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Abstrakt 

Mikroplasty jsou velmi rozšířenými polutanty. Nachází se ve vodném, vzdušném i půdním prostředí. 

Mikroplasty se uvolňují přímo do půdy kupříkladu z mulčovacích fólií a textilií. V půdě se mikroplasty 

deponují a mohou mít negativní vliv na půdní mikrofaunu a makrofaunu. Žížaly jako ekosystémoví 

inženýři a půdní a střevní bakterie hrají významnou roli při biogeochemických cyklech biogenních 

prvků. Narušení funkce žížal, jejich střevních bakterií nebo bakterií půdních by mohlo mít dopad na celý 

ekosystém. V rámci této diplomové práce, byly žížaly Apporectodea sp. vystaveny mikroplastům 

z polypropylenové černé netkané textilie o koncentraci 1 g/kg půdy a 0,0265 g/kg půdy po dobu 14, 28 

a 56 dní. Byla sekvenována DNA pro identifikaci bakterií ze střeva žížal, z obsahu žížalího střeva  

a z chovné půdy. Dále byla provedena necílená analýza metabolitů z žížalího těla a extrakce imunitních 

buněk z žížal pomocí tří rozdílných metod. Nebyly zjištěny žádné signifikantní změny způsobené 

přítomností mikroplastů v zastoupení bakterií ze střeva, obsahu střeva a půdy, ale byly detekovány 

statisticky významné změny v metabolomu. Ze žížal se nepodařilo izolovat dostatečný počet 

imunitních buněk na další analýzu. Z výsledků není možno jednoznačně prokázat, zda mají mikroplasty 

vliv na střevní mikrobiotu žížal a jaký konkrétní vliv mají na jejich metabolismus. Nicméně výsledky 

naznačují, že mikroplasty nepředstavují inertní částice pro žížaly a výsledky práce dále ukazují, že je 

třeba dalších výzkumů v této oblasti.  

 

Klíčová slova: Mikroplasty, Mulčovací textilie, Apporectodea, Střevní mikrobiom, Metabolom, Imunitní 

buňky 

  



 
 

Abstract 

Microplastics are widespread pollutants found in aquatic, atmospheric, and soil environments. They 

are released directly into the soil, for example, from mulch films and textiles. Microplastics accumulate 

in the soil and can have a negative impact on soil microfauna and macrofauna. Earthworms, acting as 

ecosystem engineers, and soil and gut bacteria play a significant role in biogeochemical cycles  

of biogenic elements. Disruption of earthworm function, their gut bacteria, or soil bacteria could have 

an impact on the entire ecosystem. In the context of this thesis, earthworms of the species 

Apporectodea sp. were exposed to microplastics from polypropylene black nonwoven textile  

at concentrations of 1 g/kg soil and 0.0265 g/kg soil for 14, 28, and 56 days. DNA was sequenced to 

identify bacteria from the earthworm gut, gut contents, and rearing soil. Additionally, untargeted 

analysis of metabolites from the earthworm body and extraction of immune cells from earthworms 

using three different methods were conducted. No significant changes caused by the presence  

of microplastics were found in the representation of bacteria from the gut, gut contents, and soil, but 

statistically significant changes in the metabolome were detected. A sufficient number of immune cells 

could not be isolated from the earthworms for further analysis. The results do not unequivocally 

demonstrate whether microplastics have an impact on earthworm gut microbiota and what specific 

effect they have on their metabolism. However, the results suggest that microplastics are not inert 

particles for earthworms, and further research in this area is needed. 

 

Key words: Microplastics, Mulching fabric, Apporectodea, Gut microbiota, Metabolome, Immune cells 

 

  



 
 

Prohlášení 

Tato diplomová práce byla vypracována v Mikrobiologickém ústavu Akademie věd České republiky  

v Praze. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání jiného 

nebo stejného akademického titulu.  

 

V Praze, dne 30.40. 2024 

 

Tereza Flohrová 



 
 

Poděkování 

V první řadě bych chtěla poděkovat svému školiteli prof. RNDr. Tomáši Cajthamlovi, Ph.D., DSc.  

za možnost pod jeho odborným vedením zpracovat téma diplomové práce, za rady a trpělivost. Dále 

bych též chtěla velmi poděkovat panu prof. Ing. Mgr. Janu Frouzovi, CSc. za cenné rady ohledně chovu 

žížal a za pomoc s určováním nasbíraných žížal. Děkuji také RNDr. Petře Procházkové, Ph.D a Natividad 

Isabel Navarro Pacheco, Ph.D a Mgr. Aleně Grasserové, Ph.D za předání zkušeností v oblasti pitvání 

žížal a extrakce imunitních buněk z žížal. Díky patří i RNDr. Jaroslavu Semerádovi, Ph.D za všechny 

cenné rady a konzultace. Ráda bych poděkovala Mgr. Kamile Šrédlové, PhD. za kvalitativní analýzu 

mikrovláken pomocí infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací a za fotky, které 

v průběhu měření pořídila. Za velkou pomoc v oblasti metabolomické analýzy děkuji RNDr. Janě 

Boháčkové. Děkuji Ing. Aleně Filipové za trpělivost a za předání zkušeností v oboru izolace DNA a děkuji 

Mgr. Ivanu Titovovi a Mgr Kateřině Markové za konzultace vedené ohledně použitelnosti statistických 

analýz a za pomoc s provedením analýz v programu R. Děkuji všem ostatním kolegům z laboratoře  

za rady a odpovědi na mé všetečné a nekončící otázky. V neposlední řadě bych ráda poděkovala všem 

kamarádům, a hlavně svému Vítkovi za podporu při psaní. Díky patří i mé rodině za zázemí a prostředí, 

ve kterém mi umožnili věnovat se studiu. 

  



 
 

Obsah 
Obsah .................................................................................................................................................6 

Seznam zkratek ...................................................................................................................................8 

1 Úvod ...........................................................................................................................................9 

2 Literární přehled ....................................................................................................................... 10 

2.1 Plasty ............................................................................................................................... 10 

2.2 Mikroplasty ...................................................................................................................... 10 

2.2.1 Primární mikroplasty .................................................................................................... 11 

2.2.2 Sekundární mikroplasty ................................................................................................ 11 

2.3 Plastové mulčovací textilie ............................................................................................... 12 

2.4 Toxicita mikroplastů ......................................................................................................... 13 

2.5 Žížaly jako modelový organismus ..................................................................................... 13 

2.5.1 O žížalách obecně ........................................................................................................ 13 

2.5.2 Žížaly rodu Aporrectodea ............................................................................................. 16 

2.6 Žížalí mikrobiom ............................................................................................................... 18 

2.6.1 Bakterie ....................................................................................................................... 18 

2.6.2 Střevní mikrobiom žížal ................................................................................................ 18 

3 Metody a materiály ................................................................................................................... 22 

3.1 Materiály a roztoky .......................................................................................................... 22 

3.2 Metody ............................................................................................................................ 24 

3.2.1 Příprava mikroplastů a analýza hmotnosti mikrovláken ................................................ 24 

3.2.2 Izolace mikroplastových vláken z půd ........................................................................... 25 

3.2.2.1 Homogenizace půd .............................................................................................. 26 

3.2.2.2 Digesce ................................................................................................................ 26 

3.2.2.3 Flotace................................................................................................................. 27 

3.2.2.4 Detekce vláken .................................................................................................... 27 

3.2.3 Sběr a určování žížal, sběr půdy.................................................................................... 28 

3.2.4 Charakterizace chovné půdy ........................................................................................ 28 

3.2.5 Experimentální design .................................................................................................. 28 

3.2.6 Pitva žížal ..................................................................................................................... 30 

3.2.7 Analýza bakteriálního mikrobiomu ............................................................................... 30 

3.2.7.1 Izolace DNA ......................................................................................................... 30 

3.2.7.2 Polymerázová řetězcová reakce (PCR) .................................................................. 31 

3.2.7.3 Přečištění vzorků ................................................................................................. 32 

3.2.7.4 Qubit ................................................................................................................... 32 

3.2.7.5 Sekvenace a zpracování sekvenačních dat............................................................ 33 



 
 

3.2.8 Extrakce žížalích imunitních buněk ............................................................................... 35 

3.2.8.1 Extrakce imunitních buněk extrakčním pufrem .................................................... 35 

3.2.8.2 Extrakce imunitních buněk Pasteurovou pipetou ................................................. 35 

3.2.8.3 Extrakce imunitních buněk elektrickým napětím .................................................. 36 

3.2.9 Mikroskopování imunitních buněk ............................................................................... 37 

3.2.10 Necílená metabolomická analýza ............................................................................. 37 

3.2.10.1 Homogenizace a extrakce .................................................................................... 37 

3.2.10.2 Příprava vzorků na měření ................................................................................... 37 

3.2.10.3 Analýza extrahovaných vzorků ............................................................................. 38 

3.2.10.4 Zpracování dat ..................................................................................................... 38 

4 Cíl práce .................................................................................................................................... 39 

5 Výsledky .................................................................................................................................... 40 

5.1 Příprava a charakterizace mikroplastů .............................................................................. 40 

5.2 Izolace mikroplastových vláken z půd a pyrolýza .............................................................. 40 

5.3 Sběr a určování žížal ......................................................................................................... 41 

5.4 Charakterizace půdy ......................................................................................................... 42 

5.5 Hmotnost žížal v průběhu experimentu ............................................................................ 43 

5.6 Analýza bakteriálního mikrobiomu ................................................................................... 44 

5.7 Extrakce imunitních buněk ............................................................................................... 50 

5.8 Necílená metabolomická analýza ..................................................................................... 51 

6 Diskuse ..................................................................................................................................... 52 

6.1 Mikroplasty z mulčovací textilie........................................................................................ 52 

6.2 Sběr a určování žížal ......................................................................................................... 53 

6.3 Charakterizace půdy ......................................................................................................... 54 

6.4 Analýza bakteriálního mikrobiomu ................................................................................... 55 

6.5 Extrakce imunitních buněk ............................................................................................... 59 

6.6 Necílená metabolomická analýza ..................................................................................... 60 

7 Závěr ......................................................................................................................................... 62 

8  Bibliografie ............................................................................................................................... 64 

 



 
 

Seznam zkratek 
ACN acetonitril 

bp páry bazí (z angl. base pair) 

BSA hovězí sérový albumin 

Cox oxidovatený uhlík 

CTAB cetyltrimethylamoniumbromid 

dH2O destilovaná voda 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

dNTP deoxyribonukleotid 

EtOH ethanol 

FCH míra velikosti účinku (z angl. fold change) 

FeSO4 · 7H2O heptahydrát síranu železnatého 

FTIR infračervená spektroskopie s Fourierovou 

transformací 

HILIC chromatografie s hydrofilní interakcí 

(z angl. hydrophilic interaction 

chromatography) 

HNO3 kyselina dusičná 

H2O2 peroxid vodíku 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(z angl. high-performance liguid 

chromatography) 

H2SO4 kyselina sírová 

CHCl3 chloroform 

LC-MS kapalinová chromatografie 

s hmotnostní spektrometrií (z angl. liquid 

chromatography–mass spektrometry) 

MeOH methanol 

MPP z angl. Mass Profiler Professional  

MTEX mulčovací textilie 

NaCl chlorid sodný, sůl 

NC negativní kontrola 

N2O oxid dusný 

OTU operační taxonomická jednotka (z angl. 

operation taxonomic unit) 

PBS fosfátový pufr (z angl. phosphate buffered 

saline)  

PCoA analýza hlavních souřadnic (z angl. 

Principal Coordinates Analysis) 

PCR polymerázová řetězcová reakce 

PE polyethylen 

PET polyethylentereftalát 

PP polypropylen 

PS polystyren 

PVC polyvinylchlorid 

QC kontrola kvality (z angl. quality control)  

RPM otáčky za minutu (z angl. revolutions per 

minute) 

TiO2 oxid titaničitý  

TOC celkový organický uhlík (z angl. total 

organic carbon) 

UV ultrafialové světlo (z angl. ultraviolet) 

WHC schopnost půdy zadržet vodu (z angl. 

water holding capacity)  
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1 Úvod 
Mikroplasty, částice plastů o velikosti menší než 5 mm (NOAA, 2008), jsou dnes neoddělitelnou 

součástí životního prostředí (Pandey et al.,, 2022; Rafique et al.,, 2020; Olesen et al., 2019;  

Beriot et al., 2021; Chubarenko a Stepanova 2017). Mikroplasty mohou do životního prostředí 

vstupovat již v mikroskopickém měřítku, takové mikroplasty jsou nazývané primární. Nebo mohou 

vznikat rozpadem plastového odpadu, hraček či různých pracovních pomůcek v životním prostředí 

působením vnějších vlivů. Takové mikroplasty jsou nazývány sekundární (Cole et al., 2011). 

Mikroplasty přítomné ve vodě nebo ve vzduchu by bylo možno z tohoto prostředí aspoň částečně 

oddělit (Bannick et al., 2019; Dong et al., 2023), ovšem časem se mohou dostávat do půdy  

(Allen et al., 2019; Corradini et al., 2019), kde dochází k jejich depozici. Tyto pak izolovat z pevné 

matrice jako je půda, lze jen stěží.  

Je pravděpodobné, že se půdní fauna postupem času dostane do kontaktu s čím dál tím vyššími 

koncentracemi mikroplastů. O tom, že mikroplasty mají vliv na životní funkce a životaschopnost 

organismů, je publikováno mnoho článků (Lu et al., 2016; Oliveira et al., 2013; Ribeiro et al., 2017; 

Rodríguez-Seijo et al., 2018; Yang et al., 2020). Žížaly jako klíčový druh terestrického ekosystému jsou 

v půdě mikroplastům vystaveny a pomáhají i jejich transferu do hlubších vrstev (Rillig et al., 2017).  

U žížal Eisenia andrei vystavených mikroplastům byla kupříkladu detekována imunitní odpověď  

a poškození střeva (Rodriguez-Seijo et al., 2017). Byla zaznamenána i změna ve střevním mikrobiomu 

žížal (Li et al., 2022; Chan et al., 2023).  

Bakterie se svými metabolickými procesy podílejí na globálních biogeochemických cyklech prvků. 

V půdě pomocí svých enzymů dokáží rozložit složité organické látky jako je celulóza na jednodušší cukry 

a tím zvýšit dostupnost uhlíku pro vyšší organismy (Crawford a Sutherland, 1979; Bao et al., 2019). 

