/kg kalu (Sun
et al.,, 2019). Dle jiné studie, zaméfené na mikroplasty v kalech z Cistiren odpadnich vod
po celém svéte, bylo shrnuto mnozstvi mikroplasti detekovanych v kalech od 0,23 do 10 380
castic/g kalu (Gao et al., 2023a). Do tietice report Lushera a kolektivu porovnal mnoZstvi
mikroplasti v odvodnéném kalu z osmi cistiren odpadnich vod v Norsku a pocet Castic

se pohyboval od 1701 do 19 837 ¢astic/ kg susiny kalu (Lusher et al., 2017).
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3. Detekce mikroplastii v kalech

Pro pochopeni rozsahu znecisténi pevnych vzorki zivotniho prostfedi mikroplasty hraje velkou
roli vybér spravné metody k odbéru vzorku, jeho preduprave, extrakci mikroplastli z matrice
ajejich nésledujici ucinné identifikaci a kvantifikaci. Navzdory rostoucim obavam ze znecisténi
neexistuje zadna standardni metoda, ktera by byla celosvétoveé uznavana a pouzivana pro jejich
detekci (Hatinoglu a Sanin, 2021). Pro analyzu mikroplastii v kalech bylo popsano nékolik
riznych metod s rlznou urovni zajisténi kvality, ale jejich nejednotnost ztézuje jejich
porovnatelnost (Okoffo et al., 2019). Navzdory této skutecnosti jsou kroky téchto metodik
podobné a spoleén¢ zahrnuji nejcastéji redukci ruSivé organické hmoty z hlediska
pozorovatelnosti mikroplastii, separaci mikroplasti od zbytku matrice naptiklad jejim

hustotnim rozdélenim a detekci chemickou ¢i fyzikalni metodou.

3.1 Uprava vzorku k analyze

Nejcastéji pouzivanymi metodami k odstranéni nebo redukei organickych latek ve vzorcich
kald jsou metody rozkladu peroxidem vodiku (H20O>) a Fentonova oxidace (Hatinoglu a Sanin,
2021). Kromé téchto dvou metod bézné pouzivanych k rozkladu organické hmoty se vyuzivaji
1 dalsi. Lusher et al. (2017) zjistili, Ze ze Ctyf nejbéznéjSich technik, tedy Fentonovy oxidace,
oxidace H202, a rozkladu pomoci NaOH nebo KOH, je Fentonova oxidace nakladov¢ i Casové
nejefektivnéj$i metodou redukce organickych latek ve vzorcich Eistirenskych kald. Podobné
Hurley et al. (2018) uvedli, Ze Fentonova oxidace zajistila u€¢inné odstranéni organickych latek
bez pozorovaného poSkozeni testovanych polymerti, kterymi byly ¢astice polypropylenu (PP),
nizko hustotniho polyethylenu (LDPE), vysoko hustotniho polyethylenu (HDPE), PS,
polyethylentereftalatu (PET), polyamidu (PA), polykarbonatu (PC) a PMMA.

Po odstranéni organické hmoty je dalSim krokem separace a izolace mikroplastli od
zbylé casti vzorku. Nejpouzivanéjsi technikou je vyuZiti hustotniho rozdéleni ¢astic vzorku
v nasyceném roztoku. Témito roztoky jsou nejéast&ji NaCl (1,2 g/cm?®) ZnCl» (1,5 — 1,7 g/em?),
ZnBr, (1,7 g/em?), CaCls (1,4 g/cm?) a Nal (1,8 g/cm®) (Li et al., 2019; Grause et al., 2022;
Quinn et al., 2017). Autofi studie Grause et al. (2022) testovali a optimalizovali flotaci
mikroplastl urychlenou centrifugaci s 10 g ptidy a 100 mg pfidanych mikroplastt o riznych
polymernich typech. Jejich vysledky potvrdily aplikovatelnost této metody pro flotacni
experimenty zejména pro pevné vzorky zZivotniho prostiedi. Li et al. (2019) uvedli, Ze existuje
piima umeéra mezi hustotou solného roztoku a poctem extrahovanych ¢astic mikroplastt. Podle

jejich vysledkl bylo mnozstvi vysokohustotnich polymeri v roztoku Nal vyssi nez v roztoku
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NaCl. Pti separaci mikroplasti ze vzorkl zivotniho prostiedi ovSem neni jasné, jak husté
polymery se budou v kalech nachazet, a tak autofi jiné studie navrhuji upfesnit vytéznost
flotatniho kroku metodou sekvencéni extrakce v Nal a ZnCl,, a to i pfes jejich vysokou
pofizovaci cenu a toxické vlastnosti (Silva et al.,, 2018; Okoffo et al., 2019). Po flotaci
mikroplasti jsou ¢astice v supernatantu oddéleny od zbytku matrice a filtraci pfeneseny na filtr

pro nasledujici kroky identifikace a kvantifikace (Bretas Alvim et al., 2020).

3.2 Analyza mikroplastt

Po ptedupravé vzorku a extrakci mikroplasti z pevné matrice jsou Castice identifikovany
a kvantifikovany fyzikalnimi ¢i chemickymi metodami.

Mezi fyzikdlni metody analyzy mikroplastl patii pozorovani objektd pod optickym
mikroskopem, pomoci fluorescencni mikroskopie ¢i skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM) a jeji doplitkové modifikace: elektronové disperzni spektrometrie (EDS) (Gao et al.,
2023a; Hatinoglu & Sanin, 2021). Podle studie Gies et al. (2018) bylo az 32,4 % podezielych
mikroplasti pod svételnym mikroskopem pozdé€ji potvrzeno jako polymerni ¢astice pomoci
infracervené spektroskopie. Proto vétSina studii kombinuje oboji techniky, jak vizudlni
k ptfedvybéru pravdépodobnych mikroplastovych castic z reprezentativni ¢asti vzorku, tak poté
i spektroskopickou metodu analyzy (Hatinoglu & Sanin, 2021). Navic je mozné pro odstranéni
miry subjektivity pfi vizualni charakterizaci pouZit k ptredvybéru ¢astic 1 test horkou jehlou,
ktery urcuje po priblizeni se k Castici, zda i je to plast vlivem zkrouceni plastové materidlu
v reakci na teplo (z anglického prekladu ,hot needle test™), nebo fluorescenénim barvenim
mikroplast (Beckingham et al., 2023; Maes et al., 2017; Maxwell et al., 2020).

K chemickym metodam detekce Ize zatadit spektroskopické a termo-analytické metody.
Spektroskopické metody patii k obvykle preferovanéjsim metodam z hlediska moznosti urceni
tvarli, barvy, velikosti ¢i poctu ¢astic ve vzorku oproti termo-analytickym destruktivnim
metodam. Spektroskopické metody zahrnuji infracervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci (FTIR) a vSechny jeji modifikace: FPA (zkratka z anglického nazvu focal plane
array - pole detektori v ohniskové rovin€), ATR (zkratka z anglického nazvu attenuated total
reflectance — zeslabena totalni reflektance) a mikro—FTIR (u-FTIR), Ramanovu spektroskopii
a jeji mikro-Raman (p-Raman) modifikaci a v neposledni fad€ 1 spektroskopii laser direct
infrared (LDIR). K termo-analytickym metodam se zafazuje pyrolyza s plynovou
chromatografii a hmotnostni spektroskopii (PYR-GC-MS), termdlni desorpce ve spojeni
s plynovou chromatografii (TED-GC-MS) a termogravimetrickd analyza (TGA) (Hatinoglu
a Sanin, 2021).
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Spravnou volba detekéni metody zéalezi 1 na pozadovaném vystupu a cili experimentu.

Shrnuté klady a zapory jednotlivych detekénich metodik jsou k dispozici viz Tabulka €. 1.

Tabulka ¢. 1 Metody pouzivané pro detekci mikroplastii, prevzato od Gao et al. (2023a) doplnéno dalsimi literarnimi zdroji
(Huppertsberg & Knepper, 2018; Mai et al., 2018; Wang & Wang, 2018).

Detek¢ni Vystupy Vyhody Nevyhody
metoda
Opticka = pocet Castic laciné, dostupné bez automatizace
mikroskopie = tvar nedestruktivni metoda nelze urcit typ polymeru
=  barva rychla analyza nachylné pro pochybeni pii
= velikost moznost pfedvybéru ¢astic uréovani syntetickych
k jejich ovéfeni materialti vs. pfirodnich
spektroskopickou analyzou
Fluorescenéni = pocet Castic laciné, dostupné nelze urcit typ polymeru
mikroskopie = tvar nedestruktivni metoda nachylné pro pochybeni
= velikost rychlé analyza kvili nespecifickému
moznost automatizace barveni materialu a ¢astic
snimani filtru hydrofobniho charakteru
nelze kombinovat
s Ramanovou spektroskopii
ATR-FTIR = typ vhodné pro identifikaci ¢asove€ naro¢na analyza
polymeru vétsich Castic (>500 um) z dtivodu nutnosti pre-
moznost analyzy bez selekce castic
predchozi upravy vzorku nelze aplikovat na
mikroplasty <500 pm
nutné chladit pfistroj
tekutym dusikem
p-FTIR = pocet Castic nedestruktivni metoda jednobodova analyza
= tvar analyza ¢astic az do pracna a ¢asove¢ narocna
=  Dbarva minimalni velikosti 10 pm analyza kvtli generovani
= velikost moznost automatického velkého poctu
= typ méfeni redundantnich spekter
polymeru relativné nizka vykonnost
identifikace, pokud jsou
mikroplasty zakryty jinymi
materialy
nutné chladit pfistroj
tekutym dusikem
FPA-FTIR = pocet ¢astic nedestruktivni metoda nakladnd instrumentace
= tvar vykonna analyza veskerych nutné chladit pfistroj
= barva plastovych ¢astic o tekutym dusikem
= velikost rozmérech
= typ > 20 pm
polymeru rychlejsi detekce nez jiné
typy FTIR
p-Raman = pocet ¢astic nedestruktivni metoda nutné chladit pfistroj
= tvar vhodné pro analyzu ¢astic tekutym dusikem
=  barva az do minimalni velikosti 1 méfena vibracni spektra
=  velikost um s vysokym rozlienim mikroplastt interferuji
= typ vetsi citlivost na nepolarni s biologickymi materialy,
polymeru funkéni skupiny barvivy a pigmenty
nedostatecnd automatizace
Casova naro¢nost
LDIR = pocet Castic vysoce automatizované nakladna insttumentace

- tvar

=  barva

= velikost

= typ
polymeru

méfeni

schopnost kvantifikace a
identifikace Castic

v relevantnich mistech a
bodech

schopnost zobrazeni vétsi
plochy filtri

knihovny spekter jesté
nejsou dostatecné rozvinuté
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bez nutnosti chlazeni
tekutym dusikem

SEM-EDS =  morfologie = vhodné pro analyzu ¢astic neposkytuje informace o
= prvkova az do rozméri nanometrt samotnych mikroplastech
analyza = obrazy vzorku s vysokym (druh, velikosti, barva)
rozlisenim neumoziuje kvantifikaci
=  vhodné pro zkoumani ¢astic ve vzorku
degradace mikroplasti ¢asova naroc¢nost pro
predupravu vzorku k
analyze
Pyr-GC-MS = typ =  vhodné pro analyzu ¢astic o destruktivni metoda
polymeru jakékoliv velikosti, idealni analyza pouze malého
= celkova zejména pro malé mnozstvi vzorku (0,1-0,5
hmotnost mikroplasty mg)
=  neznamé polymery vysledky méfeni
mikroplastt 1ze nezohlediuji pocet,
identifikovat porovnanim velikosti, tvary a barvu
hmotnostnich spekter se mikroplasti
standardy
=  miniméalni potfeba
predupravy vzorku
TED-GC-MS = typ =  minimalni potfeba destruktivni metoda
polymeru predupravy vzorku analyza pouze malého
= celkova = vhodné pro méteni vétsi mnozstvi vzorkd (0,1-0,5
hmotnost sady vzorkl mg)
= pfi pouziti TGA pece lze vysledky méfeni
zpracovat vétsi mnozstvi nezohlednuji pocet,
vzorkd, az 100 mg velikosti, tvary a barvu
mikroplasti
TGA, DSC = rychlé analyza destruktivni metoda

3.2.1 Kvantitativni fluorescen¢ni analyza

analyza vét§iho mnozstvi
(1-20 mg) vzorku oproti
PYR-GC-MS

vysledky méteni
nezohlednuji pocet,
velikosti, tvary a barvu
mikroplasti

vhodné pouze pro analyzu
PP a PE polymert

Fluorescenc¢ni barveni je jednou z novéjSich metod, které se vyuzivaji pro kvantitativni analyzu
a zobrazeni morfologie mikroplastli. Mezi studiemi panuje velka neshoda z hlediska jednotného
protokolu, nicméné pro fluorescencni barveni mikroplastl se nejvice vyuziva barvivo nilska
ervent (NC) (Shruti et al., 2022). Toto lipofilni fluorescenéni barvivo barvi mikroplasty diky
jejich hydrofobnim vlastnostem zplsobenym vicendsobnymi vazbami C-H v jejich
polymernich fetézcich. Molekuly NC vniknou dovniti polymeru a adsorbuji se na povrch &éstic
pomoci Van der Waalsovych sil (Maes et al., 2017).

Pro piipravu NC kbarveni mikroplastli je barvivo potiebné nejprve rozpustit
v organickém rozpoustédle, nejcastéji acetonu a methanolu. Déle se pouzivaji i hexan,
chloroform, ethanol a isopropyl alkohol. Ackoliv vétSina studii pouziva jedno rozpoustédlo

k pfipravé a vyslednému barveni mikroplastil, tak nékteré z nich kombinuji riizna rozpoustédla
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béhem pftipravy roztoku a jeho finalniho pouziti (Yaranal et al., 2021). Aby se zamezilo
kontaminacim, roztok NC by mé&l byt nové pfipraveny k planovanym experimentiim a pii jeho
vyrobé piefiltrovan pies sterilni filtr (Shruti et al., 2022). Vyslednd koncentrace NC
se pohybovala v literatufe mezi 1-1000 pg mL™ ! a doba barveni zhruba od par minut az po
desitky hodin. Nicméné Maese et al., 2017 pouzili koncentraci 10 ug mL~ ! NC a ¢as barveni
mikroplasti od 30 do 60 minut, ktery byl optimalni z hlediska rychlosti nabarveni a pomérem
ucinnosti barveni mikroplastii vs. rostoucimu signdlu z pozadi filtrii. Nékteti autofi uvadéji,
ze pomoci promichavani vzorka a zvysené teploty od 30 do 60 °C se zlepsila i€innost obarveni
a stabilizace fluorescencniho signalu na dobu delsi nez 2 mésice (Shruti et al., 2022; Lv et al.,
2019; Liu et al., 2022a). NejpouzivanéjSimi filtry pro fluorescencni barveni mikroplastt jsou
cerné filtry z PC nebo polytetrafluorethylen (PTFE) filtry (Shim et al., 2016; Lv et al., 2019).
Detekce mikroplastli na fluorescenénim mikroskopu probihd nejcastéji v rozmezi
excitacnich vinovych délek 450-490 nm (zelend/zluta fluorescence) a emisnich vinovych délek
od 515do 565 nm (Shruti et al., 2022). Po nafoceni filtru na fluorescennénim mikroskopu jsou
Castice analyzovany a kvantifikovany bud’to manudlné ¢i automatickou analyzou pomoci
pfislusného softwaru. Nejcastéji vyuzivanym neplacenym softwarem pro kvantifikaci
fluoreskujicich mikroplastli je Image J, ktery umi zprostfedkovat i automatickou analyzu

obrazu ze snimkt (El Hayany et al., 2022).

3.2.2  Kvalitativni analyza infracervenou spektroskopii

Studie Xu et al., 2019 uvadi, Ze v fad¢ publikaci byly nejpouzivanéjsi techniky pro kvalitativni
analyzu FTIR spektroskopie ATR a jeji transmisni rezim. Pro analyzu mikroplasti se také
pouzivd zobrazovani na bazi FPA, kde je mnoho detektori umisténo v mftizkovém poli.
Po zméfeni spekter neznamé Castice je spektrum identifikovano porovnanim s udaji v referencni
knihovné polymert, napf. spektralni knihovné Omnic, knihovné polymert Nicodom, knihovné
Sadtler a knihovn¢é materidli Shimadzu, nebo s knihovnou spekter siMPle (Jia et al., 2022).
Nesoulad mezi riznymi pouZzitymi knihovnami vede opét k neporovnatelnym vysledkiim studii.
Navic nékteti autofi neuvadi vzdy podrobnosti o tom, jak bylo vypocteno skoére pro shodu nebo
podobnost porovnavani spekter (Xu et al., 2019). Druhou nejpouzivanéjsi metodou identifikace
Castice je porovnani spekter s literaturou. V ramci toho nékteti autofi neuvadéji algoritmy
pouzité pro srovnani spekter, zatimco jini prokézali, Ze ¢astice byly identifikovany alespoil na
zéklad¢ charakteristickych pikii funkcnich skupin polymerti. Tyto oblasti past piedstavuji
bézné vibrace pro skupiny CH (2980-2780), CO (1760-1670) a CH (1480-1400), které

se ovSem vyskytuji téméf ve vSech organickych latkach (Xu et al., 2019). Vizuélni porovnani
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ma navic nevyhodu v tom, Ze je pracné. V ostatnich studiich byla vytvofena vlastni knihovna
spekter se zndmymi polymery a naslednou korelaci (Xu et al., 2019). Je zfejmé, Ze tento piistup
muze vést k podhodnoceni vysledkii, pokud je knihovna tvofena s omezenym mnozstvim
pouzitych referencnich syntetickych polymert, tak 1 ptirodnich latek.

Zobrazovani FTIR na bazi FPA umoziuje rychlé pofizeni snimkt, avSak doba analyzy
je dlouhd, studie (Loder et al., 2015) uvadi, ze zméfit filtr o priméru 11 mm trvalo 10,75 h,
a tak ji nedoporucuji pro rutinni analyzu. Jedno z feSeni je zalozeno na bodovém mapovani,
kdy se analyzuje cely fez filtru sbérem spekter v rtiznych bodech podél miizky pomoci
motorizovaného stolku s pohybem po malych krocich (Képpler et al., 2016). Pro podporu
automatizované analyzy je ovSem dulezité ziskat informace o tom, kde se jednotlivé Castice
nachazeji. Proto studie Xu et al. (2019) doporucuje dva mozné piistupy k urceni soufadnic
castic. Zaprvé, vytvorit si obrazovou mozaiku v bilém svétle ziskaném z kamery mikroskopu
nad mapovaci oblasti, ¢i zadruhé provést rychlé predbézné skenovani s kratkou integracni
dobou a nizkym spektralnim rozliSenim.

Citlivost pfi méteni spekter ¢astic pomoci FTIR analyzy na pfirozenou ¢i indukovanou
fluorescenci, pigmenty a barviva je nizka oproti Ramanové spektroskopii (Gao et al., 2023b;
Lvetal., 2019), a tak se nabizi i moZznost kombinace piredvybéru ¢astic pomoci fluorescencniho
barveni a nasledné kvalitativni ovéteni Castic spektroskopicky obdobné, jako to testovali

ve studii Grause et al. (2022) s pidni matrici.
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4. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodicky protokol extrakce mikroplasti
z Cistirenskych kalii. Tento protokol vznikal testovanim a zlepSovanim jednotlivych krokt
opakujicich se v metodikach védeckych publikaci za tucelem racionalizace pouzitych
parametrtl, pfistroji, ¢inidel atd. Cistirensky kal byl vybran z hlediska komplexity matrice
v obsahu organicky latek a zaroven diky vysokému potencialu vyskytu mikroplasti.

Proces digesce byl koncipovan tak, aby zodpovédél, jak efektivné je v prabehu Casu
odstranovana organicka hmota z kalii prostfednictvim Fentonovy reakce. Dalsi kroky byly
validovany pomoci testi s uméle vytvorenymi mikroplasty, které z hlediska svych
heterogennich tvarti pfidavaly vyssi relevanci z pohledu simulace redlnych mikroplasti
ptitomnych v zivotnim prostfedi. V ostatnich publikacich jsou metodiky validovany zpravidla
pomoci ndkladnych a tvarové homogennich kulovitych mikroplastl, ackoliv jiz bylo
prokézano, ze tvar mize mit vliv na celkovou vytéznost metodiky pfi jejim testovani. Vzhledem
k ¢asové naro¢nosti experimentl byl k pokustim vytéznosti flotace a celkové metodiky extrakce
vybran pouze jeden typ polymeru. Ke flotaci to byl polymer PET a k celkové vytéZnosti
polymer HDPE, ale vzdy ve dvou velikostnich frakcich 20—40 pm a 150-300 pm, které jsou
bézné detekovany v kalech. Ke flotaénim experimentéim v nasyceném roztoku Nal (1,8 g/cm?)
byl vybran polymer PET, jelikoz je to jeden z nejhustSich polymert vyskytujicich se v kalech,
a tak vysledek vytéznosti mlze potvrdit G€innost flotace nejen pro polymery s vysokou
hustotou, ale dle teoretické tivahy 1 pro polymery s niZ§i hustotou nez testovanou. K celkové
vytéznosti metodiky byl vybran polymer HDPE z hlediska jeho dominantniho vyskytu v kalech
a na zaklad¢ dobré odliSitelnosti od pozadi matrice a fluorescencéni odezvy. Ten byl uméle
pfidan ve zndmém mnozstvi do slepych vzorkl kald. Slepy vzorek kalu, ktery byl predem
zbaven organické hmoty a flotujicich ¢astic, mél pfipodobnit proces realné extrakce
mikroplastd z tohoto typu matrice.

Dalsim cilem této prace bylo provést kvalitativni a kvantitativni analyzu extrahovanych
mikroplasti z realného vzorku G&istirenskych kalti z Ceské republiky optimalizovanou
metodikou. Kromé toho byly popsany tvary detekovanych polymert v kalech.

Hypotézy:
1) Digesce Fentonovym ¢inidlem odstrani vétSinu organické hmoty v kalech do 24 hodin

reakce navzdory vysokému obsahu organickych latek.
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2)

3)

4)

5)

Castice polymeru PET o heterogennich tvarech a rozméru 2040 pum nebudou flotovat
v nasyceném roztoku Nal, at’ uz vlivem jejich malé velikosti, ¢i povahou vysoké hustoty
polymeru.

Vytéznost optimalizované metodiky extrakce castic HDPE z uméle kontaminovaného
kalu bude dostate¢na navzdory vlivu pfitomné matrice.

Nejvice se v analyzovanych Cistirenskych kalech budou vyskytovat polymery PE a PP,
které jsou v kalech dle dostupné literatury detekovany nejcastéji.

Z hlediska tvart mikroplastii budou v analyzovanych c¢istirenskych kalech pievazovat
vlakna, nikoliv fragmenty, kvili vysokym koncentracim vlaken v odpadnich vodach

predevsim z prani syntetickych materiala.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzity material, chemikalie a vybaveni

5.1.1 Standardy

Vysokohustotni polyethylenovy granulat
Nizkohustotni polyethylenenovy granulat
Polypropylenovy granulat

Sucha smés PVC K57 obsahujici stabilizaéni systém Ca-Zn

(bez zmékcovadel)
Polyethylentereftalatovy granulat

Polystyrenovy granulat

5.1.2  Chemikalie a materialy

Plastova sita pluriStainer s velikosti ok
1; 5; 10; 20; 40; 60; 100; 150; 300 um
Nerezova sita s viky spolu se zdchytnymi miskami

o velikosti ok 1 mm a 63 um

Kovové drzéky na filtry se vzorky
Sitoviny z nerezové oceli (316); typ vazby Nizozemska,
velikost ok 1 a 10 um

Nitrat celulozové filtry 0,2 um

Jodid sodny, rectapur GPR

Peroxid vodiku, p.a. nestabilizovany (30%)
Siran Zeleznaty heptahydrat, p.a.

Ethanol absolute

Aceton pro HPLC

Denaturovany lih (99%)

Kyselina sirova, p.a. (96%)

Siran zeleznaty heptahydrat, p.a.