Střevní mikrobiom žížal je velmi důležitou součástí půdního koloběhu prvků a živin. Průchodem půdy  

s mikroorganismy střevem žížaly dochází k namnožení určitých půdních bakterií a k podpoře a zesílení 

některých biochemických dějů (Zhou G. et al., 2019; Wu et al., 2015). 

Pokud by vlivem mikroplastů docházelo k negativnímu ovlivnění žížal, ke změně střevního 

mikrobiomu či dysmikrobii, mohlo by to mít dopad na celý ekosystém (Blouin et al., 2013). 
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2 Literární přehled 
 

2.1 Plasty 
Prvním plastovým syntetickým materiálem, který byl roku 1907 objeven belgickým rodákem 

Leo Hendrikem Baekelandem, je bakelit (Shashoua, 2012). Od té doby došlo k vývoji mnoha dalších 

typů plastů, které lidstvu usnadňují každodenní život. K nejrozšířenějším patří polyethylen (PE), 

polypropylen (PP), polystyren (PS), polyethylentereftalát (PET), polyvinylchlorid (PVC). 

Díky svým vlastnostem jako je například nízká tepelná a elektrická vodivost, rozpustnost  

a hustota, vysoká odolnost vůči korozi a nízká cena se plast stal oblíbeným materiálem ve všech 

odvětvích průmyslu. V roce 1950 činila globální produkce 1,5 milionu tun plastu ročně (PlasticsEurope, 

2010), v roce 2021 390,7 milionu tun plastu ročně (PlasticsEurope, 2022a) a v roce 2060 se předpokládá 

roční produkce plastu 1 014 milionu tun (OECD, 2022).  

Desítky let tak dochází k rapidnímu nárůstu produkce plastů. Záznamy z roku 2019 říkají, že  

z 29,5 milionu tun obalového materiálu bylo jen 10,2 milionu tun posláno k recyklaci a pouhých  

4,6 milionu tun plastu bylo zrecyklováno a vráceno do oběhu. Zbylý plast byl buď skládkován, spálen, 

nebo došlo ke ztrátám při recyklaci (PlasticsEurope, 2022b). Toto dokumentuje, že se plasty, nejen  

z odpadového hospodářství, dostávají do životního prostředí, kde se hromadí a dochází k jejich 

pomalému rozpadu na mikroplasty. 

 

2.2 Mikroplasty 
Termín „mikroplasty“ se dostal do povědomí roku 2004, kdy ho poprvé zavedl britský mořský 

biolog, profesor Richard C. Thompson (Thompson et al., 2004). Termín mikroplasty používal pro 

mikroskopické částice plastu, dále mikroplasty nedefinoval. Ovšem ani dnes není zavedena jednotná 

definice mikroplastů (Frias a Nash, 2019). Mikroplasty jsou nejčastěji definovány dle NOAA (2008) jako 

částice plastů menších než 5 mm. Verschoor (2015) se ve své zprávě pustil hlouběji do definice 

mikroplastů a doporučil pro popis mikroplastů použít 5 kritérií: chemické složení, skupenství, velikost 

částice, rozpustnost ve vodě a degradovatelnost. Definice by pak zněla následovně. Mikroplasty jsou 

nedegradovatelné, ve vodě nerozpustné pevné syntetické polymerní částice menší než 5 mm.  

Mikroplasty jsou dnes všudypřítomné a byly nalezeny v celé zemské biosféře  

(Wang Ch. et al., 2021). Jako příklady míst, kde všude byly mikroplasty nalezeny tak budou použita 

spíše místa neočekávaná. Mikroplasty byly detekovány v ledu Severního ledového oceánu  

(Obbard et al., 2014; Peeken et al., 2018), ve sněhu v Alpách a na Severním pólu  

(Bergmann et al., 2019), na mořském dně (Bergmann et al., 2017; Mu et al., 2019), v Mariánském 

příkopu (Peng et al., 2018), v řekách Tibetské náhorní plošiny (Jiang Ch. et al., 2019) a na poušti v Íránu 

(Abbasi et al., 2021). 
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2.2.1 Primární mikroplasty 
Mikroplasty se dají dělit dle způsobu vzniku a vstupu do životního prostředí na primární  

a sekundární (Cole et al., 2011). Primární mikroplasty jsou mikroplasty vyrobené přímo pro využití  

v průmyslu, dostávají se do životního prostředí již v mikroskopickém měřítku. Do této kategorie tak 

spadají například i mikroplasty vzniklé praním prádla (Hyeon et al., 2023), nebo mikroplasty vzniklé  

z odírání automobilových pneumatik (Hoeke et al., 2024; Boucher a Friot, 2017). Dále se dají najít  

v kosmetických produktech, jako jsou různé tělové krémy, sprchové gely, holicí krémy a opalovací 

krémy, kde plní roli exofoliantů (Fendall a Sewell, 2009; Hoang et al., 2022). Mimo již zmiňovaných 

kosmetických produktů, můžeme primární mikroplasty najít i v barvách na vlasy, v lacích na nehty,  

v deodorantech a v zubních pastách (Zitko a Hanlon, 1991; Lassen et al., 2015; Boucher a Friot, 2017). 

Tyto plasty jsou dříve či později smyty z těla a tím se dostávají do odpadních vod, do čistírny odpadních 

vod a do kalů, kterými se hnojí zemědělská pole. Dále se primární mikroplasty využívají  

ve farmaceutickém průmyslu jako nosiče účinných látek nebo jako průmyslová abraziva používaná 

například při čištění tryskáním, či jako složka vrtných kapalin při průzkumu ropy a zemního plynu 

(Lassen et al., 2015; Sundt et al., 2014; Essel et al., 2015). Do životního prostředí se mohou primární 

mikroplasty dostat také přímo z výroby při transportu (Duis a Coors, 2016). 

2.2.2 Sekundární mikroplasty 
Sekundární mikroplasty vznikají rozpadem makroplastů přítomných v životním prostředí. Vlivy 

působící na makroplasty jsou mechanického typu (abraze pískem, vodou nebo zeminou) (Yang et al., 

2023; Bhattacharjee et al., 2023), fyzikálního (teplo, ultra fialové záření, UV) (Mailhot et al., 2000)  

a biologického (působení mikroorganismů) (Jain et al., 2022; Jeon et al., 2021; Habib et al., 2020).  

Za sekundární mikroplasty se považují rozpadlé plasty, které se dostaly do životního prostředí 

odhazováním odpadu mimo místa k tomu určená, špatným skládkováním, ale i při přírodních 

katastrofách jako hurikány a záplavové vlny (Ryan et al., 2023). Mezi velké zdroje sekundárních 

mikroplastů se řadí i rybářský průmysl a lodní doprava, kde dochází mimo jiné k oděru a ztrátám 

rybářských sítí a pastí na chobotnice (Andriolo a Gonçalves, 2023; Skirtun et al., 2022). Z lodních nátěrů 

také dochází k uvolňování mikroplastů (Galafassi et al., 2019; Song et al., 2014; Imhof et al., 2016).  

Ve městech, kromě již zmiňovaného plastového odpadu nacházejícího se mimo místa pro odpad 

určená, se mikroplasty generují i abrazí nátěrů budov, umělých trávníků (Lassen et al., 2015)  

a pozemního silničního značení (Vianello et al., 2019). Nebo se později vlivem srážek mikroplasty 

dostanou do odpadních vod či přímo do životního prostředí (Zhang et al., 2019). 

Významným zdrojem sekundárních mikroplastů v půdě jsou mulčovací filmy a textilie 

používané v zemědělství i na soukromých zahradách (Huang et al., 2020). Dále se ke zdrojům 

sekundárních mikroplastů v půdě mohou řadit fóliové kryty na zahrady, senážní fólie na balení balíků 

sena, různé zavlažovací systémy a plastové zahradnické pomůcky (Kasirajan a Ngouajio, 2012).  
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Půda patří k prostředí, kde se mikroplasty hromadí spíše, než vznikají. Dalším zdrojem 

mikroplastů v půdě jsou kaly z čistíren odpadních vod, kterými se půda hnojí  

(Carr et al., 2016; Magni et al., 2019). 

2.3 Plastové mulčovací textilie 
Mulče obecně jsou přírodní a syntetické materiály organického nebo anorganického původu, 

které se pokládají na povrch půdy za účelem mulčování (Chalker-Scott, 2007). Při mulčování nedochází 

k odparu vody z půdy a tím dochází ke zvýšení vlhkosti půdy (Ahmad et al., 2020; Russel, 1940). Další 

výhodou mulčování je zabránění růstu plevele (Wilen et al., 1999; Ahmad et al., 2020), zabránění eroze 

půdy (Borst a Woodbrun, 1942) a udržování stálé teploty půdy (Kader et al., 2019). Mulčování tak 

zvyšuje produktivitu pěstování (Mutetwa a Mtaita, 2014). 

V literatuře je možno se setkat s pojmy: geotextilie (anglicky Geotextile), mulčovací fólie (anglicky 

Mulching Film) a mulčovací textilie (MTEX, anglicky Mulching Fabric). 

Geotextilie je vyrobena ze syntetických vláken, může být tkaná či netkaná. Používá se ve stavebním 

inženýrství, kde má funkci zpevňovací, drenážní (odvod vody), filtrační (zamezení vyplavování sypkých 

zemin), ochrannou (ochrana hydroizolace) a separační (zábrana promíchávání vrstev půdy různých 

vlastností) (Ingold, 1993). 

Mulčovací fólie je PE materiál podobný měkčenému PVC. Používá se též na soukromé zahrady, 

ale větší využití má v zemědělství, kde se používá k mulčování velkých ploch. Zároveň se jedná o první 

mulčovací materiál, se kterým průkopník v mulčování pomocí plastové hmoty, profesor E.M. Emmert 

z Kentucky, začínal své experimenty (Emmert, 1957). Od té doby došlo k masivnímu nárůstu používání 

plastu jako materiálu pro syntetické mulče. V roce 2020 bylo globálně na mulčování použito zhruba  

2 milionu tun plastu (Wang S. et al., 2022).  

MTEX je už z podstaty svého názvu textilie. Jedná se o syntetická vlákna propletená (tkaná 

forma textile) nebo pouze termicky spojená k sobě (netkaná forma textilie). Barvu mohou mít MTEX 

bílou, hnědou nebo černou dle aditiv. Uhlíková čerň se kupříkladu používá jako barvivo a zároveň 

funguje jako UV stabilizátor a chrání textilii před oxidací, stejně funguje oxid titaničitý (TiO2), který 

dodává textilii naopak bílou barvu. Různých aditiv, která se používají i během výroby textilií a mají 

antimikrobiální nebo proti hořlavý efekt, je celá řada (Wiewel a Lamoree, 2016). S MTEX se lze 

majoritně setkat na soukromých zahradách. Nejčastěji si ji lidé spojí se sazeničkami jahod, paprik, 

salátu atp.  

Ze studií je známo, že na polích dochází k postupnému rozpadu mulčovací fólie na mikroplasty 

(Junhao et al., 2022; Li et al., 2020; Wang T. et al., 2021; Liu et al., 2022), ovšem téma rozpadu MTEX 

by potřebovalo hlubšího zkoumání. 
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2.4 Toxicita mikroplastů 
Z nepřeberného množství článků vyplývá, že mikroplasty mají na živočichy negativní vliv.  

U živočišných druhů vystavených mikroplastům bylo sledováno zvýšení oxidativního stresu  

(Alomar et al., 2017; Schirinzi et al., 2017), genotoxicita (Jiang X. et al., 2019; Çobanoğlu et al., 2021), 

imunotoxicita (Zhou, et al., 2020; Tang et al., 2020; Li et al., 2023), neurotoxicita (Yu et al., 2023;  

Suman et al., 2023), snížená reprodukce (Ju et al., 2019; Kwak a An, 2021), změna chování organismů 

(Yin et al., 2018; 2019) a změna střevního mikrobiomu (Li R. et al., 2023; Xu et al., 2024;  

Zhu et al., 2024). 

Z předchozích článků, popisujících vlivy mikroplastů na živočichy, by se mohlo zdát, že jsou 

samotné mikroplasty velmi toxické částice. Je ovšem nutno si uvědomit, že studie o toxicitě jsou 

prováděny v laboratořích za uměle nastavených podmínek a modelové organismy jsou často 

vystavovány koncentracím mikroplastů neodpovídajícím environmentálním koncentracím. Dále jsou 

organismy vystavovány čistým plastům z výroby (Zhu et al., 2024; Ding et al., 2024). V reálném 

prostředí se nacházejí mikroplasty různých tvarů a složení v různém stádiu rozpadu (Kwak et al., 2013; 

Barboza et al., 2020; Cheung a Fok, 2017) a díky svému velkému specifickému povrchu poskytují 

prostor pro sorpci jiných polutantů (Arienzo et al., 2021; Titov, 2022) a mikrobiálních společenstev 

(Wang J. et al., 2021; Zhang W. et al., 2022; Viršek et al., 2017). Popis účinků mikroplastů na organismy 

v reálném prostředí tak pravděpodobněji bude mnohem složitější i z pohledu negativních kontrol. 

 

2.5 Žížaly jako modelový organismus 

2.5.1 O žížalách obecně 
Žížaly (Crassiclitellata) jsou společně s pijavicemi jednou z nejznámějších skupin 

máloštětinatých opaskovců (Clitellata). Fylogenetické studie postavené na větším množství 

molekulárních markerů staví tuto monofyletickou skupinu do příbuznosti se skupinou Moniligastrida 

(Erséus et al., 2020). Charakteristické jsou více vrstevnatým opaskem (clitellum), který je výraznější než 

u ostatních maloštětinatých opaskovců. Další apomorfií je tzv. oktogonadální uspořádání pohlavních 

orgánů. Jedná se o stav, kdy se ve 4 za sebou jdoucích segmentech nacházejí 2 páry semenných váčků 

(testes) a 2 páry vaječníků (ovarium). I když se pravé žížaly vyvinuly zřejmě z druhů čistě vodních 

(Rousset et al., 2008), většina pravých žížal je čistě terestrická. 