Nilska cerven, N 3013
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GoodFellow, VB
GoodFellow, VB
GoodFellow, VB
Spolana, CR

GoodFellow, VB
GoodFellow, VB

PluriSelect, Némecko

Retsch, Némecko

MBU AV CR v.v.i,, CR
Shanghai Yinhong International
Trade Co.,Ltd, Cina
Whatman, VB

VWR, Francie
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

VWR, Francie

VWR, Francie
Lach-Ner, CR

Penta, CR

Lach-Ner, CR

Sigma Aldrich, USA



5.1.3 Piistrojové vybaveni

Vodni lazen

Vortex mixer ZX Classic VELP

Fluorescen¢ni mikroskop OV 100

FlashSmart CHNS/O Elemental analysis

Pec

Vakuové filtra¢ni zatizeni LABOPORT® N 86 KT.18
Kulovy mlyn 6775 Freezer/Mill®

MXS5 mikrovéha

Ultrazvukova elektronicka Cistici lazent U- 7STH
Magnetické michadlo

Lyofilizator

Infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci

Nicolet iN10

Centrifuga¢ni mlyn Retsch ZM 200
Analytické vahy Extend
Centrifuga Medifriger BL osazena

vykyvnym rotorem 7009079 nebo uhlovym rotorem 7001083

Cisti¢ka vzduchu Dyson Pure Cool TP0O

5.1.4 Software

Imagel2, verze 2. 9. 0. v rozSifeném balicku pro zpracovani

obrazu F1JI

Software siMPle, verze 1. 1. B

Referencni databaze siMPle, single spectra IR, verze 1.02

Program pro statistické vyhodnoceni dat R, verze 1386 4.3.2

Memmert, Némecko
Scientifica, Italie

Olympus, Japonsko

Thermo Fisher Scientific, USA
Memmert, Némecko

KNF, Francie

SPEX Sample Prep, VB
Mettler Toledo, Svycarsko
Esoson, Slovensko

Velp Scientifica, Italie

Labio, CR

Thermo Fisher Scientific, USA

Retsch, Némecko
Sartorius, Némecko

JP Selecta, Italie

Dyson Ltd., VB

National Institutes of Health; Laboratory
for Optical Computational Instrumentation,
USA

Aalborg University (Dansko) ve spolupraci
s Alfred Wegener Institute (Némecko)
Aalborg University (Dansko) ve spolupraci
s Alfred Wegener Institute (Némecko)

R Core Team, USA

5.2 Ptiprava chemikalii, materidlu a pracovni podminky

Vhodnym materidlem k filtracim a k detekci mikroplasti byla zvolena nerezova ocel (typ 316),

proto byla pofizena nerezova sitovina (Shanghai Yinhong International Trade Co.,Ltd, Cina),
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ze kter¢ byly nastfihany jednordzové filtry. Ty byly Ccistény v ultrazvuku v poradi
s: detergentem ve vodé¢; vodou a ethanolem vzdy po 15 minutich, po ultrazvuku byly
oplachnuty acetonem. Byl piipraven zasobni roztok iontli Fe*" navazenim 15 g heptahydratu
siranu Zeleznatého (FeSO4-7H20) do 1000 ml destilované vody (dH20) s ptidavkem 6 ml 96%
kyseliny sirové. Byly pfipraveny zdsobni nasycené roztoky jodidu sodného (Nal) o hustoté 1,8
g/cm?® odvazenim 184 g do100 ml dH,O za stdlého michani a teploty nad 25 °C. Pouzivané
roztoky (dH20, Nal a 20% ethanol v dH20) byly pied pouzitim filtrovany podtlakem jednou
ptes nitrocelul6zovy filtr (Whatman) o porozité 0,2 um a dvakrat pfes nerezovy filtr o porozité
1 pm. Byl ptipraven zasobni roztok Nilské ¢ervené (NC) v acetonu o koncentraci 1000 pg/ml,
ktery byl tfikrat filtrovan ptes stiikackové filtry z polytetrafluorethylenu (PTFE) o porozité
0,2 um. Zasobni roztok byl uchovavan pii —20 °C ve tm¢.

Pokusy probihaly v souladu s doporu¢enymi podminkami pro minimalizaci
kontaminace mikroplasty z okolniho prostfedi (oddélend mistnost s filtraci vzduchu — Dyson
Pure Cool TPOO, pouZivani pievazn€ kovovych a sklenénych nastrojl, prace v bavinéném
obleceni). Nadobi bylo umyto neplastovymi pomiickami s detergentem na nadobi a oplachnuto
ethanolem a acetonem. Sklenéné vialky pouzivané na fluorescen¢ni barveni vzorka byly

po umyti vypalovany na 400 °C v peci po dobu 4 hodin.

5.2.1 Filtrace vzorka

Vesker¢ filtrace vzorkli béhem experimentl nasledujicich po optimalizaci digesce (filtrace
od diges¢niho Cinidla; Nal €1 barviciho média) probihaly podtlakem pies sklenénou filtracni
aparaturu se sklenénou fritou a nerezovym filtrem (pfipravenym dle kapitoly vyse 5.2). Oplachy
vzorkl a pouzitych naddob se vzorky béhem vsech filtraci byly stanoveny jednotné na: prevedeni
vzorku do filtra¢ni aparatury, 5x oplach nadoby dH-O (%4 objemu nadoby), 5x oplach nddoby
cca 3 ml ethanolu, 5x oplach stén nélevky cca 1,5 ml ethanolu. V ptipadé€ oplachu od barviciho

média byl pfidavan ethanol dle potieby do odstranéni rezidualniho NC.

5.3 Optimalizace digesce

Tento experiment mél za cil zjistit optimalni ¢as pro dosaZeni nejvyssi G€innosti redukce
organického materialu v matrici kald. Podle literatury (Masura et al., 2015) byla zvolena
digesce za pfitomnosti Fentonova ¢inidla pii 60 °C (vys$si teplota by mohla vést k mozné
deformaci plastl). Jako ukazatele ubytku organické hmoty byly vybrany ubytek celkové

hmotnosti kalu a ubytek celkového dusiku. Pro experiment byly zvoleny tfi rlizné Cistirenské
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kaly z CR s oznagenim 1; 2 a 3, experiment byl proveden ve tiech paralelach v ¢asech digesce
1; 2; 4; 6 a 24 hodin. Jako kontrola slouzily neoxidované ptivodni kaly.

Kaly byly nejprve lyofilizovany. Po jejich vysuSeni a temperaci na laboratorni teplotu
byly homogenizovany ve tieci misce do formy sypkého prasku. Na analytickych vahach bylo
odvazeno priblizné piesn¢ 0,1000 g kali do sklenénych zkumavek. Reakce byla zapocata
piidanim 0,8 ml zasobniho roztoku ionti Fe?" a 0,8 ml 30% H»0,. Peroxid byl dale pfidavan
postupné (3x 0,8 ml po 15 minutach), aby se zamezilo ndhlym bouflivym reakcim a vyvoji
plynu, a tim ke ztratdm vzorku vypénénim. Pro zvySeni ucinnosti reakce byly vzorky mezi
piidavky peroxidu umistovany do pece o teploté 60 °C. Po uplynuti zvolené doby od pocatku
byla reakce zpomalena ponofenim vzorkti do ledové vodni lazné. Bezprostiedné poté byly
vzorky prefiltrovany na predem zvazené nitrocelulozové filtry s velikosti pora 0,45 pum
a oplachnuty od ¢inidel dH20. Vzorky po filtraci byly uschovany ve sklenénych Petriho
miskach v exsikdtoru, dokud nevyschly do konstantni hmotnosti. Poté byly zvédzeny i s filtry
s presnosti na 0,0001 g ke zjisténi ubytku celkové hmotnosti. Pro zjisténi ubytku celkového
dusiku bylo ze vzorkli odvazeno mnozstvi 3 mg na mikrovahdch MX5 (Mettler Toledo)
s presnosti na devét desetinnych mist do nerezovych tzkych kaliski. KaliSsky byly vlozeny do
pfistroje FlashSmart CHNS/O Elemental analysis (Thermo Fisher Scientific) a v ném bylo

sekvenéné zméfeno mnozstvi celkového dusiku v dané navazce.

5.4 Piiprava mikroplastii

Pro ucel vyroby vlastnich mikroplastli k validacim dalSich krokd metodiky byly vybrany
celosvétoveé nejrozsifenési polymery na bazi fosilnich paliv (PlasticsEurope 2023). Hlavnim
cilem vyroby vlastnich mikroplasti bylo dosdhnout podobnosti s readlnymi mikroplasty
z hlediska jejich tvarové a velikostni heterogenity, na rozdil od symetrickych a velikostné
homogennich ¢astic, které jsou bézné dostupné na trhu.

Granulaty HDPE, LDPE, PP, PS a PET byly zakoupeny spolu se smési suchého PVC
K57 obsahujici stabiliza¢ni systém Ca-Zn bez ptitomnosti zmekcovadel. Vyroba plastové
desky probihala na Ustavu makromolekularni chemie AV CR. Kolegové suchou smés nejprve
roztavili v laboratornim hnéti¢i Brabender Plasticorder W50 EH (Brabender, Némecko) pii 180
°C a rychlosti michdni 30 ot/min a nasledn¢ hydraulicky slisovali (Fontijne Grotnes,
Nizozemsko) pfi 180 °C stiidave pod tlakem 1,5 a 3,0 MPa. Z potizenych granulatd PP, PS,
LDPE, PET a vyrobené PVC desky byly namlety heterogenni smési mikroplastii za pouziti
centrifugacniho mlynu (Retsch, Némecko) pii 13 0000 ot/min. Chlazeni plastl tekutym

dusikem pted jejich mletim zvySilo kiehkost, snizilo lepivost a umoZnilo vytvoieni zejména
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mensSich velikostnich frakci. Pro polymer HDPE nebyl tento postup dostate¢ny, takze byly
namleté Castice ziskany na kulovém mlynu 6775 Freezer/Mill®, ktery byl poskytnut panem
doktorem Ing. Hynkem Benesem, Ph.D. z Ustavu makromolekuldrni chemie AV CR. HDPE
byl namlety béhem dvouhodinového programu s péti mlecimi cykly a funkcemi predchlazeni
piistroje tekutym dusikem a chlazeni plasti béhem mleti.

Namlet¢ heterogenni smési mikroplasti byly oddéleny mokrym sitovanim na jednotlivé
velikostni frakce: <I; 1-5; 5-10; 10-20; 20-40; 40—-60; 60—-100; 100-150; 150-300; >300 um
pomoci soustavy filtracnich sit na buiiky (PluriSelect, Némecko) a nosného média ethanolu.
Ten je chemicky inertni vii¢i vSem testovanym polymertim a diky jeho schopnosti smacet plasty
zabranoval shluku ¢astic béhem sitovani.

Do 40ml sklenénych vial byly odsypany heterogenni smési daného polymeru

a smichdny v objemovém poméru 1:9 sethanolem. Tyto suspenze byly promichavany
anasledn¢ presaty ptes soustavu filtracnich sit podtlakem. Vrstvy ¢astic na sitech byly priibézné
promyvany ethanolem, dokud nebyly prosety na nizsi urovné soustavy. Vzniklé frakce byly
kontrolovany kalibrovanym optickym mikroskopem a v pfipadné dale precistovany, dokud
nevymizely ¢astice o nezadoucich velikostech. Z vyslednych frakci byl pfebyte¢ny ethanol
odpaten pii pokojové teploté v digestofi.

Pro vyuziti ¢astic do dalSich experimentt byly ze suchych frakci mikroplast mensich
nez 100 pm piipraveny zasobni suspenze o koncentraci 1 mg/ml v ethanolu a uchovany
pii 4 °C.

Za Ucelem vytvoreni referencnich spekter byly vyuzity i starnuté mikroplasty: LDPE,
PVC, PET a PUR. Polymery LDPE, PVC a PET mleté na centrifugaénim mlynu z pofizenych
granulatd o velikostech < 300 pm, byly rtizné starnuté na Ustavu makromolekularni chemie
pod vedenim Ing. Hynka BeneSe, Ph.D. Ptiprava prvniho typu starnutych mikroplasti trvala
120 dni a zahrnovala termooxidacni starnuti pii 60 °C, ktery simuloval bohuZel neznamy cas
v ptirodnich podminkéach. Druhy typ starnuti probihal 28 dnd v meteorologické komote Atlas
Ci 3000+ Weather-Ometer (Atlas, USA), kterd simulovala degradaci mikroplastl ptiblizné
5 mésict v pfirodnich podminkach. V komote byly mikroplasty urychlené¢ degradovany béhem
stiidavych fazi suchych svételnych (102 minut, zafeni xenonové vybojky o vinové délce
295-800 nm s intenzitou 0,5 W-m—2 pii 340 nm) a temnych vlhkych podminek (faze
se skrapénim 18 minut s 60% vlhkosti). Poslednim starnutym a nestarnutym polymerem byly
castice PUR a Bio PUR, ktery mi byly poskytnuty kolegy z Mikrobiologického ustavu
Akademie véd CR. Tyto polymery byly vytvofeny ve spolupraci s panem doktorem Ing.
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Hynkem Bene$em, Ph.D. z Ustavu makromolekularni chemie AV CR a starnuté verze

polymeru simulovali zhruba 6 mésict v ptirodnich podminkach.
5.5 Fluorescen¢ni barveni mikroplast

5.5.1 Protokol barveni Nilskou ¢erveni

Vsechny testované mikroplasty a redlné vzorky kalu byly barveny dle stejného protokolu, a to
ve sklenénych vialkach s 15 ml barviciho média obsahujiciho fluorescenéni barvivo NC
(10 pg/ml), 20% ethanol, 1% aceton a dH>O. Vzorky byly nejprve ptedehtaty pii 60 °C po dobu
30 minut, poté byly vzorky barveny dalSich 30 minut stale pii 60 °C v peci, nasledn¢ byly
ponechany ve tmé temperovat na pokojovou teplotu. Po temperaci byly filtrovany (5.2.1)

ptes filtry z nerezové oceli (porozita 1 um).

5.5.2 Detekce na fluorescen¢nim mikroskopu

K analyze fluorescence mikroplastl po nabarveni NC byl vyuzit fluorescenéni mikroskop OV
100 (Olympus). Fluorescence castic byla pozorovana u n¢kolika vybranych velikostnich frakci
(5-60; 60—300 um) polymerat HDPE, LDPE, PET, PVC, PP a PS. Mikroplasty byly foceny
s pfiblizenim 4x. Poté probéhla optimalizace detekce fluorescence tak, aby vSechny testované
polymery viditeln¢ fluoreskovaly za stejné¢ nastavenych podminek. Excitani svétlo bylo
vysledné nastaveno na 460—490 nm podle nejintenzivnéjsi svitivosti mikroplastli, emisni svétlo
bylo detekovéano v zelené oblasti viditelného spektra. Doba expozice byla 50 ms, ptipadné niZsi
(dle intenzity fluorescence). Dalsi parametry byly nastaveny tak, aby byla zachovéana svitivost

¢astic mikroplastli a zaroven byla minimalizovana svitivost necistot a pozadi.

5.6 Optimalizace flotace

Pro optimalizaci flotaéniho kroku byl vybran nasyceny roztok Nal (1,8 g/cm?®), ktery byl
idealnim flotatnim c¢inidlem 1 pro nejhustS$i druhy polymera. Flotace probéhla urychlené
centrifugaci v centrifuze Medifriger BL (JP Selecta). Zvolenym polymerem pro flotacni

experimenty byl polymer PET kviili své vysoké hustot& (1,38 g/cm®).

5.6.1 Optimalizace flotace s ¢asticemi PET

V tomto experimentu byly pro zjisténi vytéznosti kroku flotace testovany dve velikostni frakce
PET c&astic (Tabulka ¢.2). Knim byly provedeny kontroly se zndmym mnoZstvim Castic

(100 % castic), které byly zpracovany separatné bez flotacniho kroku — byly rovnou nabarveny
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NC dle protokolu a piefiltrovany. Negativni kontroly (bez mikroplastil) byly zpracovany
paralelné s ostatnimi vzorky experimentu, u kterych flotace probéhla. Vysledna vytéznost byla
korigovana o pocet fluoreskujicich ¢astic v negativnich kontrolach. Vsechny typy vzorka byly

testovany ve Ctyfech paralelach (Tabulka ¢.2).

Tabulka ¢.2 Schéma flotacniho experimentu s polymerem PET

Vzorek Velikost PET  Hmotnost Pocet paralel
dastic PET c¢astic na
[pm] vzorek
[ngl
PET - Kontrola (100 %) 20-40 1,25 4
PET - Flotace 20-40 1,25 4
Negativni kontrola / 0 4
PET — Kontrola (100 %) 150-300 500 4
PET — Flotace 150-300 500 4
Negativni kontrola / 0 4

Pro optimalizaci flotace PET Castic o velikostech 20—40 pum byl vyuzit zasobni roztok polymeru
25 ug/ml v ethanolu, ze kterého bylo pipetovano 50 pl do centrifugagnich zkumavek. Castice
z frakce 150-300 pm byly navaZeny rovnou do centrifuganich zkumavek s pfesnosti
na 0,0001 g. Do dvou negativnich kontrol bylo pfidano 50 pl ¢istého ethanolu, do dvou nebylo
piidano nic. Poté byl ke vzorkiim pfidan nasyceny roztok Nal a vzorky byly vortexovany.
Nasledné byly centrifugovany v centrifuze Medifriger BL (1h, 4000 g, 27 °C). Po skonceni
centrifugace byla vrchni vrstva s flotovanymi ¢asticemi (supernatant) sbirana opatrnym odlitim
spolu se zhruba polovinou objemu Nal ve zkumavkach. Vzorky byly opét vortexovany, Nal byl
doplnén a postup centrifugace byl jesté¢ dvakrat zopakovan. Ziskany supernatant obsahujici
mikroplasty byl prefiltrovan, aby byl odstranén roztok Nal. Obsah vzorkl na filtrech byl
prenesen do nové vialky oplachem 15 ml 20% ethanolu. Nésledné byly vzorky nabarveny NC
a prefiltrovany. Filtry se vzorky byly umistény na mikroskopicka sklicka a uchovavany v temnu
aZ do provedeni fluorescencni analyzy (max. 4 dny). Vzorky s vyflotovanymi mikroplasty byly
dale kvantitativné analyzovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu (5.5.2). Fluoreskujici
Gastice z potizenych snimki byly spoditiny manualng s pomoci programu ImageJ2. Castice,
které vykazovaly velikost v rdmci rozmezi testované frakce a slab¢ Sedou az bilou barvu

na ¢erném pozadi snimki, byly zapocitdny mezi fluoreskujici mikroplasty.

33



5.6.2 Optimalizace flotace s ¢asticemi PET a ultrazvukem

Na zaklad€ nedostate¢né vytéznosti flotace s PET Casticemi o velikostech 20—40 um (Obrazek
¢. 5) byl postup pozménén pro dosazeni vyssi vytéznosti. Nejprve byla zkoumana pticina, poté
byl do metodiky piidan proces ultrazvukovani filtru po filtraci vzorkti od roztoku supernatantu
s Nal, ktery mél za ucel pomoct uvolnit zachycené ¢astice z tkaniny filtru.

Pticina nulové vytéznosti flotace byla zkoumdna experimentem oplachovani astic
z filtru po jejich filtraci od nasyceného roztoku Nal. Samostatny vzorek s ¢asticemi PET
(20—40 um) byl nabarven NC a prefiltrovan na filtr. Poté byla plocha filtru oplachnuta 15 ml
20% ethanolu stejné jako v prvotnim flotaénim pokusu (5.6.1) do nové vialky. Piivodni filtr byl
uschovan, obsah vialky byl piefiltrovan na novy filtr. Céstice na obou filtrech byly detekovany
na fluorescencnim mikroskopu. Podle vysledkii (Obrazek €. 5) byl testovan novy zptsob

kvantitativniho pfenosu cCastic zfiltru do 20% ethanolu pomoci ultrazvukovani

(
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Tabulka €. 3). Vzorky s ¢asticemi o velikostech 20—40 um v roztoku Nal byly nejprve
prefiltrovany na filtr a poté i s nim ponoteny do 5 ml 20% ethanolu. Filtr byl ultrazvukovan
5 minut a poté byl vyjmut a do stejné zkumavky oplachnut 10 ml 20% ethanolu. Poté byly
vzorky barveny NC i s pfipravenymi kontrolami se 100 % &astic, prefiltrovany a detekovany
na fluorescencnim mikroskopu.

Experiment pro vytéznost flotace s ¢asticemi PET o velikosti 2040 pm byl zopakovan
dle ptedchoziho (5.6.1) s vyjimkou pfidani kroku s ultrazvukem. Experiment byl proveden
v paralelach a obsahoval opét jak kontrolni vzorky se 100 % castic, tak 1 negativni kontroly
(Tabulka €. 4). Pro uptesnéni pficin dalSich ztrat c¢astic béhem flotace byly zbylé sedimenty
(vzorky neobsahovaly pevnou matrici, pouze Nal a mikroplasty) testovanych vzorkt po flotaci
zachovény. JelikoZ polymer PET bylo mozné nabarvit NC i v pfitomnosti Nal, sedimenty
testovanych vzorkd byly pfeneseny do sklenénych zkumavek, byl k nim ptfidan ethanol
(vysledny obsah 20 %) a byly obarveny NC dle protokolu, pfefiltrovany na filtr a detekovany

na fluorescen¢nim mikroskopu.
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Tabulka ¢. 3 Schéma experimentu ovéreni ucinnosti kvantitativniho prenosu castic PET o velikostech 20-40 ym z nerezového
filtru o porozité 1 um.

Vzorek Velikost PET  Hmotnost Pocet paralel
¢astic PET c¢astic na
[pm] vzorek
[ng]
PET — Kontrola (100 %) 2040 1,25 3
PET — Oplachnuty filtr 2040 1125 1
PET — Obsah oplachu filtru 2040 1
PET — Vytéznost prenosu ¢astic 2040 1,25 3

z filtru po ultrazvuku

Tabulka ¢. 4 Schéma experimentu optimalizované flotace castic PET o velikostech 20—-40 um s pridanym krokem ultrazvuku.

Vzorek Velikost PET  Hmotnost Pocet paralel
¢astic PET ¢astic na
[pm] vzorek
[ngl
PET — Kontrola (100 %) 2040 1,25 4
PET - Flotace s ultrazvukem filtru 2040 1,25 4
Negativni kontrola / 0 4
Sediment po flotaci 2040 / 4

5.7 Vytéznost celé metodiky

Pro nésledujici experiment vytéZnosti celé metodiky byl vybran polymer HDPE

(p = 0,93 — 0,97 g/cm®), ktery je jednim z celosvétové nejrozsitendjsich polymert (Plastics
Europe, 2023). Ten byl testovan ve dvou velikostnich frakcich: 2040 a 150-300 pm.
Pro simulaci redlnych podminek extrakce castic z kalu byl HDPE vnesen do pfedem
pfipravené¢ho slepého vzorku matrice, tedy cCistirenského kalu, u kterého byla provedena
homogenizace, digesce a flotace, pficemz za slepy vzorek matrice byla oznafena ta Cast kalu,
ktera pii flotanim kroku zlstala v sedimentu. Takto pfipraveny vzorek kalu byl tedy
potencidlné zbaveny mikroplasti. V ramci pokusu byly vytvofeny kontroly se 100 % castic,
které byly zpracovéany separatné — barveny NC a piefiltrovany. Negativni kontroly (bez matrice

a bez ptfidanych mikroplast) a vzorky matrice bez mikroplasti s uméle ptidanymi HDPE
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¢asticemi byly zpracovany paralelné s ostatnimi vzorky experimentu, u kterych probéhl cely

postup.

5.7.1 Ptiprava slepych vzorkd matrice

Pro tento experiment byl vyuZity dostupné kaly z &istiren odpadnich vod v CR. Kaly byly
nejprve lyofilizovany a homogenizovany ve tfecich miskach. Poté byly separatné rozd€leny
na nomindlni frakce A: <63 um a frakce B: 63 pm—1 mm, suchym sitovanim pfes soustavu
nerezovych sit (Retsch), dokud se jednotlivé frakce viditelné nepiestaly prosévat na nizsi
uroven. Z kazdého piesitovaného kalu bylo odvédzeno piiblizné presné¢ 0,1000 g a stejné
nominalni frakce byly smichany dohromady (obé na mnozstvi 1 g). Smésné frakce kalu A 1 B

byly podrobeny digesci Fentonovym ¢inidlem dle nasledujiciho schématu (Tabulka €. 5).

Tabulka ¢. 5 Schéma postupu pri oxidaci 1 g nomindlnich frakci kalit A i B.

Cas reakce Objem pridaného Objem

[min] roztoku ionti Fe?* p¥Fidaného 30% H:0:
[ml] [ml]

0 8 8

15 8 8

30 / 16

45 / 16

60 / 16

240 Zastaveni reakce

Reakce probihala celkem 4 hodiny v teplé vodni lazni pti 60 °C a byla zastavena filtraci vzorkd.
Obsah prefiltrovanych vzorki byl seSkraban z filtrGi a vloZen do centrifugacnich zkumavek
1 s nasycenym roztokem Nal. Vzorky byly homogenizovany za pouziti vortexu a ultrazvuku
po dobu 1 minuty. Poté byl obsah flotovan béhem hodinové centrifugace pti 4000 g a 27 °C.
Po skonceni byla vrchni vrstva flotovanych castic opatrné odlita spolu se zhruba polovinou
objemu Nal ve zkumavkach. Vzorky byly opét vortexovany, Nal byl doplnén do zkumavek
a postup flotace centrifugaci jesté¢ dvakrat zopakovan. Po posledni flotaci byla spodni vrstva
nevyflotované ¢asti kalu po Castech prefiltrovana (5.2.1) a nasledné vysuSena pii 30 °C v peci

do konstantniho hmotnosti. Jednotlivé ¢asti byly po vysuSeni smichany a homogenizovany
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ttenim opét do sypké formy. Takto pfipravené smésné vzorky byly oznaceny jako Slepy vzorek

matrice A a Slepy vzorek matrice B.