Tvar těla mají žížaly válcovitý a podlouhlý, měřit mohou od 2 či 4 cm po 1 m. Barvu mohou mít 

od šedo/bílo růžové přes růžovou, purpurovou, hnědou až zelenou (Pižl, 2018). Žížalí coelom je 

přepážkami rozdělen do článků, na kterých jsou štětinky. Povrch těla kryje kutikula, po kterou se 

nachází epidermis, okružní a podélná svalovina. Celým žížalím tělem prochází nepřerušeně nervová, 

cévní a trávicí soustava. Nervová soustava je gangliová, se zauzlinami v každém článku těla. V hlavové 

části se nachází hlavové a podhltanové zauzliny. Cévní soustava je uzavřená, podél břišní a hřbetní části 
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procházejí hlavní cévy propojené příčnými spojkami (komisurami). Komisury v oblasti jícnu jsou 

tvořeny svalnatými cévami a zajišťují pumpování krve. Žížaly dýchají povrchem těla, proto pokožka žížal 

obsahuje velké množství malých cév zajišťujících dýchání. Trávicí soustava se dělí na hltan, jícen, 

žláznatý žaludek, svalnatý žaludek a střevo. V každém článku je přítomna metanefridie, vylučovací 

orgán žížal viz Obrázek 1. Žížaly jsou hermafroditi, kteří mají v dospělosti opasek s vajíčky.  

(Campbell a Reece, 2006; Rosypal, 2003). 

 

  

           

            

         

       

      

            

                  
            

        

    

        

        

     

         

    

         

       

      

       

            

      

      

                 

        

         

        

         

        

    

      

         

       

            

        

Obrázek 1 Obecná anatomie žížal Obecná anatomie žížaly, převzato a upraveno v 
programu Inkscape z webové stránky (Mehr a Dilip, 2017) 
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Dle (Bouché, 1977) se žížaly dělí na 3 skupiny (viz. Obrázek 2). Na žížaly epigeické živící se 

opadem a vyskytujícími se na povrchu půdy. Na žížaly endogeické živící se minerální půdou méně 

bohatou na organickou hmotu a vyskytujícími se ve vrchních vrstvách půdy. Hloubící vertikální 

chodbičky, zřídka lezoucí na půdní povrch. A na žížaly aneické žijící ve spodních vrstvách půdy, hloubící 

vertikální chodbičky a živící se organickou hmotou z povrchu půdy, kterou zabudovávají hluboko pod 

povrch. 

Žížaly se vyskytují na všech kontinentech, ovšem převážná většina se nachází v subtropických, 

tropických oblastech a v mírných pásech. Dnes je známo přes 5000 druhů žížal. Ve střední Evropě je 

nejvíce žížal z čeledi Žížalovití (Lumbricidae) s více než 150 druhy, z čehož je okolo 52 druhů známo 

v České republice. Žížaly se více vyskytují v úrodnějších rozmanitějších, nezaplavených půdách 

Obrázek 2 Obrázek ilustrující odlišné ekologické strategie (skupiny) žížal, převzato 
a upraveno pomocí programu Inkscape od (Hsu et al., 2023). 
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v lužních lesích nebo na loukách, méně již v jehličnatých lesích, rašeliništích či v orné půdě. Výskyt žížal 

v půdě se pohybuje okolo počtu 80 až 800 jedinců na 1 m2 (Miko, 2019; Pižl, 2018). 

Žížaly patří mezi saprofágní makrofaunu půdy, živí se odumřelou organickou hmotou, 

mikroorganismy a velmi zřídka malými půdními organismy. Svými aktivitami mění fyzikální vlastnosti 

půdy a chemické složení půdy (Lavelle et al., 1997). Proto jsou často označovány jako ekosystémoví 

inženýři (Jones et al., 1994). Žížaly svou činností promíchávají a fragmentují organickou hmotu  

z povrchu půdy a zabudovávají ji hlouběji pod povrch. Hrají tak důležitou roli v cyklu uhlíku a dusíku 

(Don et al., 2008; Fahey et al., 2013; Parkin a Berry, 1999). Je prokázáno, že se v žížalích chodbičkách 

vyskytují nitrifikační a denitrifikační bakterie. Půda s žížalími chodbičkami obsahuje vyšší množství 

dusičných (NO3
-) a amonných (NH4

+) iontů než půda, kde se žížaly nevyskytují (Parkin a Berry, 1999; 

Horn et al., 2003; Tillinghast et al., 2001) 

Bioturbací žížaly půdu též mechanicky rozrušují a provzdušňují (Friend, 1912). Dochází tak  

ke změně anaerobního prostředí na aerobní a ke vzniku prostorů, kde se mohou usadit 

mikroorganismy. Žížalí chodbičky též zvyšují potenciál půdy pojmou vodu (Capowiez et al., 2014; Ernst 

et al., 2009). Půdy tak při srážkách mají menší tendenci být podmáčené. 

Důležité jsou i žížalí exkrementy, které mají vůči půdě vyšší zastoupení některých iontů jako je 

fosfor, draslík, hořčík či vápník (Basker et al., 1993), vyšší podíl dusíku, rozpustného uhlíku a vyšší 

mikrobiální aktivitu (Daniel a Anderson, 1992; Ruz-Jerez et al., 1992; Wu et al., 2015). Žížalí exkrementy 

jsou plné živin, které jsou dostupné pro rostliny. Rostliny v půdě s žížalami mají zvýšený příjem dusíku 

(Zhao a Huang, 1991; Tomati et al., 1988) a vyšší biomasu (Lui et al., 1991; Edwards, 1995).  

V neposlední řadě slouží žížaly jako důležitá potrava pro dravce. 

Díky tomu, že jsou žížaly nejdůležitějším půdním makroorganismem a jsou citlivé k toxickým 

látkám, byly přijaty jako půdní bio indikátor (OECD, 1984; 2004). 

 

2.5.2 Žížaly rodu Aporrectodea 

Rod žížal Aporrectodea (viz. Obrázek 3, str.17) se řadí do čeledě žížalovití. Druh žížaly temné 

(Aporrectodea caliginosa) (Savigny, 1826) je nejrozšířenější žížalou v palearktické oblasti a jedná se  

o žížalu, se kterou se člověk nejčastěji setká na obdělávaných polích, loukách nebo zahradách (Boström 

a Lofs-Holmin, 1996; Pérez-Losada et al., 2009; Boag et al., 1997; Curry et al., 2008; Sims a Gerard, 

1999). A. caliginosa je nazývána komplexem druhů, kam patří A. caliginosa s.s., Aporrectodea 

trapezoides, Aporrectodea tuberculata a Aporrectodea nokturna, které od sebe nelze lehce 

morfologicky rozlišit a musí se přistoupit k metodám molekulární biologie (Pérez-Losada et al., 2009; 

Fernández et al., 2012). Aporrectodea sp. je endogeická (Bouché 1977) polyhumická (Hsu et al., 2023) 

žížala (viz. Obrázek 2, str. 15). Žije ve vrchních 15 cm pod povrchem půdy (Bart et al., 2018) a živí se 

rozkládající se organickou hmotou bohatou na uhlík a hlavně dusík (Hsu et al., 2023;  
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Zareitalabad et al., 2010). Jedná se o málo pigmentovanou šedorůžovou žížalu o velikosti 60-85 mm 

(Sims a Gerard, 1999). 

A. caliginosa je stejně jako například Žížala hnojní (Eisenia fetida, čeleď Lumbricidae) 

modelovým organismem využívaným v toxikologických testech (Mosleh et al., 2003; Wang et al., 2012). 

Práce s druhem E. fetida má tu výhodu, že je dostupný z laboratorních chovů. Využití takto chovaných 

žížal zaručuje práci s definovanými jedinci (stejně starými, podobně velikými a živenými, chovanými  

ve stejných definovaných podmínkách). Další výhodou je jeho snadný chov a širší znalosti o tomto 

druhu (Lowe a Butt, 2007). Na rozdíl od druhu E. fetida hodícího se na prvotní testování toxicity látek, 

je A. caliginosa relevantním druhem pro výzkum toxických látek vyskytujících se ve volné přírodě  

(Bart et al., 2018). Existuje nespočet článků o vlivu mikroplastů na žížalu E. fetida (Li et al., 2024;  

Trakić et al., 2024; Chen et al., 2020; Jiang et al., 2020), ale jen několik článků o vlivu mikroplastů  

na žížalu A. caliginosa (Palmqvist et al., 2019). 

  

Obrázek 3 Fotografie zachycující jedince žížaly Aporrectodea sp. nasbíraného v okolí obce Velké Přílepy, foto: autor. 



 

18 
 

2.6 Žížalí mikrobiom 

2.6.1 Bakterie 
Jedná se o živé jednobuněčné prokaryotické organismy o velikosti od desetin do stovek 

mikrometrů. První, kdo pozoroval a objevil bakterie v roce 1676, byl holandský obchodník s textilem 

Antonie van Leeuwenhoek. Bakterie pozoroval pomocí jím zkonstruovaného mikroskopu (Kutschera, 

2023).  

Z antropocentrického hlediska mohou být bakterie vnímány spíše negativně, jako patogenní 

agens. Bakterie ovšem nejsou jen patogenní a tvoří velmi důležitou složku biosféry. Díky dlouhé evoluci 

se dokázaly přizpůsobit různorodému prostředí a vyvinout rozmanité typy metabolických drah, které 

jsou neodlučitelnou součástí biogeochemických cyklů celé Země. 

„Život bez mikrobů by nebyl možný“ (z angl. “Life would not long remain possible in the 

absence of microbes.“), tvrdil již v 19. století Louis Pasteur. Gilbert a Neufeld (2014) ve svém článku 

vytvářejí fikci světa bez bakterií. Popisují, že kromě faktu, že jsou eukaryotické organismy bakteriím 

vděčné za svou existenci v podobě mitochondrií a rostliny i v podobě chloroplastů, by bez bakterií 

pravděpodobně došlo k zastavení biogeochemických cyklů. Kupříkladu by nejspíše došlo k zastavení 

fixace vzdušného dusíku, klesla by koncentrace kyslíku a vzrostla koncentrace oxidu uhličitého. Živiny 

by se bez přispění bakterií a bakteriálních enzymů staly pro primární producenty obtížně dostupné. 

Autoři věnovali svoji pozornost i živočichům a diskutovali možnost negativního dopadu nepřítomnosti 

symbiotických mutualistických bakterií na imunitní systém a v neposlední řadě i na vstřebávání živin 

živočichy. Nejenže jsou tedy bakterie neodmyslitelnou součástí prostředí a živočichů, dnes jsou  

i neodmyslitelnou součástí velkého množství průmyslových odvětví (Zhong et al., 2013;  

Doelle et al., 1989; Zielińska et al., 2016; Gargouri et al., 2014). 

 

2.6.2 Střevní mikrobiom žížal 
Střevo žížal je prostředím, kde dochází k přímému kontaktu střevních bakterií s půdními 

mikroorganismy. Ačkoliv jsou žížaly v permanentním kontaktu s půdou a půdními mikroorganismy, je 

prokázáno, že mají žížaly svůj stálý střevní mikrobiom (Liu et al., 2018). Průchodem půdy a půdních 

mikroorganismů střevem dochází k jejich namnožení či redukci. Jenkinson (1963) popisuje tzv. Priming 

effect. Z literatury znám též jako paradox šípkové Růženky (Sleeping Beauty paradox), který říká, že  

v půdě se vyskytují některé mikroorganismy v dormantním stádiu. Tyto mikroorganismy se mohou 

časem dostat do vyhovujícího prostředí jako je například žížalí střevo či žížalí chodbičky, kde se nachází 

uhlík v asimilovatelné podobě a mikroorganismy se tak stanou metabolicky aktivními. 

Za pomoci enzymů mikroorganismů ve střevě žížal dochází k rozkladu složitých organických 

látek jako je celulóza či lignin (Scheu, 1993; Lattaudl et al., 1999; Beloqui et al., 2010) a k dalším dějům 

podporujícím biochemické cykly uhlíku a dusíku (Wu et al., 2015). Střevo žížal je na živiny bohaté 
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(Barois et al., 1993), anoxické prostředí (Horn et al., 2003). O anaerobióze svědčí přítomnost oxidu 

dusného (N2O) ve střevě žížal jako produktu dýchacího řetězce denitrifikačních bakterií  

(Karsten a Drake, 1997; Horn et al., 2006; Matthies et al., 1999; Ihssen et al., 2003) viz Tabulka 1.  

Li et al., (2021) zkoumali abundanci bakterií schopných anaerobní oxidace amoniaku (anammox)  

ve střevě endogeické žížaly Pheretima guillelmi a v půdě. Zjistili, že abundance anammox bakterií se  

ve střevě snižuje oproti půdě, kde se abundance nemění oproti ostatním zkoumaným bakteriím, které 

průchodem střeva svou abundanci zvyšují. 

Tabulka 1 Tabulka převzata a přeložena dle (Drake a Horn, 2007). 

 

Horn et al., (2003) ve svém článku popisují přítomnost fermentativních metabolitů jako je 

formiát, acetát, laktát a sukcinát ve střevě žížal též podporující anaerobiózu střeva. Zeibich et al., (2019) 

popisují přítomnost fermentativních bakterií ve střevě žížaly obecné (Lumbricus terrestris). 

Fermentující bakterie byly přítomny jak v obsahu žížalího střeva, tak v samotném střevu. Byla 

pozorována výrazně snížená fermentace v půdě. Wüst et al., (2011) identifikovali Clostridiaceae  

a Enterobacteriaceae jako hlavní fermentující čeledě bakterií v obsahu střeva L. terrestris. Dalšími 

výraznými anaerobními mikroorganismy jsou metanogenní Archaea, která byla ve střevě žížal také 

potvrzena (Koubová et al., 2012; Depkat-Jakob et al., 2012; Schulz et al., 2015), viz Tabulka 2, str. 20. 

Kromě toho, že mikroorganismy ve střevě napomáhají rozkladu složitých organických látek, 

samotné mohou žížale sloužit jako zdroj aminokyselin (Larsen et al., 2016) a lipidů  

(Sampedro et al., 2006). 

  

Aporecrrectodea 
spp. 

Skupiny bakterií 

(bakterie/g suché 
hmotnosti) 

S/P Reference 
Střevo 

(S) 
Půda 

(P) 

oxické podmínky 

fakultativní aerobové 3 × 108 9 × 106 33  (Ihssen et al., 2003) 

bakterie oxidující NH4
+ 2 × 105 2 × 104 10  (Ihssen et al., 2003) 

bakterie oxidující NO2
- 3 × 105 2 × 104 15  (Ihssen et al., 2003) 

anoxické podmínky 

fakultativní anaerobové 1 × 107 2 × 105 50  (Ihssen et al., 2003) 

bakterie redukující NO3
- 1 × 107 4 × 105 25  (Ihssen et al., 2003) 

denitrifikační bakterie 6 × 106 2 × 104 300  (Ihssen et al., 2003) 

Celkový počet bakteriálních buněk 1× 1010 6 × 109 2  (Krištůfek et al 1995) 
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Tabulka 2 Tabulka převzata a upravena dle (Drake a Horn 2007), založena na datech z následujících článků (Trigo a Lavelle 
1993; Horn et al., 2003; Laverack 1963; Sampedro et al., 2006; Tillinghast et al., 2001; Trigo a Lavelle 1995; Barois a Lavelle, 
1986). 