5.7.2  Celkova vytéznost metodiky

Ptipravené slepé vzorky matrice byly odvazeny po pfiblizné piesné 25,0 mg do zkumavek
a tyto vzorky byly uméle kontaminovany znamym mnozstvim mikroplasti z HDPE polymeru

(
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Tabulka €. 6). Mikroplasty obou velikostnich frakci (2040 pm a 150-300 um) byly pipetovany
ze zasobnich roztokli v ethanolu, do samotnych slepych vzorkdi  matrice
a negativnich kontrol bylo pipetovano ptislusné mnozstvi ethanolu. Zkumavky byly vlozeny
do pece pii 30 °C, aby doslo k odpafeni ethanolu. Poté byly vzorky podrobeny digesci
Fentonovym ¢inidlem za stejnych podminek jako pfti tvorbée slepych vzorki matrice (Tabulka
¢. 5), pouze s tou vyjimkou, ze bylo pouzito dvacetinové mnozstvi Cinidel a roztokti. Reakce
byla zastavena filtraci vzorkt a poté byly filtry vlozeny do centrifugacnich zkumavek. Nal byl
piidan tak, aby byl filtr ponotfeny, a vzorky byly ultrazvukovany 5 minut. Poté byl filtr vyjmut
a oplachnut cca 7 ml Nal. Vzorky byly tiikrat centrifugovany po hodinovych intervalech
pii 4000 g a 27 °C (5.6.1). Po flotaci byl supernatant piefiltrovan a Castice na filtru byly
ultrazvukovéany 5 minut ve 20% ethanolu, poté byl filtr vyjmut a opldchnut. Vzorky byly
obarveny NC a piefiltrovany na 1 pm filtr z nerezové oceli.

Snimky ¢astic ve vzorcich byly pofizeny na fluorescenénim mikroskopu za stejnych

podminek jako pii pokusech v kapitolach 5.6.
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Tabulka ¢. 6 Schéma pokusu vyteznosti celkové metodiky pri pouziti riiznych velikostnich frakci HDPE a pripravenych slepych
vzorkit matrice.

Vzorky Nominalni  Velikost Hmotnost Pocet
velikost ¢astic HDPE ve vzorku paralel
dasticv HDPE [ng]
matrici [pm]

[nm]

HDPE — Kontrola (100 %) / 2040 2,5 4

HDPE plus slepy vzorek matrice A <63 2040 2,5 3

Slepy vzorek matrice A <63 / / 3

Negativni kontrola / / / 4

HDPE — Kontrola (100 %) / 150-300 200 4

HDPE plus slepy vzorek matrice B 1000—-63 150-300 200 3

Slepy vzorek matrice B 1000-63 / / 3

Negativni kontrola / / / 4

5.8 Optimalizace detekce mikroplasti v kalech

Z hlediska nejmensi Casové naroCnosti byla pro kvantitativni analyzu extrahovanych castic
zvolena fluorescencni mikroskopie. Pro ovéfeni, zda-li budou mikroplasty fluoreskovat
za stejnych podminek i1 v nabarveném kalu, byly pfidany standardy mikroplastli do slepych
vzorkll matric kall ptipravenych dle kapitoly 5.7.1. Fluorescence mikroplasti byla testovana
s polymery HDPE; LDPE; PP; PS; PVC a PET ve smési velikostnich frakci: 5-60 um;
60-300 um. Do slepych vzorka byla odvézena matrice s ptesnosti 0,0001 g a do nich bylo
pfidano nespecifické mnozstvi polymerii. Vzorky byly nabarveny NC ve 20% lihu
a prefiltrovany. Kromé standardt mikroplasti byly separatné nabarveny i dal$i materialy a
latky.

Pro provedeni kvalitativni analyzy extrahovanych mikroplastl v kalech byl poskytnut
infraerveny spektroskop s Fourierovou transformaci (FTIR; Nicolet iN10, Thermo Scientific)
profesorem RNDr. Ivanem Némcem, Ph.D. z katedry anorganické chemie Univerzity Karlovy.
Ptistroj umoziuje identifikaci jednotlivych typti polymeri. Predtim, nez se analyzovaly realné
vzorky, byly namétfeny absorpcni spektra vSech uméle vyrobenych polymery mikroplastt,

jejich rznych variant, véetné starnutych polymert a dal§ich materiali (
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Tabulka ¢. 7;

Tabulka €. 8). VSechna spektra byla pouzita jako referenéni a byla namétena na povrchu
nerezového filtru s velikosti ok 1 pum za podminek: reflektivni rezim, doba méteni 22 s, pocet
skenii 64, velikost apertury 30 x 30 um nebo 100 x 100 um. Kromé raznych velikosti
mikroplasti byly zdmérn¢ métfeny Castice rtiznych Siiek, jejichz spektra reprezentovala riizné

varianty stejnych latek.
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Tabulka ¢. 7 Seznam mérenych referencnich spekter castic polymerii a materialii na infracerveném spektroskopu FTIR (Nicolet

iN10,Thermo Scientific).

Polymer/material Zdroj Popis a tvar Velikost
mikroplasti
Akryl Nité klubka Zluta vlakna z niti Smés heterogennich
velikosti
Celuléza Viskozni latka Svétle modra a Cernd vldkna Smés heterogennich
velikosti
Bavina Bil4 vlakna z laboratorniho plasté Smés heterogennich
velikosti
Bavlna Bila vlakna z vaty Smés heterogennich
velikosti
HDPE HDPE granulat Umeéle vytvofené (mleté a piesivané), Smés: 5—-60 pm; 150-300
heterogenni tvary — fragmenty pm; >300 pm
Latex Laboratorni Bil¢é tenké fragmenty nastfihané z rukavic ~ Primér fragmentd 0,1
rukavice mm
LDPE LDPE granulat Umeéle vytvofené (mleté a presivané), Smes: 5-60 pm; 150-300
heterogenni tvary — fragmenty pm; >300 um; 3—-5 mm
LDPE granulat Uméle vytvofené (mleté a presivané), Smés: < 100 pm; smés:
termooxidacné starnuté mikroplasty UV <1 mm
zafenim pii teplot¢ 60 °C 120 dni,
heterogenni tvary — fragmenty
LDPE granulat Umeéle vytvofené (mleté a presivané), Smés: < 100 pm; smés:
urychlené  starnuti  mikroplastt za <1 mm
stiidavych podminek suché (UV svétlo) a
mokré faze (temnostni, 60% vlhkost) 28
dni , heterogenni tvary — fragmenty
Nitril Laboratorni Modré tenké fragmenty nastiihané z Pramér fragmentd 0,1
rukavice rukavic mm
PES PET granulat Umeéle vytvofené (mleté a presivané), 5-60 pm; 150-300 pm;
heterogenni tvary — fragmenty >300 um; 3—5 mm
PET granulat Uméle vytvofené (mlet¢é a pfesivané), Smés: < 100 pm; smes:
termooxidacné starnuté mikroplasty UV <l mm
zafenim pfi teplot¢ 60 °C 120 dni,
heterogenni tvary — fragmenty
PET granulat Umeéle vytvofené (mleté a presivané), 28 Smes: < 100 pm; smés:

denni urychlené starnuti mikroplasti za

sttidavych podminek suché (UV svétlo) a
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Polyamid

PP

PS

PUR

PVC

PES latka

Sici nité

PES latka

Puncochace

Vlasec

PP granulat

PS granulat

Polyuretanova

péna

Polyuretanova
péna

Bio PUR

Bio PUR

PVC deska

PVC deska

PVC deska

mokré faze (temnostni, 60% vlhkost),
heterogenni tvary — fragmenty

Sametova, fialova vlakna

Cerné a bilé Sici nité

Cerna vlakna z nepromokavé latky

Bézova vlakna z latky

Bilo transparentni, pevny

Uméle vytvofené (mleté a piesivané),
heterogenni tvary — fragmenty

Umeéle vytvoifené (mleté a piesivané),
heterogenni tvary — fragmenty

Umeéle vytvorené, termooxidacné starnuté
mikroplasty UV zafenim pfi teploté 60 °C
a 5% vlhkosti, 120 dni,

heterogenni tvary — fragmenty

Uméle vytvofené, heterogenni tvary
— fragmenty

Umeéle vytvorené, termooxidacné starnuté
mikroplasty UV zafenim pii teploté 60 °C
a 5% vlhkosti, 120 dni,

Umele vytvorené, heterogenni tvary
— fragmenty

Uméle vytvoifené (mleté a piesivané),
heterogenni tvary — fragmenty

Umeéle vytvoifené (mleté a presivané),
termooxidacné starnuté mikroplasty UV
zafenim pfi teplot¢ 60 °C 120 dni,
heterogenni tvary — fragmenty

Umeéle vytvorené (mleté a piesivané),
urychlené  starnuti  mikroplastt  za
sttidavych podminek suché (UV svétlo) a
mokré faze (temnostni, 60% vlhkost) 28

dni, heterogenni tvary — fragmenty
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Smés heterogennich
velikosti

Primeér nit€ 0,3 mm

Smés heterogennich
velikosti
Smés heterogennich
velikosti

Primér vlasce 0,25 mm
5-60 pm; 150-300 pm;
>300 pm; 3—5 mm

5-60 pum; 150-300 pm;
>300 pm; 3—5 mm

<100 pm; <1 mm

100 pm; <1 mm

Smés: < 100 pm; smés:

<] mm

Smeés: < 100 pm; smés:
<1 mm

5-60 pm; 150-300 pm;
>300 pm; 3—5 mm
Smés: < 100 pm; smés:

<] mm

Smes: < 100 pm; smes:

<]l mm



Tabulka ¢. 8 Seznam mérenych referencnich spekter smési materiali na infracerveném spektroskopu FTIR (Nicolet

iN10,Thermo Scientific).

Smési materiala

Zdroj mikroplasta

Popis a tvar

Velikost

Bambus 95%
a elastan 5%
Polyamid 85%
a elastan 15%
PES 95%

a elastan 5%

PES, PUR a nylon

Bambusovy tplet

Fitness latka

Polyesterovy tplet

Softshellova latka

Smés tkanin, ¢erna

a modrobila vlakna

Smés tkanin, ¢erna a modra
vlakna

Smeés tkanin, stiibrna vldkna

Smés tkanin, bila, Cerna a

zelena vlakna

Smés heterogennich velikosti

Smés heterogennich velikosti

Smés heterogennich velikosti

Smeés heterogennich velikosti

5.9 Detekce mikroplastii v realnych vzorcich Cistirenskych kalt

Pro detekci mikroplastli v redlnych vzorcich byly vybrany dva Ccistirenské kaly plivodem

z anonymnich &istiren odpadnich vod (COV) Ceské republiky oznacené &isly 4 a 5. Byly

odebrany po stabilizaci a odvodnéni z kalového hospodarstvi v zafi roku 2021 do sklenénych

lahvi v mnozstvi okolo 150,0 g (Tabulka ¢. 9). Nasledny popis postupu piipravy kalt a extrakce

mikroplasti 1 s detekci je zde orientacni, detailni protokol celého postupu je k dispozici

v priloze €. 2.

Tabulka ¢. 9 Informace o Cistirndch odpadnich vod z CR, ze kterych byly povizeny vzorky kalii k analyze mikroplastii. EO —

ekvivalentni pocet obyvatel.

Analyzovany  Velikost COV  Metoda Metoda odvodnéni  MnoZstvi suSiny
vzorek [EO] stabilizace kalu a vyuziti kalu odebraného kalu
2]
Kal 4 10 000 Anaerobni: Strojni  odvodnéni 146,1
- fermentacni pro dalsi vyuziti:
40 000 reaktor mistni deponie,
plynojem,
energetické vyuziti,
zemedélské vyuziti
Kal 5 100 000 Anaerobni: Strojni  odvodnéni 152,2
- termicka pro dalsi vyuziti:
500 000 hydrolyza plynojem,

energetické vyuziti,
zemédelské  vyuziti

(kompostarny)
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Vzorky kali 4 a 5 byly lyofilizovany a homogenizovany ve tfecich miskach. Poté z nich bylo
odebrano homogenni mnozstvi 5 g, které bylo podrobeno suchému sitovani na nominalni frakce
A: <63 pm a B: 63 pum — 1 mm, pfes soustavu nerezovych sit (Retsch). Vybrana velikotni
hranice 63 pum byla zvolena dle Wentworth (1922) vzhledem k jejimu béznému pouziti
v enviromentalni praxi pro oddéleni jemnéjsich frakei (jili a prachu) od hrubsich frakei (pisku).
Ze vsech nomindlnich frakei presatych kali bylo odvazeno pftiblizné piesné¢ po 0,0500 g
v triplikatech, k tomu byly vytvofeny i tfi negativni kontroly bez matrice. Kaly byly podrobeny
oxidaci Fentonovym c¢inidlem, aby v nich byl redukovan obsah organické hmoty. Poté byly
prefiltrovany od piebyte¢nych ¢inidel na filtr a kvantitativné pfeneseny s pomoci ultrazvuku
filtru do nasyceného roztoku Nal. V nasyceném roztoku byly kaly hustotné rozdéleny, proces
flotace probihal v centrifuze 1 hodinu a byl opakovan tfikrat. Na konci byl supernatant
obsahujici mirkoplasty zbaven Nal filtraci. Castice zachycené na filtrech byly kvantitativné
pfeneseny s pomoci ultrazvuku do 20% ethanolu. Kazdy vzorek kalu byl kvantitativné nafedén
podle potieby (15-30x) a fluorescenéné obarven ve 20% ethanolu NC v koncentraci 10 pg/ml.
Po nabarveni byly vzorky prefiltrovany na 1um filtr, ktery byl vlozen do nerezovych drzakt
vyrobenych na miru na Ustavu Akademie véd v Kréi.