Parametr Střevo Půda 

Kyslík  0 
koncentrace 
proměnlivá 

Obsah vody (% čerstvé váhy) 40–90 ≈20–40 

pH 6,4–7,7 4,6–7,1 

Celkový uhlík (C) (mg/g) suché váhy 80–110  20–40 

Celkový dusík (N) (mg/g) suché váhy 11 2 

C/N 7 10 

Dusičnany (NO3
-) (mM) 0.3 0.9 

Dusitany (NO2
-) (mM) 0,22 0,04 

Amonný kation (NH4
+) (mM) 0,5–20 0,05–0,09 

Volně rozpustné aminokyseliny (µM) 410 10 

Celkové rozpustné aminokyseliny (µM) 1280 17 

Celkové mastné kyseliny (C12-C24) (µmol/g) suché váhy 3,8 0,6 

Glukóza (mM) 32 (až 137) ND 

Maltóza (mM) 3 (až 15) ND 

Formiát (mM) 4 (až 18) ND 

Acetát (mM) 3 (až 24) ND 

Laktát (mM) 1 (až 5) ND 

Sukcinát (mM) 1 (až 3) ND 

 

Na změny ve střevním mikrobiomu žížal má nejvíce vliv, jestli se jedná o žížalu epigeickou, 

endogeickou nebo aneickou, poté v jakém prostředí se nachází a o jaký druh se jedná  

(Thakuria et al., 2010). 

Sapkota et al., (2020) určili zastoupení jednotlivých bakteriální kmenů (phyllum) z obsahu 

střeva u žížal A. caliginosa, Allolobophora chlorotica, A. tuberculata a Lumbricus herculeus. Byly 

identifikovány Acidobacteria (nyní Acidobacteriota) (Oren a Garrity, 2021), Actinobacteria (nyní 

Actinomycetota), Bacteroidetes (nyní Bacteroidota), Chloroflexi (nyní Chloroflexota), Firmicutes (nyní 

Bacillota), Latescibacteria, Nitrospirae (nyní Nitrospirota), Patescibaceria, Proteobacteria (nyní 

Pseudomonadota), Rokubacteria, Tenericutes (nyní Mycoplasmatota) a Verrucomicrobia (nyní 

Verrucomicrobiota), z čehož byl pro žížalu A. caliginosa charakteristický kmen Acidobacteria a třída 

Alphaproteobacteria. Tikhonov et al., (2016) z trávicí tekutiny ze střeva žížaly A. caliginosa izolovali  

a namnožili 5 hlavních bakteriálních druhů, kterými byly Aeromonas encheleia (Proteobacteria, nyní 

Pseudomonadota), Bacillus thuringiensis (Bacillota), Acinetobacter sp. (Pseudomonadota), Aeromonas 

sp. (Pseudomonadota) a Streptomyces sp. (Actinomycetota). Následně zkoumali rozklad huminových  
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kyselin těmito bakteriemi s a bez střevní tekutiny žížal. Jediný Acinetobacter z počátku 

inkubace vykazovat zpomalený růst, ostatní druhy bakterií nikoliv. Ve střevě A. caliginosa se můžeme 

setkat s výše zmíněnými druhy bakterií rozkládajícími huminové kyseliny. Byzov et al., (2009) izolovali 

ze střeva žížaly A. caliginosa následující kultivovatelné druhy Aeromonas sp., Buttiauxella sp., 

Buttiauxella brennerae, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas proteolytica 

(Gammaproteobacteria, Pseudomonadota). Dalšími byly Delftia acidovorans (Betaproteobacteria, 

Pseudomonadota), Ochrobactrum grignonense (Alphaproteobacteria, Pseudomonadota), Bacillus 

circulans (Bacillota), Microbacterium paraoxydans, Streptomyces sp. (Actinomycetota), 

Chryseobacterium scophthalmum, Sphingobacteriaceae bacterium (Bacteroidota).  

Bakterie produkující N2O byly u A. caliginosa nalezeny hlavně v obsahu střeva. V samotném 

střevním mikrobiomu se bakterie s disimilativní redukcí nitrátu a denitrifikační bakterie moc 

nevyskytují (Horn et al., 2003; Ihssen et al., 2003). 

Bylo publikováno mnoho studií o ovlivnění mikrobiomu polutanty u žížal.  

Astaykina et al., (2022) zkoumali vliv 3 pesticidů na střevní mikrobiom žížaly L. rubelus. Byly ovlivněny 

bakterie, které se účastní rozkladu organické hmoty, nitrifikace, denitrifikace a disimilace nitrátu. Může 

tak docházet k ovlivnění cyklu uhlíku a dusíku v půdě. Ovlivnění mikrobiomu může mít vliv na přežití  

a schopnost rozmnožování u žížal, jak zjistili Ding et al., (2020), kteří vystavili žížalu Enchytraeus 

crypticus mikroplastům z automobilových pneumatik. Dále došlo k namnožení patogenních bakterií  

z čeledě Enterobacteriaceae a Aeromonadaceae, které byly spojeny se střevními záněty  

(Winter et al., 2013; Takahashi et al., 2014) a tím by dále mohlo docházet k šíření patogenních bakterií 

do půdy. Přestože existuje mnoho článků o vlivu různých druhů polutantů na střevní mikrobiom žížal 

(Zhao et al., 2024b; Zhang et al., 2023; Mirleau et al., 2024; Chang et al., 2021;  

Krishnaswamy et al., 2021; XIA et al., 2023; Zhu et al., 2022), článků o vlivu mikroplastů na střevní 

mikrobiom je pouze několik (Lahive et al., 2022; Yang et al., 2022; Xu a Yu 2021). 
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3 Metody a materiály 

3.1 Materiály a roztoky 
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MinElute PCR Purification Kit (50) QIAGEN SNR

Qubit™ dsDNA Quantitation, Broad Range Invitrogen USA

SEKV MiSeq Illimuna USA

Methanol Honeywell USA

Chloroform Penta chemicals ČR

Acetonitril Honeywell SNR

Octan amonný ≥99%, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK

Mravenčan amonný ≥99%, HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK

Amonný roztok 20 - 22% HiPerSolv CHROMANORM® for LC-MS VWR Chemicals UK

Kyselina mravenčí Merck ČR

Kyselina trihydrogen fosforečná 99% Merck ČR

Fluorid amonný Honeywell SNR

InfinityLab Deactivator Additive Agilent USA

Skleněné kuličky 0,3 mm VWR Chemicals ČR

FastPrep-24™ 5G MGP Indie

Concentrator 5310 Eppendorf SNR

1260 Infinity II LC systém a 6546 LC/Q-TOF hmotnostní spektrometr s 

elektrosprejovou ionizací
Agilent USA

Q

U

B

I

T

N

E

C

Í

L

E

N

Á

 

M

E

T

A

B

O

L

O

M

I

C

K

Á

 

A

N

A

L

Ý

Z

A

3,15262 g mravenčan amonný

500 ml ultra čistá voda

3,85870 g octan amonný

500 ml ultra čistá voda

pH NH4OH

100 ml 100mM mravenčan amonný

900 ml ultra čistá voda

1 ml kyselina mravenčí

100 ml 100mM octan amonný 

900 ml ultra čistá voda

0,5 ml Deaktivační roztok

100 ml 100mM mravenčan amonný

900 ml ACN

1 ml kyselina mravenčí

100 ml 100mM octan amonný 

900 ml ACN

0,5 ml pasiv

450 ml ACN

50 ml ultra čistá voda

2,5 ml H3PO4

18 ml ACN

12 ml ultra čistá voda

18 ml MeOH

12 ml ultra čistá voda

15 ml MeOH

15 ml ultra čistá voda

3,7037 g NH4F

100 ml ultra čistá voda

2 l MeOH

1 ml NH4F

1 l ultra čistá voda

0,5 ml NH4F

3M NaAc, pH5

40,8 g NaAc

40 ml ddH2O

pH CH3COOH

5M NaCl
29,22 g NaCl

100 ml ddH2O

ROZTOKY

70% EtOH
35 ml EtOH

15 ml dH2O

Chloroform/isoamyl 

alkohol (24:1)

2 ml isoamylalkohol

48 ml chloroform

10% CTAB v 0,7M 

NaCl

4,1 g NaCl

50 ml ddH2O

10 g CTAB

 do 100 ml ddH2O

1M Tris-HCl, pH8

78,8 g  Tris-HCl

450 ml ddH2O

pH HCl

 do 500 ml ddH2O

5M NaCl_MTEX
292,2 g NaCl

1000 ml dH2O

Extrakční pufr 50mM 

NaH2PO4, pH8; 50mM 

NaCl; 500mM Tris-

HCl; 5% SDS

10 g SDS

2 ml  5M NaCl

100 ml 1M Tris-HCl, pH8

1,5601 g NaH2PO4·2H2O

 do 200 ml ddH2O

60% MeOH

MeOH:ultra 

čistá voda

1M NH4F

MeOH + NH4F

ultra čistá 

voda + NH4F

Extrakční pufr

2,50 g GGE

0,39 g EDTA

150 ml PBS (3:2)

PBS (3:2)
5 ks tablety PBS

830 ml kláv. ultra čistá voda

Fentonův roztok

15 g FeSO4.7H2O

1000 ml dH2O

6 ml 96% H2SO4

MOBILNÍ FÁZE 

100mM 

mravenčan 

100mM octan 

amonný , pH9

Vodná fáze, 

měření v 

pozitivním 

módu, HILIC
Vodná fáze, 

měření v 

negativním 

módu, C18

Organická 

fáze, měření v 

pozitivním 

módu, HILIC

Organická 

fáze, měření v 

negativním 

módu, C18

Pasiv

60% ACN
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3.2 Metody 

3.2.1 Příprava mikroplastů a analýza hmotnosti mikrovláken 
Typ plastu, ze kterého je vyrobena textilie používaná v této práci, je PP. Při zpracovávání textilie 

na mikroplasty byl omezen kontakt textilie s jakýmikoliv jinými plastovými laboratorními pomůckami. 

MTEX byla v laboratoři na podkladu z hliníkové fólie nůžkami nastříhána na částečky zhruba o velikosti 

5 x 5 mm (viz. Obrázek 4). 

Pro zpracování textilie o velikosti 5 x 5 mm na vlákna byl použit mixér. Navážka částic o velikosti  

5 x 5 mm činila maximálně 2 gramy. Navážka byla vložena do mixéru a byla homogenizována ve směsi 

ethanolu (EtOH) s destilovanou vodou (dH2O) v poměru 1:1. Vzniklý shluk vláken byl z mixéru převeden 

do 1000ml skleněné kádinky a postříhán nůžkami na menší shluky vláken. Tyto menší shluky vláken 

byly opět převedeny zpět do mixéru a homogenizovány za účelem rozvolnění vláken. 

Vzniklá směs vláken PP textilie v dH2O a EtOH byla filtrována přes vakuovou filtrační aparaturu 

pomocí membránové vývěvy přes celulózový filtrační papír a řádně propláchnuta EtOH. Propláchnutá 

vlákna byla pomocí pinzety přenesena do zvážených 50ml šroubovacích vzorkovnic a zbylá vlákna  

na filtračním papíře spláchnuta do šroubovacích vzorkovnic pomocí EtOH. Tímto byl zmenšen objem 

kapaliny nutné k odpaření a k vysušení vláken. Vlákna ve šroubovacích vzorkovnicích se dosušovala 

pomocí dusíku a vyhřívané destičky. Suchá vlákna byla zvážena a uchována ve šroubovacích 

vzorkovnicích. 

Vyrobená vlákna byla zkoumána pod světelným mikroskopem a focena. Z fotografií byla 

pomocí programu ImageJ zjištěna průměrná délka a šířka mikroplastových vláken. 

Obrázek 4 Fotografie postupu ručního stříhání mulčovací textilie na částečky zhruba o velikosti 5 x 5 mm, foto: autor. 



 

25 
 

K určení hmotnosti PP z vlákna netkané MTEX byla použita pyrolýza spojena s plynovou 

chromatografií a hmotnostní spektrometrií. Postup práce a nastavení stroje dle (Havlíčková, 2022). 

Výsledná spektra byla porovnána s již naměřenými spektry PP. 

 

3.2.2 Izolace mikroplastových vláken z půd 
S drobnými úpravami bylo postupováno dle (Pospíchalová, 2023). Celý postup byl proveden 

v laboratoři přizpůsobené na práci s mikroplasty z reálného prostředí. 

Jedná se o laboratoř bez oken s kovovou pracovní deskou a nášlapnou lepenkou umístěnou  

za vchodovými dveřmi, aby nedocházelo k přílišnému transportu prachu na botách do laboratoře. Dále 

se v laboratoři nachází čistička vzduchu, která byla v provozu po dobu práce v laboratoři. Po celou dobu 

bylo pracováno v bílém bavlněném oblečení. Všechno skleněné nádobí, aparatury, laboratorní nástroje 

jako lžičky a pinzety, ale i hliníková fólie byly před použitím umyty acetonem pro HPLC (vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie, z angl. high-performance liguid chromatography) ve skle za účelem 

zbavení se potenciálně přítomných mikroplastů. Všechny roztoky, vyjma 30% peroxidu vodíku (H2O2) 

s nimiž se v laboratoři pracovalo, byly nejméně 3x (roztok chloridu sodného - NaCl 5x) filtrovány přes 

celulózo-nitrátový filtr za účelem snížení výskytu mikroplastových částic a vláken v roztocích.  

Pro izolaci MTEX vláken z půd byly poskytnuty 500g vzorky půd vystavených černé PP MTEX  

ze soukromé zahrady (viz. Tabulka 3). Jako negativní kontrola zde byl použit očištěný písek na tryskání. 

Postup čištění písku viz. Tabulka 4, str.26. 

 

Tabulka 3 Názvy a popisy jednotlivých vzorků půd vystavených a nevystavených mulčovací textilii (MTEX). 