Vzorky kali v nerezovych drzacich byly kvantitativné analyzovany na fluorescenénim
mikroskopu (Olympus OV 100) a fluoreskujici ¢astice (velikostni limit detekce: 25 um) byly
nafoceny objektivy s pfiblizenim 0,56x a 4x a spo¢teny manualné z celé plochy filtru s pomoci
programu ImagelJ2. Kvalitativni analyza byla zprostfedkovana analyzou FTIR spekter
jednotlivych ¢astic. Pomérna ¢ast (50-70 castic/vzorek) nahodné vybranych fluoreskujicich
¢astic ze snimki fluorescenéniho mikroskopu o minimalni velikosti 25 pm (limit detekce FTIR)
byla analyzovana manualné¢ prostfednictvim FTIR. Spektra z FTIR byla identifikovana
porovndnim s voln€ dostupnou knihovnou spekter siMPle obohacenou o vlastni standardy

mikroplastii, vldken a dalSich materiali (
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Tabulka ¢. 7;

Tabulka €. 8). U vyslednych poctl ¢astic na g susiny vzorku kalu byla provedena korekce
odectenim primérného mnozstvi ¢astic v negativnich kontrolach. Zarovenn s tim byl pro
vypocet poctu mikroplasti na g susSiny vzorku kalu, celkovy pocet Castic byl vynasoben
pomeérem fluoreskujicich castic/fluoreskujicich mikroplasti. Dale bylo z dat vyhodnoceno
procentudlni zastoupeni polymerti v kalech a procentudlni tvarova odliSnost mikroplast:
fragment ¢i vlakno. Ackoli jsou v literatufe pouzivany i dalsi typy ¢éstic, jako jsou pény nebo
filmy (Lozano et al., 2021), jejich podrobna charakterizace nebyla ve vétSiné piipadi v této
praci proveditelnd vzhledem k malé velikosti ¢astic. V souladu s definici Evropské agentury
pro chemické latky byly ¢astice klasifikovany jako vldkna, pokud mély pomér délky k Siice
castice vetsi nez 3 (Geoffroy et al., 2020). Ostatni ¢astice mikroplastii, jez nespadaly do definice

vlaken, byly v rdmci této prace povazovany za fragmenty.
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6. Vysledky

6.1 Vysledky optimalizace digesce

Ve vsech kalech byl pozorovan ubytek hmotnosti v ¢ase (Obrazek €. 1). Jiz po uplynuti prvni
hodiny digesce doslo k 40—50% tbytku hmotnosti viech kaltl. Ubytek v &ase se dale zvySoval
a nejvyssi byl zaznamenan u kalu 3, kde celkovd hmotnost poklesla o 76 % po 24 h reakce.
Nejmensi ubytek byl naopak vypozorovan u kalu 2, kde celkova hmotnost vzorku byla

redukovana pouze o 48 % za 24 h.

100
80
2 60
o
g
o O — 45
g §40
‘_\4 [ —
o) O
2 —
2 20 —2
=
N
0
Kontrola 1 2 4 6 24
Cas digesce
[h]

=0=Kal 1l =0=Kal2 =0o=Kal3

Obrazek ¢. 1 Pribeh zmény hmotnosti kalii 1, 2 a 3 piisobenim digesce Fentonovym cinidlem v casech reakce 1, 2, 4, 6 a 24
hodin. Vysledky jsou uvedeny formou primeérii se smérodatnymi odchylkami. Kontrola reprezentuje zménu hmotnosti kalii, u
nichz digesce byla simulovana bez pridani Fentonova cinidla.

Ubytek celkového dusiku, ktery reprezentuje ubytek organické hmoty v kalech, byl také
pozorovan v pribéhu experimentu (Obrazek €. 2). Nejvyrazngjsi ubytek nastal jiz po 1. hodiné
digesce, kdy bylo redukovéano 81-87 % celkového dusiku ve vSech kalech. Obsah dusiku vsak

Cvwr

93 %, nejvyssi zase u kalu 3 s ubytkem N 0 97 %.
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Obrazek ¢. 2 Pritbeh zmény obsahu celkového N v kalech 1, 2 a 3 piisobenim digesce Fentonovym cinidlem v casech reakce 1,

2, 4, 6, a 24 hodin. Vysledky jsou uvedeny formou priimerii se smérodatnymi odchylkami. Kontrola reprezentuje zménu obsahu
celkového N v kalech, u nichz digesce byla simulovina bez pridani Fentonova cinidla.

Timto experimentem nebyla zamitnuta prvni hypotéza, ktera znéla, digesce Fentonovym
¢inidlem odstrani vétSinu organické hmoty v kalech do 24 hodin reakce navzdory vysokému

obsahu organickych latek.

6.2 Vysledky fluorescen¢niho barveni mikroplasti

Intenzita fluorescence mikroplastii nabarvenych NC se ligila v zavislosti na typu polymeru
(ptiloha €. 1). Nejvyssi intenzitu fluorescence vykazovaly ¢astice PET, HDPE a PS. Na povrchu
¢astic polymerd PET a HDPE byla barva vzdy distribuovdna rovnomérné, zatimco u PS
dochézelo ndhodné k vyraznému zbarveni nékterych ¢astic, coz zplisobilo presyceni detektoru
a znemoznovalo presné urceni jejich skuteCnych velikosti. Nejslabsi fluorescence byla
zaznamenana u PVC v porovnéni s ostatnimi polymery. U LDPE bylo z fotografii patrné,

ze NC také nebyla rovnomérné distribuovana na povrchu ¢astic.

6.3 Vysledky optimalizace flotace

Testovani flotace mikroplastll v nasyceném roztoku Nal bylo provedeno na ¢asticich PET ve
dvou riznych velikostnich frakcich. Vysledky se pro velikostni frakce lisily. VytéZznost flotace
PET C¢astic o velikostech 150-300 pm dosahla hodnot az 98 + 18 % (182 £ 18 ¢astic oproti
kontrole se 179 + 32 ¢asticemi) ( Obrazek ¢. 3).
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Obrazek ¢ 3 Prumérnd procentudlni vytéznost flotace PET castic o velikostech 150-300 um v nasyceném roztoku Nal
puvodnim postupem bez optimalizace prrenosu castic z filtru pomoci ultrazvuku, vztazeno na piivodni pocet castic v kontrolnich
vzorcich. Detekce castic pro kvantifikaci byla provedena za pouziti fluorescencniho obarveni a snimky castic byly porizeny ve
fluorescencnim mikroskopu a zpracovany manudlné v programu ImageJ2.

U c¢astic menSich o velikostech 2040 um byla vytéznost —1 + 6 % —9 + 86 astic oproti kontrole
s 1441 + 84 casticemi (Obrazek €. 5). Na zékladé negativnich vysledkli s menSimi ¢asticemi
bylo zkoumano, pro¢ flotace s touto frakci neméla dostatecnou vytéznost. U jednoho vzorku
byl analyzovéan samotny pfenos ¢astic z filtru pomoci oplachu, jehoZ vytéZznost ¢inila piiblizné
40 %. U zbylych 60% ztrat, 40 % z celkového poctu castic zistalo na oplachovaném filtru a
20 % tvotily neidentifikovatelné ztraty (Obrazek ¢. 4). Tim bylo potvrzeno, ze nedoslo ke
kvantitativnimu ptfenosu castic z filtru béhem oplachu. Nasledné byl proces ptenosu c¢astic
optimalizovan. Byl zahrnut krok vloZeni filtru do ultrazvukové 1azné& pfed oplachem, coz vedlo
k navySeni vytéZznosti samotného pienosu ¢astic na 103 +4 % (1424 + 52 ¢astic oproti kontrole

se 1403 £ 49 casticemi).
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Obrazek ¢. 4 Optimalizace prenosu cdstic PET o velikostech 20—40 um po filtraci na 1 um nerezovy filtru. Vytéznost prenosu
castic samotnym oplachem z piivodniho postupu predstavuje prvni sloupec a druhy jiz optimalizovany prenos castic po pridani
kroku ultrazvuku filtru pred jeho oplachem. Detekce castic pro kvantifikaci byla provedena za pouziti fluorescencniho obarveni
a snimky castic byly porizeny ve fluorescencnim mikroskopu a zpracovany manudlné v programu ImageJ?2.

Nakonec byl zopakovan cely flotatni pokus s mikroplasty (PET; 20-40 upm),
a to s ptidanim kroku ultrazvukové lazné. Vytéznost vyflotovanych ¢astic byla zvySena na
55 + 10 % (772 = 140 z 1403 + 49 castic), z toho 16 = 1 % Ccastic zistalo nevyflotovano
v sedimentu a 29 + 10 % predstavovaly neidentifikovatelné ztraty (Obrazek €. 5). Timto
vysledkem byla vyvracena i druha nulova hypotéza, ktera zné¢la, Ze malé ¢astice polymeru PET
o heterogennich tvarech a rozméru 2040 um neflotuji v nasyceném roztoku Nal, at’ uz vlivem

jejich malé velikosti, ¢i z divodu vysoké hustoty polymeru.
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Obrazek ¢. 5 Procentudlni vytéznost flotace PET castic o velikostech 20—40 um v nasyceném roztoku Nal pred a po optimalizaci
Jjejich prenosu z filtru. V prvaim sloupci je kontrola (100 % castic), ve druhém vysledna vytéznost flotace piivodnim postupem
bez optimalizace prenosu castic a posledni sloupec predstavuje vytéznost flotace po optimalizaci prenosu vcetné kroku
s ultrazvukem a ddle procentualni podil pricin ztrat castic. Detekce castic pro kvantifikaci byla provedena za pouziti
fluorescencniho obarveni a snimky castic byly porizeny ve fluorescencnim mikroskopu a zpracovany manuadlné v programu
ImageJ2.

6.4 Vysledky vytéznosti celé metodiky

Vytéznost celé metodiky byla zjiStovana extrakci zndmého mnozstvi ¢astic HDPE ve dvou
rtiznych velikostnich frakcich z kalu uméle kontaminovaného mikroplasty (HDPE plus slepy
vzorek matrice). Pro Castice o vétsi velikostni frakci 150-300 um byla vytéznost extrakce
91 + 3 %, jelikoz bylo identifikovano 194 + 7 ¢astic oproti kontrole s 214 + 51 ¢asticemi
(Obrazek ¢. 6).
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Obrazek ¢. 6 Priumérnad procentualni vytéznost celé metodiky extrakce HDPE Ccastic o velikosti 150-300 um z kalu uméle
kontaminovaného mikroplasty. V prvnim sloupci je kontrola (100 % Ccdastic), ve druhém vysledna vytéznost extrakce. Detekce
castic pro kvantifikaci byla provedena za pouziti fluorescencniho obarveni a snimky castic byly porizeny ve fluorescencnim
mikroskopu a zpracovany manualné v programu ImageJ2.

Extrakce Castic o velikostech 2040 um z kalu uméle kontaminovaného mikroplasty dosahla
hodnot 69 + 16 %. Zde se podafilo extrahovat az 679 + 139 ¢astic oproti kontrole s 982 + 88
casticemi (Obrazek €. 7). Témito vysledky nebyla zamitnuta tfeti hypotéza, ktera, znéla, ze
vytéZnost optimalizované metodiky extrakce castic HDPE z uméle kontaminovaného kalu bude

dostatecna navzdory vlivu pfitomné matrice.
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Obrazek ¢. 7 Priumérnd procentudlni vytéznost celé metodiky extrakce HDPE castic o velikosti 2040 um z kalu uméle
kontaminovaného mikroplasty. V prvaim sloupci je kontrola (100 % castic), ve druhém vysledna vytéznost extrakce. Detekce
castic pro kvantifikaci byla provedena za pouziti fluorescencniho obarveni a snimky cdstic byly porizeny ve fluorescencnim
mikroskopu a zpracovany manualné v programu ImageJ2.

6.5 Vysledky extrakce mikroplastii z Cistirenskych kalt

Mikroplasty se podafilo extrahovat z Cistirenskych kali a byla provedena kvalitativni
a kvantitativni analyza. Dale byl stanoven i pomér zastoupenych tvarti z detekovanych ¢astic
mikroplastl. Kvalitativni analyzou fluoreskujicich ¢astic za pomoci infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci bylo kvlli ¢asové narocnosti ovéfeno jen 19-46 % castic
z celkového poctu fluoreskujicich ¢astic na filtru vzorkd kald. U kalu 4 A (nominalni frakce
<63 um) zhruba 35 £+ 1 % bylo identifikovano jako plast, zatimco u kalu 4 B (nominalni frakce
63 pm—Imm) tento podil byl 38 + 7 % ze vSech métenych €astic na infracervené spektroskopii.
U kalu 5 A (nominalni frakce <63 pm) byl pomér vyssi a zhruba 62 + 5 % tvofily plasty,
u kalu 5 B (nomindlni frakce 63 um—1mm) tento podil tvofil 53 + 3 %. U pozitivnich kontrol
bylo zméfeno 56-78 % castic z celkového poctu fluoreskujicich castic a pomér mezi

fluoreskujicimi ¢asticemi/fluoreskujicimi mikroplasty Cinil 48 + 24 %.

6.5.1 Kuvalitativni analyza

V analyzovanych kalech, rozdélenych na nominalni frakce A (<63 um) a B (63 pm—1mm), byly
detekovany rtizné mikroplasty vSech velikosti > 25 um. Vysledky poctu detekovanych

polymert v kalech byly podrobeny statistické analyze rozptylu (ANOVA). Za signifikantné
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vyznamny rozdil byly povazovany vysledky, u nichZ byla dosazena hladina signifikance mensi
nez p = 0,05. K ucelu testovani rozdilti mezi jednotlivymi kaly spolu s testem analyzy rozptylu
(ANOVA) byl také pro signifikantné odlisné polymery proveden Tukey HSD post hoc test
s hladinou vyznamnosti (o = 0,05). Pismeny nad sloupci jsou vyznaceny vzorky kalu, u nichz
nebyl detekovan statisticky vyznamny rozdil (a = 0,05). Velkymi pismeny byly vyznaleny
rozdilné skupiny kopolymerti a malymi pismeny rozdilné skupiny PES (Obrazek ¢. 8).

V kalu 4 obou nominélnich frakci byly detekovany tyto polymery: PP, PE, PS, PVC,
PES, PUR, PA a kopolymery (spektra identifikovand dle knihovny jako poly[(3-
fenyl)propylakrylat]; styren ethylen butylen, nebo styren butyl metakrylat;
polymethylmethakrylat). V nominalnich frakcich A i1 B nejvétsi podil zhlediska poctu
polymeru mély kopolymery, s procentudlnim zastoupenim 32 = 9 % a 38 = 6 % respektive.
Polymerem s nejniz§im zastoupenim ve frakci A 1 B byl PVC s procentudlnim zastoupenim
1 =2 % v obou frakcich.

V kalu 5 byly naméfeni tito zastupci mikroplasti: PP, PE, PS, PVC, PES, PUR, PA,
kopolymery a polyepoxidy. Ve frakci A i B se vyskytoval nejhojné&ji polymer PES, jehoz
zastoupenim ve frakci 5 A byl PVC (1 + 1 %) a ve frakei 5 B PA (1 £2 %).

Témito vysledky byla zamitnuta c¢tvrta hypotéza, ktera znéla, Ze nejvice se
v analyzovanych cistirenskych kalech budou vyskytovat polymery PE a PP, kter¢ jsou v kalech

dle dostupné literatury detekovany nejcastéji.
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Obrazek ¢. 8 Priimérné procentualni zastoupeni polymerii mikroplastii o velikostech > 25 ym v nomindalnich frakcich kalii 4 A
(< 63 um), 4 B (63 um —Imm) a kalit 5 A (< 63 um), 5 B (63 um—Imm). Chybové usecky vyjadruji smerodatné odchylky.
K ucelu testovani rozdilu mezi jednotlivymi kaly spolu s testem analyzy rozptylu (ANOVA) byl také pro signifikantné odlisné
polymery proveden Tukey HSD post hoc test s hladinou vyznamnosti (o. = 0,05). Pismeny nad sloupci jsou vyznaceny vzorky
kalii, u nichz nebyl detekovan statisticky vyznamny rozdil (o = 0,05). Velkymi pismeny jsou vyznaceny skupiny kopolymerii,
malymi pismeny jsou vyznaceny skupiny PES.

6.5.2 Kuvantitativni analyza

V kalech rozdé€lenych na nominalni frakce A (<63 pm) a B (63 pm—1mm) byly detekovany
castice o velikostech, jez nespadaji do danych velikostnich skupin. Vysledky jsou uvedeny
na Obrazek ¢. 9. Tato skutecnost byla zjiSténa pii kvantifikaci ¢astic v programu ImagelJ2.
Vétsinu mikroplastli detekovanych ve vSech kalech tvorily ¢astice rozméra od 25 do 63 um.

V kalu 4 A bylo zjisténo, ze se nachazi 18372 + 1481 Castic mikroplastii na gram susiny
kalu. Podil ¢astic o velikostech 25-63 um tvotil 76 % a u mikroplastli o rozméru > 63 um jen
24 %. V kalu 4 B bylo kvantifikovano na 12445 + 2306 ¢astic na gram susiny, z ¢ehoZ 68 %
byly mikroplasty o velikostech 25-63 pum a zbylych 32 % castice o rozméru > 63 um.

V kalu 5 A byla zjisténa koncentrace mikroplastii rovna 32573 + 3679 castic na gram
suSiny. Z toho 65 % tvofily ¢astice o velikosti 25—63 um a 35 % castice o velikosti > 63 pum.
U nomindlni frakce 5 B bylo zjiSténo celkové 14 391 + 2 461 castic na gram suSiny kalu,
ze kterych 68 % tvorily Castice ve velikostnim rozsahu 25-63 um a zbylych 32 % castice

o velikosti > 63 pum.
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Obrazek ¢. 9. Zjisteny pocet mikroplastii detekovanych v nomindlnich frakcich jednotlivych kalii 4 A (< 63 um), 4 B
(63 um —1mm) a kalii 5 A (< 63 um), 5 B (63 um—Imm) vztazeny na gram susiny kalu. Tmavé zelené sloupce reprezentuji
mikroplasty o velikostech 25—-63 um, svétle zelené sloupce reprezentuji cdstice o velikosti > 63 um. Stanoveni velikosti castic
bylo provedeno za pomoci programu ImageJ2.

6.5.3 Tvary detekovanych mikroplasti

V ramci hodnoceni tvarii detekovanych mikroplastl veskeré ¢astice byly rozdéleny do dvou
skupin: fragmenty a vlakna. Kromé¢ toho ¢astice byly rozdéleny do dvou velikostnich frakci:
25-63 pum (Obrazek ¢€.10) a > 63 pum (Obrazek €. 11). Fragmenty dominovaly svym
zastoupenim v obou testovanych kalech 4 a 5, a to ve vSech nominalnich frakcich.

U mikroplasti ve velikostnim rozmezi 25-63 um u obou nomindlnich frakei (A, B)
dominantni podil tvofily fragmenty. V pfipad¢ kalu 4 A nebyla detekovana Zadna vlékna,
zatimco ve frakci 4 B podil vlaken tvofil 3 = 5 % z celkového poctu detekovanych ¢astic.
Kdezto v piipadé kalu frakce 5 B podil vldken dosahoval hodnot podilu relativniho zastoupeni

6+6 %.
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Obrazek ¢.10 Procentudlni zastoupeni tvaru mikroplastii — fragmentii a vidken mezi detekovanymi mikroplasty v obou
nominalnich velikostnich frakcich kalii 4 A (< 63 um), 4 B (63 um —Imm) a kalit 5 A (< 63 um), 5 B (63 um—Immy) o velikostech
25—63 um. Stanoveni tvaru castic bylo provedeno za pomoci programu ImageJ?2.

U &astic > 63 um byl pozorovan vyssi relativni vyskyt vlaken ve srovnani s ¢asticemi
v rozmezi 25-63 pm. V nominalni velikostni frakci 4 A podil vldken dosahoval az 33 %,
zatimco u kalu z nomindlni velikostni frakci 5 B tento podil mél nejvyssi hodnotu relativniho
zastoupeni 28 %. Timto vysledkem byla zamitnuta posledni patd hypotéza, ktera znéla,
ze zhlediska tvar mikroplasti budou v analyzovanych Cistirenskych kalech pifevaZzovat

vlakna, nikoliv fragmenty, kvili vysokym koncentracim vlaken v odpadnich vodach piedevsim

z prani syntetickych materiali.
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Obrazek ¢. 11 Procentualni zastoupeni tvarii mikroplastii — fragmentii a vidken mezi detekovanymi mikroplasty v obou
nomindlnich velikostnich frakcich kalii 4 A (< 63 um), 4 B (63 um —Imm) a kali 5 A (< 63 um), 5 B (63 um—Imm)
o velikostech > 63 um. Stanoveni tvarii ¢astic bylo provedeno za pomoci programu ImageJ2.
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7. Diskuze

Digesce Fentonovym ¢inidlem byla vybrana pro rozklad organické hmoty vzhledem ke své
ucinnosti, vysoké rychlosti degradace a nizké agresivité viici mikroplastim pii dodrzeni teploty
do 60 °C (Tagg et al., 2017; Munno et al., 2018). Kvtli nejednotnosti metodickych postupt
z hlediska prubéhu casu reakce potfebného k maximélnimu ubytku organické hmoty byl
proveden experiment, ktery sledoval v riznych Casech reakce vybrané ukazatele Ubytku
celkového dusiku a celkové hmotnosti. Obdobné experimenty provedla pouze studie, ktera
sledovala zménu hmotnosti a ubytek organické hmoty v testované pudé a kalu metodou ztraty
zihanim (Hurley et al., 2018). Vysledky této studie ukazaly, ze v kalech a pidé¢ se podaftilo
redukovat 43 + 7 % hmotnosti a 87 + 10% organické hmoty béhem Fentonovy reakce. Vysledek
experimentl této diplomové prace potvrdil, ze Fentonova reakce byla obdobné ¢inna, jako
u vySe zminéné publikace Hurley et al., 2018 s maximalnim Ubytkem 48-76 % hmotnosti
a 93-97 % celkového dusiku. Ukazatel dusiku, jakozto ukazatel ubytku organické hmoty, byl
vybran vzhledem k jeho zanedbatelnému zastoupeni v molekuldch polymert oproti napf.
celkovému uhliku ve struktufe molekul polymernich materidl. Naptiklad u polymert
ze skupiny polyamidl ¢i polyuretanu, ktery se vyskytuji v kalech, obsahuji ve své struktuie
dusik, a tak by se dalo diskutovat o ¢astecnému nadhodnoceni vysledkd. Jejich zastoupeni
v kalech vsak je nizké (El Hayany et al., 2022; Ziajahromi a Leusch 2022), a tak se lze usoudit,
ze maji na vysledky této prace zanedbatelny vliv.

Pii vytvéieni protokolu barveni mikroplastii NC k validacim dal§ich krokii metodiky bylo
ovéfeno, Ze intenzita fluorescencniho zbarveni mikroplasti se liSila v zavislosti na jednotlivych
typech polymert, jak uz bylo naznac¢eno v nékterych publikacich (Shruti et al., 2022; Lv et al.,
2019; Erni-Cassola et al., 2017). V nékterych publikovanych studiich se nepodafilo siln¢
¢1 vibec nabarvit castice polymeru LDPE (Al-Azzawi et al., 2023; Hurley et al., 2018).
Nicméné, v literatuie se castéji objevuje problém nabarvit polymery o vySSich hustotach,
naptiklad ¢astice PVC ¢i PET, které maji méné hydrofobni povrch (Shim et al., 2016; Liu et
al., 2022a). Vyrobené mikroplasty polymeru PET se dle vysledka této diplomové prace naopak
barvily nejintenzivnéji a stejnomérné. U PVC, obdobné jako ve studii Erni-Cassola et al.
(2017), byla detekovana nejslabsi fluorescence. Krom¢ intenzity zbarveni byl vypozorovan jev
nestejnomérné adsorpce barvy na povrchu €astic u PS a HDPE. Zejména nékteré Castice PS
fluoreskovaly tak intenzivnég, Ze nebylo mozné rozpoznat jejich tvar a velikost vlivem pfesyceni

detektoru.
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Schopnost ¢astic flotovat teoreticky klesa se zvysujici se hustotou a zaroven se snizujici se
velikosti ¢astic (Nguyen et al., 2019). Proto pro ovéfeni vytéznosti flotacniho kroku byl v této
praci vybran jeden z nejhustsich polymerd, PET, o dvou riiznych velikostnich frakcich. Zaroven
tento polymer patii mezi nejvice vyrabéné polymery celosvétové a hojné se vyskytuje i
v Cistirenskych kalech (PlasticsEurope, 2023; El Hayany et al., 2022; Hatinoglu & Sanin, 2021;
Yaseen et al., 2022). Navic diky vysoké intenzité fluorescence a specifickému tvaru byly PET
Castice ve vzorcich snadno rozpoznatelné od piipadné okolni kontaminace.