Název 
vzorku Popis vzorku půdy 

1 ROK vzorek půdy ze hnojeného záhonu; došlo zde k degradaci a rozpadu MTEX na kusy 

12-13 LET vzorek půdy pod keři; MTEX zde ležela 12-13 let 

8-9 LET vzorek půdy pod keři; MTEX zde ležela 8-9 let 

Trávník vzorek půdy pod travnatým porostem; půda zde nebyla přímo vystavena MTEX 
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Tabulka 4 Postup čištění písku na tryskání použitý v této práci jako negativní kontrola při extrakci mikroplastů z půdy. 

Postup čištění písku: 
(skleněné kádinky) 

Počet kroků 
Čas 

(min) 

1) promýt v kohoutkové vodě 8x _ 

2) promýt v dH2O 3x _ 

ULTRAZVUK _ 15 

3) promýt v EtOH na mytí 3 - 4x _ 

ULTRAZVUK _ 15 

4) promýt čistým EtOH 3 - 4x _ 

5) promýt čistým acetonem 3 - 4x _ 

ULTRAZVUK _ 15 

6) vyschnout v digestoři _ přes noc 

7) promýt v kys. dusičné 
HNO3 

1x _ 

ULTRAZVUK _ 30 

8) vypláchnout vodou 5x _ 

9) vypláchnout dH2O 1x _ 

10) promýt čistým acetonem 4x _ 

ULTRAZVUK _ 15 

11) nechat vyschnout v 
digestoři 

_ přes noc 

 

3.2.2.1 Homogenizace půd 

Vzorky půd byly lyofilizovány a poté homogenizovány. Nejdříve byla půda dána mezi 2 filtrační 

papíry a za pomoci palice rozbita na menší částice. Následně byla půda rozemleta v třecí misce  

a přeseta přes síto s velikostí ok 1 mm.  

3.2.2.2 Digesce 

Byl připraven Fentonův roztok rozpuštěním 15 gramů heptahydrátu síranu železnatého  

(FeSO4 · 7H2O) v 1000 ml dH2O a přidáním 6 ml 96% kyseliny sírové (H2SO4). Následně byl Fentonův 

roztok 3x přefiltrován přes celulózo nitrátové filtry.  

Do 100ml Erlenmeyerových baněk, které byly po celou dobu překryty hliníkovou fólií, bylo vždy 

naváženo 10 gramů půdy (Blank-písek, 1 rok, 12-13 let, 8-9 let, trávník). Bylo vždy pracováno se  

4 vzorky od 1 půdy a s 1 pozitivním vzorkem, kam byly přidány vždy dva menší shluky vyrobených 

mikroplastových vláken MTEX za účelem ověření funkčnosti metody. Celkem bylo 24 vzorků půd 

navážených v Erlenmeyerových baňkách. 

Ke každému vzorku bylo pomocí skleněné pipety přidáno 30 ml Fentonova činidla a dále 

opatrně po 5 ml byl přidáván 30% H2O2 tak, aby nedocházelo k přílišnému přehřívání či vykypění vzorku 

a tím ke ztrátě nebo degradování mikroplastových vláken (Hu et al., 2022). Po přidání celého objemu 

30 ml 30% H2O2 byly baňky se vzorky dány do pece předehřáté na 60°C na 24 hodin. Po 24 hodinách, 

kdy byl veškerý H2O2 přeměněn na vodu, byla digesce ukončena. 
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3.2.2.3 Flotace 

Byl připraven 5M roztok NaCl přidáním 233,6 g NaCl do 800 ml dH2O. NaCl byl žíhán 

v laboratorní peci v třecí misce na 600 °C po dobu 4 hodin za účelem degradovat potenciálně přítomné 

mikroplasty. 

Do baněk se vzorky půd a se vzniklou vodou o objemu 60 ml byl přidán vypálený NaCl  

o hmotnosti 17,5 g tak, aby vznikl roztok o koncentraci 5 M. Poté byly baňky se vzorky dolity 5M 

roztokem NaCl cca 1 cm pod okraj, překryty parafilmem a hliníkovou fólií. Takto uzavřenými baňkami 

bylo řádně zatřepáno tak, aby se promíchal celý objem. Následně se nechala proběhnout flotace  

po dobu 7 dní. 

Po ukončení flotace byl roztok NaCl s flotovanými částicemi filtrován pomocí vakuové filtrační 

aparatury přes polytetrafluorethylenové filtry. Byla filtrována většina objemu roztoku NaCl tak, aby 

nedošlo ke kontaminaci usazenou zeminou na dně Erlenmeyerovy baňky. Filtry s flotovanými částicemi 

byly 3x promyty dH2O a následně EtOH, aby došlo ke smytí částic z nálevky filtrační aparatury. Filtr  

s částicemi byl následně přendán na podložní sklíčko a překryt krycím sklíčkem. Krycí a podložní sklíčko 

k sobě byly přilepeny lepicí páskou a vzorek uchován pro pozdější analýzu. 

3.2.2.4 Detekce vláken 

Filtrované vzorky půd na podložním sklíčku byly mikroskopovány pod světelným mikroskopem 

a za pomoci mechanického počítadla byla počítána vlákna MTEX. Následně byla ze vzorků náhodně 

vybrána vlákna a pomocí pinzety částečně přilepena na lepicí pásku. Lepicí páska s vlákny byla poté 

přilepena na podložní sklíčko hladce potažené hliníkovou fólií. Takový vzorek byl analyzován pomocí 

infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací (FTIR) a získané absorpční spektrum bylo 

porovnáno s absorpčním spektrem zakoupené černé netkané MTEX.  
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3.2.3 Sběr a určování žížal, sběr půdy 
Žížaly byly sbírány v obci Velké Přílepy (50.1571011N, 

14.3127675E; 50.1569397N, 14.3120758E; 50.1570150N, 

14.3124622E) (viz Obrázek 5) ve dnech 31.7. 2023, 1.8. 2023  

a 6.9.2023. Podmínky při kopání: 23 °C a 19 °C, zataženo, 

deštivo. Kopání bylo provedeno rýčem do hloubky 15-25 cm. 

Žížaly byly sbírány do sklenice s lokální půdou.  

Na chov žížal a charakterizaci půdy bylo nasbíráno cca  

8 kg půdy do plastových kyblíků ve stejné lokalitě. Opad byl 

nasbírán do jednoho plastového kyblíku v téže lokalitě. 

Žížaly byly určeny na základě morfologie za pomoci prof. 

Ing. Mgr. Jana Frouze, CSc. z Ústavu pro životní prostředí 

Přírodovědecké fakulty UK. Protože u žížal nebyla provedena 

sekvenace, bude v práci uváděno pouze jméno Apporectodea 

sp. Dále ovšem budou citovány i články zmiňující druh  

A. caliginosa, protože byl s určitou pravděpodobností nasbírán 

a použit do experimentu hlavně tento druh. 

 

3.2.4 Charakterizace chovné půdy 
Analýza půd byla provedena standardizovanými metodami v laboratoři Výzkumného ústavu 

meliorací a ochrany půdy, v.v.i. (VÚMOP) a v Laboratoři environmentální chemie a analýzy půd  

na Ústavu pro životní prostředí (LECHAP). 

Dále bylo určeno WHC půdy (z angl. Water holding capacity, schopnost půdy zadržet vodu).  

Na Petriho misky bylo na předvážkách naváženo přibližně 50 g půdy. Půda byla sušena v peci při 60 °C 

po dobu 24 hodin. Další den byla půda zvážena pro stanovení WHC a objemu vody v půdě. Vysušená 

půda byla vsypána do nálevky s filtračním papírem. Do nálevky bylo převedeno 50 ml ultra čisté vody 

a ponecháno 1 hodinu stát. Po 1 hodině bylo na odměrném válci odečten objem proteklé vody. 

Hodnota WHC byla počítána pomocí vzorce: 
𝑜𝑏𝑗𝑒𝑚 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑘𝑙é 𝑣𝑜𝑑𝑦 · 100

(𝑛𝑎𝑣áž𝑘𝑎 𝑝ů𝑑𝑦−𝑜𝑏𝑗𝑒𝑚 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑘𝑙é 𝑣𝑜𝑑𝑦)
.  

 

3.2.5 Experimentální design 
Experiment byl založen 2.8. 2023 (na 14 a 28 dní) a 7.9. 2023 (na 56 dní). Půda byla navlhčena 

tak, aby vlhkost půdy byla 25 % (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007; Butt et al., 2020). Sebrané žížaly byly 

ten samý den převezeny do laboratoře a po jedné zváženy na předvážkách. Pro získání vzorků S0 (střeva 

v čase 0) a H0 (obsah ze střev v čase 0), bylo 10 žížal přímo vypitváno. Do zavařovacích sklenic o objemu 

4 l byla navážena půda tak, aby výška půdy ve sklenicích byla aspoň 15 cm. Sklenice byly označeny NC 

Obrázek 5 Fotografie ze sběru žížal v obci 
Velké Přílepy, foto: autor. 
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(negativní kontrola bez mikroplastů), c1 (vysoká koncentrace mikroplastů) a c2 (nižší koncentrace 

mikroplastů). Do sklenic byly vypuštěny žížaly a přidán opad a do sklenic c1 a c2 v opadu zamíchána 

mikroplastová vlákna. Jednotlivé navážky půdy, počet žížal vypuštěných do jednotlivých sklenic  

a navážky mikroplastových textilních vláken jsou uvedeny v Tabulce 5. Hrdla takto připravených sklenic 

s žížalami byla přetažena silonovou punčochou, upevněna gumičkou a sklenice byly umístěny  

do chladničky nastavené na 15 °C (Bart et al., 2019; Bart et al., 2020; Butt et al., 2020; Holmstrup, 2001) 

viz. Obrázek 6. Vlhčení půdy bylo prováděno 1x za 14 dní 15 ml dH2O. Ze sklenic byly postupně 

odebírány žížaly na pitvu. Během 56denního experimentu byly odebírány vzorky chovné půdy v časech 

14, 42 a 56 dní. 

 
Tabulka 5 Nastavení experimentu s navážkami mikroplastů odpovídajícím hmotnosti čerstvé půdy ve sklenicích. (NC 
negativní kontrola; c1 koncentrace mikrovláken z mulčovací textilie (MTEX) 1 mg/kg; c2 koncentrace MTEX mikrovláken 
0,0265 mg/kg). 

Prefix 
vzorku 

Čas experimentu 
(dny) 

Váha půdy ve 
sklenici (g) 

Navážka MTEX 
(g) 

Počet žížal ve 
sklenici (ks) 

NC 

14 
1953,090 _ 24 

28 

56 1956,000 _ 16 

c1 

14 
1954,110 1,9565 24 

28 

56 1954,200 1,9564 17 

c2 

14 
1956,520 0,0519 24 

28 

56 1956,000 0,0518 17 

Obrázek 6 Fotografie 3 chovných sklenic v inkubátoru (15 °C) se zeminou, opadem s a bez mikroplastů a žížalami v čase  
0 dní, foto: autor. 
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3.2.6 Pitva žížal 
Pitevní destičky byly vyrobeny z aranžovací hmoty napuštěné vodou a omotané parafilmem. 

Takto připravené destičky byly uloženy do mrazáku. Veškeré nástroje použité na pitvu byly 

dezinfikovány EtOH. 

Žížaly byly umyty v dH2O a jednotlivě zváženy na předvážkách. Naměřené hodnoty hmotností 

žížal po experimentu byly porovnány s hmotnostmi žížal před experimentem pomocí statistického 

testu jednocestná ANOVA v programu Origin 2019b.  

Žížaly byly postupně vloženy do perlivé vody za účelem jejich uspání. Poté byly položeny  

na studenou pitevní destičku na hřbet. Žížala byla na destičku upevněna pomocí entomologických 

špendlíků v hlavové a ocasní části. Pomocí nůžek byla žížala nastřihnuta v místě pod opaskem a dále 

podélně otevřena pro zpřístupnění celých střev. Pokožka se svalovinou byly pomocí entomologických 

špendlíků uchyceny tak, aby nepřekážely při dalších úkonech. Následně bylo pomocí nůžek otevřeno 

samotné střevo. Ze střeva byla do homogenizační mikrozkumavky odebrána půda a uchována na ledu. 

Po odebrání půdy ze střeva byla žížala opláchnuta dH2O, aby došlo k vymytí zbytků půdy ze střev. Dále 

byla odebrána střeva, vložena do další homogenizační mikrozkumavky a uchována na ledu. Zbytek 

žížaly byl vložen do další mikrocentrifugační zkumavky a též uchován na ledu. 

Střeva, stejně jako obsah ze střev z 10 pitvaných žížal vystavených stejnému typu podmínek 

(koncentrace mikrovláken, čas expozice) byla spojena do 1 homogenizační mikrozkumavky. Těla žížal 

vystavených stejnému typu podmínek na analýzu metabolomu byla po 2 uchována 

v mikrocentrifugačních zkumavkách. Po pitvě byly vzorky uchovány při teplotě -80 °C. 

 

3.2.7 Analýza bakteriálního mikrobiomu 

3.2.7.1 Izolace DNA 

Izolace byla provedena dle protokolu (Stach et al., 2006). Vzorky byly zpracovány v digestoři  

za použití nitrilových rukavic. Do homogenizačních mikrozkumavek bylo převedeno 300 µl extrakčního 

pufru, 75 µl fenolu a 75 µl směsi chloroform/ isoamyl alkohol (24:1). Směs byla promíchána pomocí 

vortexu a homogenizována pomocí přístroje FastPrep-24™ 5G (5,0 m/sec; 20 sec). Poté byly vzorky 

centrifugovány po dobu 3 min při 10 000 g (tíhové zrychlení). Supernatant byl odebrán do nových 

mikrocentrifugačních zkumavek. Byl přidán fenol a směs chloroform/isoamyl alkohol v množství 

ekvivalentu 1/2 objemu odebraného supernatantu. Směs byla promíchána na vortexu a centrifugována 

při 6000 rpm (otáčky za minutu, z angl. revolutions per minute) po dobu 5 minut. Opět byl odebrán 

supernatant do nových mikrocentrifugačních zkumavek a přidán fenol a chloroform/isoamyl alkohol  

v množství ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Směs byla promíchána na vortexu  

a centrifugována při 6000 rpm po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl supernatant odebrán do nových 

mikrocentrifugačních zkumavek a byl přidán 5M NaCl o objemu 1/3 ekvivalentu objemu odebraného 
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supernatantu. Dále bylo přidáno 10% CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid) v množství  

1/10 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Směs byla promíchána na vortexu a inkubována 

při teplotě 65 °C po dobu 30 min. Vzorky poté vychladly na laboratorní teplotu. Následně byl  

ke vzorkům přidán chloroform/isoamyl alkohol v množství ekvivalentu objemu supernatantu, 5M NaCl  

a 10% CTAB. Vzorky byly promíchány na vortexu a centrifugovány při 4500 rpm po dobu 20 min. 

Supernatant byl převeden do nových mikrocentrifugačních zkumavek. Dále byl k supernatantu přidán 

isopropanol v množství 3/5 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu a 3M octan sodný  

v množství 1/10 ekvivalentu objemu odebraného supernatantu. Vzorky byly velmi pomalu 5x ručně 

převráceny dnem vzhůru za účelem promíchání a byly ponechány v mrazáku do dalšího dne. Následující 

den byly vzorky vyndány a při laboratorní teplotě centrifugovány při 10 000 rpm po dobu 20 minut. 

Supernatant byl odstraněn a zbylá peleta v mikrocentrifugačních zkumavkách sušena při teplotě 65 °C. 

Následně byla peleta uchována v 50 µl ultra čisté vody bez enzymů degradujících DNA 

(deoxyribonukleová kyselina) a ribonukleovou kyselinu při teplotě -20 °C. 

Koncentrace získané DNA byla měřena pomocí Nanodropu a vzorky dle potřeby ředěny  

na koncentrace DNA pohybující se v rozmezí 40-120 ng/µl. 

 

3.2.7.2 Polymerázová řetězcová reakce (PCR) 

Metoda je založena na namnožení zájmových vláken DNA principem replikace DNA pomocí 

primerů kompatibilních s danou sekvencí. Byly použity primery rozeznávající region V4 16S rRNA. 

Forward primer 515F (5'→3'): GTGCCAGCMGCCGCGGTAA a reverse primer 806R  

(5'→3'): GGACTACHVGGGTWTCTAAT (Caporaso et al., 2011). 

Před samotnou prací v boxu byly pipety v boxu očištěny EtOH a samotný box byl sterilizován 

UV světlem po dobu 20 minut. Autoklávem sterilizované zkumavkové stripy byly umístěny do 

vymraženého stojánku. Primery byly na centrifuze krátce stočeny a do každé mikrozkumavky byly 

převedeny 2 µl daných primerů. Dále byly pomocí vortexu promíchány vzorky izolované DNA.  

Z 1 vzorku bylo převedeno po 1 µl do 3 mikrozkumavek ve stripu. Byl vytvořen tzv. „master mix“ 

skládající se z Q5 reakčního pufru (5 µl/vzorek), nukleotidů (0,5 µl/vzorek), BSA (hovězí sérový albumin) 

(1,5 µl/vzorek), Q5 Enhanceru (5 µl/vzorek) a ultra čisté vody (9,75 µl/vzorek) bez enzymů 

degradujících DNA a ribonukleovou kyselinu. Bylo vždy převedeno 22 µl master mixu do jednotlivých 

mikrozkumavek ve stripu, PCR probíhala v 25 µl. Vzorky byly krátce centrifugovány za účelem spojení 

reagencií na dně zkumavkových stripů. Vzorky byly vloženy do termo cykleru, nastavení viz. Tabulka 6, 

str 32. 
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Tabulka 6 Tabulka s nastavením termo cykleru pro polymerázovou řetězcovou reakci (PCR). 

Nastavení PCR termo cykleru 

Kroky Teplota (°C) Čas (s) Opakování 

1 94 240 _ 

2 Denaturace 94 45  

25 3 Nasedání primerů 50 60 

4 Syntéza 72 75 

5 72 600 _ 

6 4 ∞ _ 

 

3.2.7.3 Přečištění vzorků  

Přečištění vzorků po PCR bylo provedeno pomocí MinElute PCR Purification Kit. Vzniklé  

3 paralely jednoho vzorku ze zkumavkových stripů byly spojeny dohromady nanesením na kolony 

MiniElute Spin Columns z MinElute PCR Purification Kit, dále jen kolon. Poté byl do kolon převeden 

objem PB pufru odpovídající 5násobku objemu vzorku DNA. Vzorky byly centrifugovány při 13 300 rpm 

po dobu 1 minuty. Po centrifugování byl odstraněn eluent a do kolon bylo převedeno 750 µl PE pufru. 

Vzorky byly za stejných podmínek znovu centrifugovány, eluent odstraněn a vzorky znovu 

centrifugovány. Kolony byly umístěny do nových autoklávem sterilizovaných mikrozkumavek a bylo  

do nich převedeno 10 µl PCR ultra čisté vody bez enzymů degradujících DNA a ribonukleovou kyselinu. 

Takto byly kolony ponechány 1 minutu stát a následně byly centrifugovány za totožného nastavení 

centrifugy. Kolony byly odstraněny a eluent byl uchován při teplotě -20 °C.  

 

3.2.7.4 Qubit 

Při barvení vzorků na měření koncentrace DNA pomocí Qubit byl použit Qubit™ dsDNA 

Quantification Assay Kit, Broad Range (široká škála) a bylo postupováno dle schématu viz Obrázek 7, 

str. 33. 
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3.2.7.5 Sekvenace a zpracování sekvenačních dat 

Sekvenace proběhla v Laboratoři environmentální mikrobiologie na Mikrobiologickém ústavu 

AV ČR, v. v. i. na přístroji MiSeq.  

Sekvenace technologií Illumina je tzv. sekvenace pomocí syntézy. Před samotnou sekvenací 

dochází k připojení adaptorů a primerů na namnožené zájmové DNA sekvence. Následně dochází 

k homolognímu párování mezi oligonukleotidy na destičce přístroje a adaptory s primery sekvence. 

Dále probíhá namnožení sekvencí a odmytí přebytečných sekvencí tak, že na destičce zbývají pouze 

připojená vlákna DNA s oligonukleotidy. Samotná sekvenace začíná připojováním značených 

deoxyribonukleotidů (dNTP) a syntézou vlákna. Každé připojení dNTP emituje fluorescenční signál 

charakteristický pro daný dNTP (Illumina, 2010). Analýza sekvenačních dat proběhla v programu  

SEED 2 (Větrovský et al., 2018; Větrovský a Baldrian, 2013). V prvním kroku byly spárovány párové 

konce amplikonů sekvencí, následně byly odstraněny sekvence s nízkým skóre kvality (PHRED <30)  

a sekvence s délkou menší než 238 páru bazí (bp, z angl. base pair) (odstranění sekvencí 

mitochondriálního či plastidového původu) a větší než 350 bp. V dalším kroku byly sekvence seskupeny 

podle barcode motivů a ze sekvence byly odstraněny primery s přilehlými sekvencemi indexu  

a sekvencemi kompatibilními s oligonukleotidy na sekvenační destičce. Následně byly sekvence 

seřazeny do klastrů (8 236), vymazány chimérické sekvence (40 741) a vybrány reprezentativní klastry 

sekvencí (mostabundant). Sekvence byly porovnány s BLAST databází (Zhang et al., 2000) a výsledné 

tabulky byly exportovány do excelového souboru. V programu Excel byla vytvořena tabulka klastrů 

s počtem sekvencí v jednotlivých vzorcích. Následně byla vytvořena OTU tabulka (z angl. operational 

taxonomic unit, funkční taxonomická jednotka) s podobností sekvencí nad 97 %. Bylo vymazáno  

              

                   

      

         

      

       

  

  
  

      

    

         

           

         

      

      

               

       

       

      

             

      

             

      

                               

                          

                         

                              

                        

              

                   

      

         

      

       

  

  
  

      

    

         

           

         

      

      

               

       

       

      

             

      

             

      

                               

                          

                         

                              

                        

Obrázek 7 Schéma práce při barvení vzorků izolované DNA pomocí Qubit™ dsDNA Quantification Assay Kit, Broad Range 
(široká škála) pro zjištění koncentrace izolované DNA, schéma upraveno dle (Invitrogen 2010) v programu Inkscape 
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37 klastrů bakteriálního druhu Verminephrobacter aporrectodeae, bakterie z metanefridií žížal, 

z celkového počtu klastrů 8236. 

Dále byla vytvořena taxonomická tabulka klastrů zařazených do taxonomických jednotek 

(doména, kmen, třída, řád, čeleď, rod, druh) a tabulka se jmény vzorků lišící se proměnnými 

(koncentrace MTEX mikrovláken, čas). Tyto tabulky byly použity jako vstupní data do programu R 

s balíčky phyloseq, readxl, ggplot2, vegan, ggsignif a ggforce, kde byl na základě jednocestné analýzy 

ANOVA proveden TukeyHSD test pro vícenásobné srovnání bakteriální diverzity mezi skupinami.  

Pro grafické zobrazení shlukování vzorků byla použita metoda analýzy hlavních souřadnic 

(PCoA, z angl. Principal Coordinates Analysis) s využitím odmocněné Bray-Curtisovy vzdálenosti mezi 

vzorky. 

Diverzita byla hodnocena dle Shannon-Wienerova indexu (H) a byla počítána v programu excel 

dle vzorce:  𝐻 = − ∑ 𝑝𝑖  × ln(𝑝𝑖), kde ln je přirozený logaritmus (≐ 2,718) a pi je podíl jednoho OTU 

vůči celkovému součtu OTU. Pro statistické porovnání hodnot diverzit mezi vzorky (NC-c1 a NC-c2) byl 

použit Hutchesonův t-test pro dva indexy diverzity (Hutcheson, 1970). Hutchesonů t-test (t) byl počítán 

v programu Excel pomocí vzorce: 𝑡 =
𝐻𝑎−𝐻𝑏

√(𝑆𝐻𝑎
2 +𝑆𝐻𝑏

2 )

, kde Ha a Hb jsou porovnávané Shannon-Wienerovy 

indexy diverzity a S2
Ha a S2

Hb jsou variance Shannon-Wienerových indexů počítaných dle vzorce: 

𝑆𝐻 
2 =

∑ 𝑝𝑖×(𝑙𝑛𝑝𝑖)2−(∑ 𝑝𝑖− 𝑙𝑛𝑝𝑖)
2

𝑁
+ 

𝑆−1

2×𝑁2, kde N je počet OTU ve vzorku a S je součet všech OTU ve vzorku. 

Dále byly vypočítány stupně volnosti dle vzorce: 𝑑𝑓 =
(𝑆𝐻𝑎

2 + 𝑆𝐻𝑏
2 )2

(𝑆𝐻𝑎
2 )2

𝑁𝑎
+

(𝑆𝐻𝑏
2 )2

𝑁𝑏

. Hodnota signifikance (p) byla 

vypočítána pomocí funkce TDIST v programu excel. 

Pro statistické porovnání hodnot diverzit mezi vzorky (0-14-28/42-56) byl použit vícenásobný 

Hutchesonův t-test. Test byl proveden v programu R pomocí balíčku ecolTest. Výsledkem byla matice 

p hodnot.  

Graf s relativním zastoupením bakterií a tabulka s procentuálním zastoupením jednotlivých 

bakteriálních tříd ve vzorcích byly vytvořeny v programu R. Do grafu bylo zobrazeno  

20 nejzastoupenějších bakteriálních tříd, další třídy byly zahrnuty do „ostatních“. 
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3.2.8 Extrakce žížalích imunitních buněk 
Extrakce žížalích imunitních buněk byla postupně provedena pomocí 3 rozdílných metod. Žížaly 

jsou dorzálními póry v kontaktu s prostředím a do coelomové dutiny se mohou dostat bakterie 

z prostředí. V coelomové dutině jsou přítomny imunitní buňky, které jsou schopné cizorodé bakterie 

pohltit a následně jsou tyto buňky přes dorzální póry expedovány z žížalího těla ven (Cameron, 1932). 

 

3.2.8.1 Extrakce imunitních buněk extrakčním pufrem 

Při extrakci bylo postupováno dle (Navarro Pacheco et al., 2021). Žížaly byly den před 

experimentem nechány při laboratorní teplotě na navlhčeném filtračním papíru defekovat. Další den 

byly žížaly po 6 kusech dány na 2 minuty do 15ml centrifugačních zkumavek s 6 ml extrakčního pufru 

(laboratorní teplota). Po 2 minutách byly žížaly vyjmuty a opláchnuty vodou. Vzorky byly přečištěny 

následujícím postupem. Centrifugační zkumavky s imunitními buňkami v extrakčním pufru byly 

centrifugovány při 150 g po dobu 10 minut při 4 °C. Poté byly centrifugační zkumavky s buňkami  

na ledu přeneseny do laminárního boxu a zde byl z centrifugačních zkumavek odstraněn supernatant 

a přidán 1 ml roztoku PBS (3:2) (z angl., Phosphate Buffered Saline, fosfátový pufr). S centrifugačními 

zkumavkami bylo lehce zamícháno, aby došlo k resuspendování buněk, ale ne k jejich poničení a byly 

opět centrifugovány (150 g, 10 minut, 4 °C). Tento postup byl ještě 1x zopakován. Po 3. centrifugaci byl 

supernatant odstraněn a do centrifugačních zkumavek přidáno 150 µl PBS, následně s nimi bylo lehce 

zamícháno, aby došlo k homogenizaci směsi. Vzorky byly prozkoumány pod mikroskopem za účelem 

určení množství vyextrahovaných buněk. 

 

3.2.8.2 Extrakce imunitních buněk Pasteurovou pipetou 

Žížaly byly 2 dny před experimentem nechány při laboratorní teplotě na navlhčeném filtračním 

papíru defekovat. Následně byly žížaly jednotlivě uspány v perlivé vodě a přeneseny na chlazenou 

destičku. Zde byly žížaly pomocí ukazováčku a prostředníčku nataženy do délky v oblasti opasku.  

Pod opasek byla zapíchnuta dlouhá Pasteurova pipeta ulomená do špičky a dále s ní bylo pohybováno 

pod kůží ve směru od hlavy k řitnímu otvoru. Pipeta se plnila coelomovou tekutinou. Bylo provedeno 

celkem 5 odběrů z 5 žížal. Buňky byly přečištěny pouze 1x. Tedy byly centrifugovány při 150 g, po dobu 

10 minut při 4 °C a resuspendovány ve 150 µl PBS. Vzorky byly prozkoumány pod mikroskopem  

za účelem určení množství vyextrahovaných buněk. 