Vysledna vytéznost experimentu flotace mikroplastd o velikostni frakci 150-300 um
dosahovala v této praci az 98 %, a tim potvrdila svou vysokou ucinnost i podle jinych vysledkl
z literatury (Grause et al., 2022). Ve studii Grause et al. (2022) byla testovana gravimetricka
vytéznost flotace centrifugaci také s PET casticemi o podobnych velikostech, ovSem za
odlisnych centrifuga¢nich podminek, ¢asu flotace a v jiném nasyceném roztoku. BohuZzel
vysledky této prace s velikostni frakci PET ¢astic o rozmérech 20—40 um nelze se Zadnou studii
porovnat, jelikoz se zadné z nich nezamétovala na takto malé ¢astice s obdobnym flotacnim
postupem. Pouze autofi jedné némecké studie testovali vytéznost flotace elutriaci pro Castice
PET o velikostech 20-63 um, kterd dosahovala 47-77 % (Hengstmann et al., 2018).
V souvislosti s uc¢innosti flotace se ukazuje, ze 1 pravé odlisné tvary mikroplastli mohou mit
potencidlni vliv na vytéznost metodik, a tak by se jako dal§i parametr mély zahrnout
do budoucich valida¢nich experimentl (Kedzierski et al., 2017).

Vyskyt odbornych publikaci, v nichZ se provadéji experimenty ke stanoveni vytéZnosti
metodik extrakce mikroplastii pomoci ptfidavku mikroplasti do matric, je relativné casty.
Vytéznost zjisténa v predlozené praci (69—89 %) je podobna vysledkiim jinych publikaci.
Napftiklad Harley-Nyang et al. (2022) uvadéji vytéznost az 60—102 %, Corradini et al. (2019)
49-78 % a Li et al. (2018) 67-98 %. Navic vysledky studie Li et al. (2018) obdobn¢ ukazaly,
Ze mira vytéZnosti miize umé&rné stoupat s vétsi velikosti ¢astic. Pro valida¢ni pokus této prace
v ramci celé metodiky byl vybran polymer HDPE, ktery se vyskytuje v kalech nejhojnéji a jeho
detekce na fluorescencnim mikroskopu byla rozpoznatelna od pozadi bez nutnosti ovétreni
vysledkli chemickou detekéni metodou, napi. spektroskopicky (Hatinoglu a Sanin, 2021).
Ptesnost fluorescenéni detekce HDPE castic vnesenych do slepého vzorku kalu byla podpotena
1 skutecnosti, Ze byla tato matrice pfedem zbavena organické hmoty digesci a flotujiciho
materidlu v supernatantu pravé kvili potencialni interferenci a nadhodnoceni mnozstvi
mikroplastl a organické hmoty z piivodni matrice.

Ve dvou ¢istirenskych kalech z CR se podafilo identifikovat riizné polymery o réiznych

velikostech a mnozZstvich. V kalech 4 a 5 byly nejzastoupenéjsimi polymery PES a kopolymery,
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coz nekorelovalo s nejbéznéjSimi mikroplasty v kalech podle literatury (PE a PP). Divodem
ovSem muize byt riznorodé slozeni kalt v zavislosti na zdroji znecisténi v odpadnich vodach
a technologickych postupech pii zpracovani Cistirenskych kali (Conley et al., 2019; Schnaak
etal. 1997).

Mnozstvi odhadovanych mikroplasti v g suSiny testovanych kall v této préci
v jednotkach 10°-10* v g susiny kalu neodpovidalo mnozstvi ¢astic v kalech dle literatury
(10-10 ¢astic g susiny kalu), shrnuté od Gao et al. (2023a). Dle jiné literatury se oviem mohou
objevovat 1 véEtSi rozptyly mnozstvi Castic v kalech, které mohou dosahovat az osmi fadua
(Ziajahromi a Leusch 2022). Nadhodnoceni kvantitativnich vysledkii mtize byt zptisobeno
i fluorescencnim barvenim. Autofi studii uvadi, ze pii pouziti fluorescen¢nich metodik detekce
bez zavedeni kvalitativni analyzy mize dochéazet az ke 40—100% nadhodnoceni (Stanton et al.,
2019; Nel et al., 2021). Pomé&r fluoreskujicich ¢astic/fluoreskujicich plasti byl stanoven i v této
praci a pohyboval se v rozmezi 35-62 %. Proto pro vysledné pfepocty ¢astic na gram suSiny
kalu byl pouzit korekéni faktor individudlni pro kazdy vzorek méfeného kalu z hlediska
zméteného poméru fluoreskujicich ¢astic/fluoreskujicich plastd, a tedy 1ze vysledky této prace
pokladat za vérohodné a nikoliv nadhodnocené. Na zdklad€ vysledkli kvantitativni analyzy
se také potvrdilo, Ze suché sitovani kalu za tc¢elem rozdé€leni Castic dle velikosti, neni ucinné,
jelikoz se razné velikosti vyskytovaly v obou pouzitych nomindlnich frakcich kalu
(frakce < 63 pm a frakce 63 um—1 mm). K uvolnéni ¢astic ze shlukii mize pravdépodobné
dochézet az pti digesci Fentonovou reakci.

Mezi mikroplasty v kalech pfevaZovaly zhlediska tvaru fragmenty nad vlakny.
V literature se ovSem vyskytovaly Castéji vlakna neZ fragmenty (Hatinoglu a Sanin, 2021;
Yaseen et al., 2022). Moznym vysvétlenim jsou opét zminované rizné zdroje zneciSténi
odpadnich vod, které urcuji sloZeni kalu nebo variabilita napfi¢ jednotlivymi metodikami
(Schnaak et al. 1997).

Analyzovana navazka kalu (0,0500 g) byla zvolena na zékladé¢ limitaci metodiky. Tyto
limitace vznikaly uZ pfi tpravé vzorku k analyze, kdy dochazelo k ucpani filtri z nerezovy oceli
jemnymi ¢asticemi kalu pfi pouziti vétSich navéazek. Dalsi limitaci bylo 1 celkové mnozZstvi
castic — vzorky musely byt fedény tak, aby se ¢astice nepiekryvaly. V neposledni fad¢ bylo
mnozstvi detekovanych castic omezeno casovou ndro¢nosti, hledanim castic ze snimki
z fluorescen¢niho mikroskopu a meéfenim spekter fluoreskujicich ¢astic manudlné.
Pro pfedstavu, méteni zvoleného minima 50—70 ¢astic na FTIR v jednom vzorku, trvalo + 4 h.
Proto je vhodné zvazit métfeni za pouziti pokrocilejSich a efektivnéjsich instrumentaci, které

zvladaji automatickou analyzu a vyhleddvani ¢astic ve vzorku.
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Vytvofenou metodiku lze povazovat za uspéSnou z hlediska analyzy mikroplast
v redlnych vzorcich zivotniho prostfedi. Nicméné pro jeji reprodukovatelnost je dilezité
zejména pouzivani negativnich kontrol a dodrzovani podminek pro minimalizaci kontaminace

mikroplasty z okolniho prostredi.
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8. Zaver

V ramci ptedlozené prace byla vyvinuta a experimentalné optimalizovana metodika separace
mikroplasti z pevnych vzorkl Zivotniho prostiedi. V pribéhu této prace probéhlo testovani
a validace jednotlivych krokt tpravy vzorkl pro naslednou detekci mikroplastli, pouzivanych
v odborné¢ literatutre. Pfed zahdjenim této prace vytvoreno pét hypotéz. Pti optimalizaci digesce
byl sledovan ubytek hmotnosti kali v prubéhu casu a ubytek celkového dusiku v kalech, ktery
reprezentoval snizeni obsahu organické hmoty. Vysledek experimentu potvrdil ubytek
organické hmoty z 93-97 %, a tak nebyla zamitnuta prvni hypotéza, kterd znéla, Ze digesce
Fentonovym c¢inidlem odstrani vétSinu organické hmoty v kalech do 24 hodin reakce navzdory
vysokému obsahu organickych latek. Po uspésném vytvoreni protokolu pro fluorescencni
barveni a detekci vyrobenych mikroplastii na fluorescen¢nim mikroskopu byla experimentalné
ovefena flotace PET cCastic v nasyceném roztoku Nal. Tento polymer byl zvolen vzhledem
k jeho vyssi hustoté v porovnani s jinymi polymery. Vysledky vytéznosti flotace ukazaly,
ze ucinnost flotace mikroplasti z PET byla niz§i u castic o velikostech 25-40 pm
(55% vytéznost), nez li u €astic o velikostech 150-300 pm (98 % vytéZnost), ale flotace byla
pozorovana u obou velikostnich frakci. Na zaklad¢ téchto vysledkii byla zamitnuta druha
hypotéza, ktera znéla, Ze Castice polymeru PET o heterogennich tvarech a rozméru 2040 pm
nebudou flotovat v nasyceném roztoku Nal, at” uZ vlivem jejich malé velikosti, ¢i povahou
vysoké hustoty polymeru. Celd metodika extrakce mikroplastii zkalu byla validovéana
s ¢asticemi z HDPE a dosahovala lepsich vysledkt (69-92 %), nez li v pfipad¢ ovéfeni
ucinnosti flotace. To naznacuje, Ze faktory, které ptispivaji k nizsi vytéznosti extrakce polymerti
u frakce ¢astic 2040 um, nejsou dosud zcela objasnény. Mezi mozna vysvétleni 1ze uvést vyssi
hustotu polymeru, malou velikost ¢astic nebo jejich nepravidelny tvar. Diky témto vysledkiim
nebyla zamitnuta tfeti hypotéza, kterd znéla, Ze vytéznost optimalizované metodiky extrakce
¢astic HDPE z um¢le kontaminovaného kalu bude dostate¢na navzdory vlivu pfitomné matrice.
Poté byla extrakce mikroplasti provedena ve vzorcich dvou &istirenskych kali z CR
v triplikatech pomoci optimalizované metodiky. Ve vSech testovanych kalech byly
identifikovany mikroplasty rdznych polymert, poctl, velikosti a tvarii. Konkrétné v kalu 4 byly
nejhojnéji zastoupeny kopolymery, zatimco nejméné zastoupenym polymerem byl PVC.
Naopak v kalu 5 byl ptevazujicim polymerem PES a podobné¢ jako v kalu 4 nejmensi zastoupeni
bylo pozorovano u PVC. Tato zjisténi jsou v rozporu se Ctvrtou hypotézou, kterd znéla,
ze nejvice se v analyzovanych Cistirenskych kalech budou vyskytovat polymery PE a PP, které

jsou v kalech dle dostupné literatury detekovany nejCastéji. V ptipadé mikroplasti
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ve velikostnim rozsahu 25—-63 pm byl zjistén pramérny pocet ¢astic v rozsahu 8 513 az 21 328
mikroplastl na gram suchého kalu. V ptipad€ mikroplastti s velikosti nad 63 um byl detekovan
pramérny pocet Castic v rozsahu 3 932 az 11 245 mikroplastti na gram suchého kalu. Zjisténa
mnozstvi ¢astic byla faddove vyssi, nez se bézn¢ uvadi v literature. Tento rozpor nemusi nutné
znamenat nepiesnost vysledki této prace, nybrz muze byt zna¢nymi zdroji enviromentalni
variability kontaminace kalti, rozdily v metodikach ptipravy vzorkti nebo rozdilné detekéni
metody. Z tohoto vyplyvé, ze metodiky detekce mikroplastli v zivotnim prostfedi jsou stale
ve vyvoji a vyzaduji dalsi standardizaci, sjednoceni a porovnani jednotlivych metod napfic
ruznymi vyzkumnymi skupinami. Z hlediska tvarta polymert byly v kalech nalezeny ptfevazné
fragmenty, nez-1i vlakna. Toto posledni zjisténi vedlo k zamitnuti paté hypotézy, kterou bylo,
ze z hlediska tvari mikroplasti budou v analyzovanych Ccistirenskych kalech ptfevazovat
vlakna, nikoliv fragmenty, kviili vysokym koncentracim vladken v odpadnich vodach pfedev§im
z prani syntetickych materiald.

Jednou z nevyhod vyvinuté metodiky je jeji Casovd ndroCnost spojend s nutnosti
dodrzovat ptisné podminky pro minimalizaci kontaminace zpracovavanych vzorkd. Budouci
vyzkum by se meél soustfedit na zlepSeni vytéZnosti extrakéni metodiky, zejména pro
mikroplasty v blizkosti dolni meze detekce; vyhodnoceni vlivu tvaru ¢éstic na vytéznost jejich
extrakce; snizeni environmentalni stopy analytického postupu; jeho zjednoduseni a jeho

automatizace.
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