 

36 
 

3.2.8.3 Extrakce imunitních buněk elektrickým napětím 

Na baterie o napětí 4,5 V a 6 V byly umístěny vodiče v podobě měděného drátku (viz. Obrázek 

8), které byly ponořeny do Petriho misky s PBS a žížalou tak, aby byly pod hladinou roztoku a nedotýkaly 

se misky. Vodiče byly v roztoku ponořeny 1 minutu. Poté byla žížala z misky vyjmuta a roztok s buňkami 

převeden do centrifugačních zkumavek. Celkem bylo odebráno 5 vzorků. Celkem 3 žížaly byly 

vystaveny baterii o napětí 6 V a 2 žážaly baterii o napětí 4,5 V. Buňky byly přečištěny pouze 1x. Tedy 

byly centrifugovány při 150 g po dobu 10 minut při 4 °C a resuspendovány ve 150 µl PBS. Vzorky byly 

prozkoumány pod mikroskopem za účelem určení množství vyextrahovaných buněk. 

  

Obrázek 8 Baterie s vodiči použité při extrakci imunitních buněk 
z žížal o výkonu 4,5 V (vlevo) a 6 V (vpravo), foto: autor. 
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3.2.9 Mikroskopování imunitních buněk 
Vzorky byly analyzovány na světelném mikroskopu. Ze vzorku bylo vždy odebráno 7,5 µl  

a mikroskopováno. Na počítacím sklíčku bylo náhodně vybráno 10 čtverců, ve kterých byly počítány 

buňky za pomocí mechanického počítadla. Následně bylo dle vzorců níže vypočítáno množství buněk 

v 1 ml (x) a hodnota objemu, ve kterém by se nacházelo 200 000 buněk (y) nutných na analýzu testu 

fagocytózy pomocí cytometru.  

x =
𝑚𝑛𝑜ž𝑠𝑡𝑣í 𝑏𝑢𝑛ě𝑘 𝑣 𝑑𝑒𝑠𝑒𝑡𝑖 č𝑡𝑣𝑒𝑟𝑐í𝑐ℎ ·𝑜𝑏𝑗𝑒𝑚 𝑚𝑖𝑘𝑟𝑜𝑠𝑘𝑜𝑝𝑜𝑣𝑎𝑛éℎ𝑜 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑘𝑢 [µ𝑙]

𝑝𝑜č𝑒𝑡 č𝑡𝑣𝑒𝑟𝑐ů (10)· 0,004
 

y =  
105  ·103

𝑋
 

 

3.2.10 Necílená metabolomická analýza 

3.2.10.1 Homogenizace a extrakce 

Žížaly bez střeva, uchované po pitvě v mrazáku při teplotě -80 °C (5 paralelních vzorků po  

2 žížalách), byly homogenizovány v třecích miskách za pomoci tekutého dusíku. Se vzorky bylo 

pracováno na ledu. Od každého vzorku bylo na analytických vahách co nejpřesněji odváženo 100 mg 

do homogenizačních mikrozkumavek s homogenizačními kuličkami. K navážce bylo ihned přidáno  

500 µl chlazeného chloroformu (CHCl3) a následně 500 µl chlazeného roztoku methanolu (MeOH)  

a ultra čisté vody (1:1). Vzorky byly homogenizovány na stroji FastPrep-24™ 5G (5,0 m/sec; 20 sec). 

Následně byly homogenizované vzorky odstředěny na centrifuze (5000 rmp, 20 min, 4 °C). Došlo 

k oddělení dvou fází, horní polární a spodní nepolární. Obě fáze byly pipetou zvlášť rozděleny  

do mikrocentrifugačních zkumavek (cca 450 µl), odpařeny do sucha na vakuové odparce Concentrator 

5301 a uchovány při teplotě -80 °C. 

3.2.10.2 Příprava vzorků na měření 

Vzorky na analýzu polárních metabolitů byly pomocí vortexu rozpuštěny ve 150 µl 60% roztoku 

acetonitrilu (ACN). Dále byly vzorky centrifugovány (5000 g, 10 min, 4 °C). Po centrifugaci bylo 

odebráno 130 µl supernatantu do vzorkovnic se šroubovacím uzávěrem s insertem. V odebraných 

vzorcích docházelo k samovolnému rozdělení kapaliny na spodní vzezřením olejovitou část a horní 

čirou frakci. Vzorky tak byly ponechány do dalšího dne při teplotě -20 °C pro lepší oddělení vzniklých 

částí. Následujícího dne bylo do nových insertů odebráno 50 µl horní čiré frakce vzorku a naředěno 

pomocí 50 µl 60% ACN. Z těchto naředěných vzorků byl připraven QC vzorek (z angl. quality control, 

kontrola kvality) odebráním a sloučením 5 µl z každého vzorku (výsledný objem 230 µl). 

Vzorky na analýzu nepolárních metabolitů byly pomocí vortexu rozpuštěny ve 150 µl 60% 

roztoku MeOH. Následně byly vzorky centrifugovány (5000 g, 10 min, 4 °C). Po centrifugaci bylo 

odebráno 130 µl supernatantu do vzorkovnic se šroubovacím uzávěrem s insertem. Byl vytvořen  
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QC vzorek převedením 5 µl z každého vzorku (výsledný objem 250 µl) Vzorky o výsledném objemu 125 

µl byly nechány do druhého dne při teplotě -20 °C.  

3.2.10.3 Analýza extrahovaných vzorků 

Necílená metabolická analýza byla provedena na stroji 1260 Infinity II LC (kapalinová 

chromatografie, z angl. Liquid chromatography) s 6546 LC/Q-TOF (technologie kvadrupól doba letu,  

z angl. Quadrupole time-of-flight) hmotnostním spektrometrem s elektrosprejovou ionizací. V průběhu 

analýzy byly zaznamenávány ionty v rozsahu 50–1200 m/z. Vzorky byly měřeny v randomizovaném 

pořadí. QC vzorek byl nastřikován po každých 7 až 10 měřených vzorcích. 

Pro analýzu polárních metabolitů byla použita kolona Poroshell 120, HILIC-Z 2,7 μm 

chromatografie s hydrofilní interakcí (z angl. hydrophilic interaction chromatography), 2,1 x 150 mm 

od Agilentu. Nastavení stroje pro analýzu polárních metabolitů bylo následující. Jako mobilní fáze byly 

použity ultra čistá voda (A) a 90% ACN (B), obojí obohaceno o 10mM mravenčan amonný a 0,1% (v/v) 

kyselinu mravenčí. V pozitivním módu činil nástřik vzorku 5 µl, rychlost toku mobilní fáze byla  

0,25 ml/min, teplota kolony 25 °C a gradient eluce byl (min/% A): 0/0, 3/0, 13/95, 16/95, 18/0, 20/0. 

V negativním módu činil nástřik vzorku 5 µl, rychlost toku mobilní fáze byla 0,25 ml/min, teplota kolony 

50 °C a gradient eluce byl (min/% A): 0/0, 3/0, 13/50, 18/50,20/0, 22/0. Jako mobilní fáze byly v tomto 

případě opět použity ultra čistá voda (A) a 90% ACN (B), tentokrát však byly obě obohaceny o 10mM 

octan amonný a 2,5 μM deaktivační roztok. Pro analýzu nepolárních metabolitů byla použita kolona 

Acclaim RSLC 120 C18, 2,2 μm, 120A, 2,1 x 150 mm od ThermoFisher. Jako mobilní fáze byly použity 

ultra čistá voda (A) a MeOH (B), vodná i organická fáze obsahovaly aditivum fluorid amonný  

o koncentraci 500 μM. Nastavení stroje pro analýzu nepolárních metabolitů bylo následující. Nástřik 

vzorku činil 5 µl, rychlost toku mobilní fáze byla 0,4 ml/min, teplota kolony 40 °C a gradient eluce byl 

(min/% A): 0/95, 1/95, 10/0, 23/0, 25/95 a 27/95.  

Mobilní fáze a aditiva byly připravovány z chemikálií v LC-MS kvalitě (kapalinová 

chromatografie s hmotnostní spektrometrií, z angl. liquid chromatography–mass spektrometry). 

3.2.10.4 Zpracování dat 

Pomocí softwaru MassHunter Profinder 10.0 (Agilent) byly vyhledány znaky (peaky), jejichž 

intenzita byla větší než 2000 jednotek dopadu iontů (z angl. counts) a byly přítomné alespoň  

v 1 skupině vzorků v alespoň 3 z 5 paralelních vzorků. Znaky byly následně statisticky zpracovány 

pomocí softwaru Mass Profiler Profesional (MPP) (Agilent). Byla provedena jednocestná ANOVA 

(hodnota p <0,05) a dále byla data filtrována dle velikosti změny oproti NC, zde byla jako hranice 

stanovena míra velikosti změny, z angl. fold change (FCH)> 2.  



 

39 
 

4 Cíl práce 
Cílem této diplomové práce bylo určit, zda a jaký vliv mají mikroplasty na imunitní systém, 

metabolom a na střevní mikrobiom žížal Apporectodea sp. Dalším cílem bylo zjistit, zda se v půdě 

nacházejí mikroplasty z černé netkané PP MTEX a určit jejich koncentraci. 

Hypotézy byly následující:  

Mikroplasty mají vliv na fagocytózu imunitních buněk žížal. 

Mikroplasty způsobují změny v žížalím metabolomu. 

Mikroplasty způsobují změny v relativním zastoupení bakterií ve střevě žížal a snižují jejich 

diverzitu. 

Do půdy zakryté netkanou MTEX se z této textilie uvolňují plastová mikrovlákna. 
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5 Výsledky 

5.1 Příprava a charakterizace mikroplastů 
Celkem bylo připraveno 22,84 g mikroplastů. Na průměrnou navážku textilie 1,27 g činila ztráta 

mikroplastů při zpracování textilie průměrně 0,05 g. Průměrná délka mikroplastů z MTEX byla 890 µm 

a průměrná šířka 24 µm, minimální zjištěná délka byla 141 µm a maximální 4811 µm. Fotku vlákna  

ze světelného mikroskopu zobrazuje Obrázek 9 a fotka vlákna ze FTIR, expozice 22 s, focená plocha  

30 x 30 µm je zobrazena na Obrázku 10.  

Průměrná hmotnost vlákna byla 4,5 µg. 

 

5.2 Izolace mikroplastových vláken z půd a pyrolýza 
Ve vzorcích půdy ze soukromé zahrady vystavené a nevystavené netkané MTEX byl stanoven 

počet mikroplastových vláken. V 1 kg vzorku blanku bylo průměrně nalezeno 53 kusů vláken. V 1 kg 

suché půdy pod travnatým povrchem bylo nalezeno průměrně 167 kusů vláken mikroplastů.  

V 1 kg suché půdy ze záhonu, který byl pokryt textilií po celý 1 rok a došlo zde k rozpadu textilie, byl 

průměrný počet nalezených vláken 5900 kusů. V 1 kg suchých půd pod keři, kde textilie leží 8-9  

a 12-13 let, byl průměrný počet nalezených vláken 1075 kusů a 1658 kusů (viz. Obrázek 11, str.40). 

V pozitivním vzorku z půdy pod travnatým povrchem bylo nalezeno průměrně 2958 vláken na 1 kg 

suché půdy. V pozitivním vzorku z půdy ze zahrady, kde byla MTEX po 1 rok, bylo nalezeno průměrně 

6333 vláken na 1 kg suché půdy. V pozitivním vzorku z půdy pod keři, kde byla MTEX 8-9 let bylo 

nalezeno průměrně 3750 a v půdě pod keři, kde byla MTEX 12-13 let bylo nalezeno průměrně  

1658 vláken na 1 kg suché půdy. Metoda extrakce MTEX mikrovláken z půdy tedy tímto byla ověřena. 

Jako environmentálně relevantní koncentrace mikroplastových vláken byla zvolena 

koncentrace odpovídající koncentraci vláken nalezených v půdě ze záhonu po 1 roce. Počet vláken  

22 s, 30 x 30 µm 40x 

Obrázek 9 Fotka vlákna z mulčovací textilie ze světelného 
mikroskopu, zvětšeno 40x, foto: autor. 

Obrázek 10 Fotka vlákna mulčovací textilie z infračerveného 
spektrometru s Fourierovou transformací. Expozice 22 s, 
focená plocha 30x30 µm, foto: Mgr. Kamila Šrédlová, PhD. 
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ve 120 gramech takové půdy byl 708 kusů. Hmotnost vláken přidávaných na 1 kg půdy činila  

0,02655 g. Přesné navážky půd a textilních vláken do experimentů viz. Tabulka 5, str.29. 

 

Obrázek 11 Počet vláken mikroplastů z netkané MTEX nalezených ve vzorcích půdy vystavené a nevystavené MTEX. 

 

5.3 Sběr a určování žížal  
Sběr byl proveden na 3 místech o rozloze cca 7 metrů krát 2 metry do hloubky 20 cm. Množství 

překopané zeminy na 1 místě činilo zhruba 2,8 m3. Celkově bylo jen do pokusů nasbíráno 131 žížal. 

Žížaly byly dle morfologie určeny jako Apporectodea sp. 

  

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

Čištěný písek na
tryskání (blank)

Půda pod travnatým
povrchem,

nevystavena MTEX

Půda ze záhonu, po
1 roce úplný rozklad

MTEX

Půda pod keři, pod
MTEX, 8-9 let

expozice

Půda pod keři, pod
MTEX, 12-13 let

expozice

P
o

če
t 

vl
ák

en
 [

ks
]

Popis vzorků

Průměrný počet vláken netkané textilie (MTEX) v 1 kg suché půdy



 

42 
 

5.4 Charakterizace půdy 
Výsledky charakterizace půd získané standardizovanými metodami jsou shrnuty v Tabulce 7. 

Elektrická vodivost půdy udává míru salinity půdy. Pokud se vodivost pohybuje do 2000 µS/cm, jedná 

se o půdu nezasolenou, s nízkým obsahem iontů (Gartner et al., 1999). Bylo určeno procento 

oxidovatelného uhlíku (Cox) přítomného v půdě, celkový organický uhlík (TOC, z angl. total organic 

carbon). Dále byl určen amoniakální dusík (N-NH4
+), dusičnanový dusík (N-NO3

-) a procentuální 

zastoupení uhlíku (C) a dusíku (N) a jejich poměr v půdě a další zastoupení prvků.  

Tabulka 7 Tabulka parametrů určených při charakterizaci chovné půdy. Koncentrace uvedené v jednotkách mg/kg jsou v kg 
suché půdy až na akt. N-NH4

+ a akt. N-NO3
-, kde jsou hodnoty udány v mg na kg čerstvé půdy. 

CHARAKTERIZACE CHOVNÉ PŮDY 

vodivost  
(µS/cm) 

pH(aq) 
Cox  
(%) 

sušina 
(%) 

humus 
(%) 

TOC 
(ppm) 

hlína  
(%) 

380,5 6,8 5,07 79,18 8,72 64,5 18 

jíl  
(%) 

písek  
(%) 

akt.  
N-NH4

+ 

(mg/kg) 

akt.  
N-NO3

- 

(mg/kg) 
C/N 

C  
(%) 

N  
(%) 

68 14 1,30 112,95 10,8 6,5 0,6 

P  
(mg/kg) 

Fe 
(mg/kg) 

Mn 
(mg/kg) 

Al 
(mg/kg) 

K 
(mg/kg) 

Mg 
(mg/kg) 

Ca 
(mg/kg) 

51,6 49,0 88,1 194,0 489,6 322,1 6495,2 

Na 
(mg/kg) 

Cd 
(mg/kg) 

Pb 
(mg/kg) 

Cu 
(mg/kg) 

Ni 
(mg/kg) 

Cr 
(mg/kg) 

As 
(mg/kg) 

Zn 
(mg/kg) 

23,3 0,2 11,1 7,1 1,7 0,1 0,8 10,7 

 

Hodnoty naměřených WHC chovné půdy před a po experimentu jsou zobrazeny v Tabulce 8. 

Průměrné hodnoty WHC se pohybovaly v rozmezí 34–48 %. Průměrná vlhkost chovné půdy před a po 

experimentu tak činila 24 %. 

Tabulka 8 Tabulka s průměrnými hodnotami WHC (z angl. water holding capacity) v čase 0 a 28 dní (pokus 1 od 2.8. 2023) a 
v čase 0 a 56 dní (pokus 2 od 7.9. 2023). 

 
Čas (dny) Průměrné WHC půdy (%) 

Pokus 1 0 34.96 

28 37.26 

Pokus 2 0 39.97 

56 47.33 
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5.5 Hmotnost žížal v průběhu experimentu 
Hmotnosti žížal před a po experimentu se významně nelišily (p <0,05). Čas experimentu ani 

koncentrace mikrovláken, kterým byly žížaly vystaveny neměly vliv na hmotnosti žížal, viz Obrázek 13. 

Ani po 56 dnech nebyl zaznamenán žádný úbytek na hmotnostech žížal. To svědčí o životaschopnosti 

modelového organismu. Výsledky statistických parametrů byly zobrazeny v podobě krabicových grafů. 

Vysvětlení krabicových grafů viz. legenda na Obrázku 12. 

 

  

Obrázek 13 Rozsah hmotností žížal (n = počet žížal) v závislosti na čase A), B) (NC-negativní kontrola v čase 0, 14, 28 a 56 
dní) a na koncentraci mikroplastů, kterým byly žížaly vystaveny C), D), E) (v čase t 14,28 a 56 dní o koncentraci c1=1 g/kg, 
c2=0,0265 g/kg čerstvé půdy. 

Obrázek 12 Legenda ke krabicovým grafům. 
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5.6 Analýza bakteriálního mikrobiomu 
Při úpravě dat byl odstraněn druh bakterií V. aporrectodeae. Bylo vymazáno 37 klastrů. Počet 

sekvencí konkrétně u vzorků ze střev žížal byl 32 565, po vymazání klastrů odpovídajících  

V. aporrectodeae, se celkový počet sekvencí bakterií ze střev žížal snížil na 6926. Bylo vymazáno 25 639 

sekvencí odpovídajících 78 % sekvencí bakterií ze střev žížal. Po úpravě dat popsaných v metodické 

sekci (kapitola 3.2.7.5 Sekvenace a zpracování sekvenačních dat) shlukovalo celkových 58 317 sekvencí 

do 916 OTU. Maximální počet sekvencí napříč všemi vzorky (střeva, obsah střeva, půda) činil 3097, 

minimální 305. Průměrný počet sekvencí na vzorek bylo 2010 sekvencí. Průměrný počet OTU na vzorek 

bylo 236, maximální počet OTU na vzorek byl 340 a minimální 96. Počty sekvencí a OTU ve vzorcích  

viz. Obrázek 14. 
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Obrázek 14 Počet sekvencí a OTU v jednotlivých vzorcích ze střev (S), obsahu střeva (H) a chovné půdy (P) v čase 0, 14, 28, 42 
a 56 dní o koncentracích mikroplastů 0 g/kg (NC), 1 g/kg (c1) a 0,0256 g/kg (c2) čerstvé půdy. 
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Při vynesení všech vzorků do grafu PCoA založeném na odmocněné Bray-Curtisově vzdálenosti 

mezi vzorky neměl čas expozice ani koncentrace mikrovláken vliv na bakteriální složení žížalích střev, 

obsahu střeva a chovné půdy u jednotlivých vzorků, viz Obrázek 15 a 16. 

Naopak bylo pozorováno shlukování vzorků podle místa, odkud byla izolována bakteriální DNA. 

Ta byla izolována ze střeva (S), z obsahu střeva (H) a z chovné půdy (P) viz Obrázek 17. Složení střevního 

mikrobiomu se lišilo od složení mikrobiomu z obsahu střeva a chovné půdy. Složení mikrobiomu 

z obsahu střeva a z chovné půdy si je z části podobné. 

  

Obrázek 15 PCoA na základě odmocněné Bray-Curtisovy 
vzdálenosti mezi všemi vzorky ze střev žížal (S), z obsahu 
střeva (H) a z chovné půdy (P) při expozici mikroplasty po 
dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dní. Koncentrace mikroplastů byla 
0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché 
půdy. Elipsami znázorněno shlukování vzorků na základě 
času expozice. 

Obrázek 16 PCoA na základě odmocněné Bray-Curtisovy 
vzdálenosti mezi všemi vzorky ze střev žížal (S), z obsahu 
střeva (H) a z chovné půdy (P) při expozici mikroplasty po 
dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dní. Koncentrace mikroplastů byla 
0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché 
půdy. Elipsami znázorněno shlukování vzorků na základě 
koncentrace mikrovláken. 

Obrázek 17 PCoA na základě odmocněné Bray-Curtisovy vzdálenosti mezi 
všemi vzorky ze střev žížal (S), z obsahu střeva (H) a z chovné půdy (P) při 
expozici mikroplasty po dobu 0, 14, 28, 42 a 56 dní. Koncentrace mikroplastů 
byla 0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché půdy. Elipsami 
znázorněno shlukování vzorků dle skupiny. 
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Při vynesení vzorků pouze z žížalích střev nedocházelo ke shlukování vzorků ani podle času 

expozice ani podle koncentrace mikroplastů, kterým byly žížaly vystaveny, viz. Obrázek 18. Elipsami 

jsou ohraničeny vzorky ze stejné časové linie experimentu.  

 

TukeyHSD test na základě jednocestné analýzy ANOVA odhalil signifikantní rozdíl v bakteriální 

diverzitě mezi vzorky ze střeva (S) a vzorky obsahu střev (H, p=0,00031) a vzorky chovné půdy (P, 

p=0,00002). Nejvyšší diverzita byla sledována u vzorků chovné půdy, následně byla pozorována menší 

diverzita  

u vzorků z obsahu střeva a nejnižší bakteriální diverzita byla pozorována u vzorků z žížalích střev,  

viz. Obrázek 19.  

Obrázek 19 Porovnání alfa diverzity (dle Shannonova 
indexu) mezi vzorky podle skupiny vzorků z obsahu 
střeva (H), chovné půdy (P) a střeva (S). 

Obrázek 18 PCoA na základě odmocněné Bray-Curtisovy 
vzdálenosti mezi vzorky znázorňující shlukování vzorků ze 
střev žížal dle koncentrace mikrovláken (0 mg/kg (NC), 1 
mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2) suché půdy) a času 
expozice (0, 14, 28, 42 a 56 dní). 
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Na základě Hutchesonova t-testu pro porovnání dvou Shannon-Wienerových indexů diverzity 

nebyly sledovány signifikantní změny v bakteriální diverzitě ve střevech žížal vystavených různým 

koncentracím mikrovláken. Avšak byla sledována signifikantní změna (p = 0,0008) v diverzitě střevního 

mikrobiomu u žížal vystavených koncentraci mikroplastů 1 mg/kg po dobu 56 dní vůči kontrole po  

56 dnech. Dále nebyla u vzorků z obsahu střeva ani z chovné půdy sledována žádná signifikantní změna 

v diverzitě mikrobiomu, viz. Tabulka 9. Hypotéza navržena v této práci ve znění: mikroplasty snižují 

bakteriální diverzitu, byla zamítnuta v našem experimentálním nastavení. Nulová hypotéza 

Hutchesonova t-testu (diverzity se od sebe neliší) zamítnuta nebyla. 

Tabulka 9 Porovnání Shannon-Wienerových indexů diverzit (H=) vždy mezi kontrolou (NC) a vzorkem exponovaným 
mikrovláknům o koncentraci 1mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg (c2). Indexy diverzity jsou uvedeny pro vzorky ze střev žížal (S), z 
obsahu střeva (H) a z chovné půdy (P) v časech 14, 28 a 56 dní. Porovnání proběhlo pomocí Hutchesonova t-testu, p = 
signifikance. 

S14NC 
H = 4,17 

S14c1 

S28NC 
H= 4,38 

S28c1 

S56NC 
H= 4,25 

S56c1 

H = 4,26 H= 4,37 H= 3,78 

p = 0,29 p = 0,91 p = 0,0008 

S14c2 S28c2  S56c2  

H = 4,22 H = 4,19 H = 4,13 

p = 0,72 p = 0,19 p = 0,15 

  

 H14NC 
H = 4,28 

H14c1 

H28NC 
H= 4,28 

H28c1 

H56NC 
H= 4,05 

H56c1 

H = 4,24 H = 4,31 H = 4,31 

p = 0,99 p = 0,99 p = 0,99 

H14c2 H28c2  H56c2  

H = 4,32 H = 4,25 H = 4,28 

p = 0,99 p = 0,99 p = 0,99 

  

 P14NC 
H = 4,28 

P14c1 

P42NC 
H= 4,32 

P42c1 

H56NC 
H= 4,25 

P56c1 

H = 4,26 H = 4,29 H = 4,26 

p = 0,99 p = 0,99 p = 0,80 

P14c2 P42c2  P56c2  

H = 3,91 H = 4,27 H = 4,26 

p = 0,98 p = 0,99 p = 0,80 

 

Byl proveden vícenásobný Hutchesonův test pro porovnání diverzit vzorků během času 

experimentu. Byly sledovány signifikantní změny v diverzitě střevního mikrobiomu v závislosti na času 

experimentu. Diverzita bakterií ve střevě žížal po 14 dnech experimentu se signifikantně lišila  

od diverzity bakterií ve střevě žížal v čase 0 (p = 0,023). Dále se lišila diverzita bakterií ze střev žížal  

po 14 dnech od diverzity bakterií ze střev po 28 dnech experimentu (p = 0,001). Byla též zaznamenána 
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signifikantní změna v diverzitě bakterií ze střev žížal po 28 dnech od diverzity bakterií ze střev po  

56 dnech experimentu (p = 0,041), viz. Tabulka 10, str.48. 

Tabulka 10 Matice p hodnot po vícenásobném porovnání Shannon-Wienerových indexů diverzit (H) mezi kontrolními vzorky 
(NC) ze střev žížal (S) v čase 0, 14, 28 a 56 dní. Porovnání proběhlo pomocí vícenásobného Hutchesonova t-testu. 
Signifikantní p hodnoty zvýrazněny oranžově. 

Vzorky ze střev žížal (S) 
Název 
vzorku 

  S0 S14NC S28NC S56NC 
H 4,31 4,17 4,38 4,25 

S0 4,31 X 0,023 0,144 0,334 
S14NC 4,17 0,023 X 0,001 0,290 
S28NC 4,38 0,144 0,001 X 0,041 
S56NC 4,25 0,334 0,290 0,041 X 

 

U vzorků z obsahu střeva žížal byly zaznamenány signifikantní změny (p <0,05) v diverzitě 

bakterií pouze u vzorků v čase 0, 14 a 28 dní vůči diverzitě bakterií z obsahu střeva po 56 dnech, viz. 

Tabulka 11. Největší změna v diverzitách bakterií byla zaznamenána mezi vzorky kontrol z obsahu střev 

po 28 dnech a po 56 dnech (p = 6,20*10-11). Byla též zaznamenána signifikantní změna v bakteriální 

diverzitě mezi kontrolními vzorky z obsahu střev po 14 dnech a 56 dnech (p = 7,71*10-11). Dále byla 

sledována signifikantní změna v bakteriálních diverzitách mezi kontrolními vzorky z obsahu střeva 

v čase 0 a 56 dní (p = 7,79*10-11). 

Tabulka 11 Matice p hodnot po vícenásobném porovnání Shannon-Wienerových indexů diverzit (H) mezi kontrolními vzorky 
(NC) z obsahu střev žížal v čase 0, 14, 28 a 56 dní (H0, H14NC, H28NC, H56NC). Porovnání proběhlo pomocí vícenásobného 
Hutchesonova t-testu. Signifikantní p hodnoty zvýrazněny oranžově. 

Vzorky z obsahu střev žížal (H) 
Název 
vzorku 

  H0 H14NC H28NC H56NC 
H 4,58 4,57 4,58 4,31 

H0 4,58 X 0,956 0,973 7,79*10-11 
H14NC 4,57 0,956 X 0,928 7,71*10-11 
H28NC 4,58 0,973 0,928 X 6,20*10-11 
H56NC 4,31 7,79*10-11 7,71*10-11 6,20*10-11 X 

 

U vzorků chovné půdy byla zaznamenána pouze 1 signifikantní změna v diverzitě bakterií  

ve vzorku po 42 dnech vůči vzorku po 56 dnech (p = 0,004), viz. Tabulka 12. 

Tabulka 12 Matice p hodnot po vícenásobném porovnání Shannon-Wienerových indexů diverzit (H) mezi kontrolními vzorky 
(NC) chovných půd (P) v čase 14, 42 a 56 dní. Porovnání proběhlo pomocí vícenásobného Hutchesonova t-testu. Signifikantní 
p hodnoty zvýrazněny oranžově. 

Vzorky z chovné půdy (P) 
Název 
vzorku 

  P14NC P42NC P56NC 
H 4,71 4,75 4,64 

P14NC 4,71 X 0,265 0,078 
P42NC 4,75 0,265 X 0,004 
P56NC 4,64 0,078 0,004 X 
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Dále byl vytvořen sloupcový graf znázorňující 20 nejzastoupenějších bakteriálních tříd  

ve vzorcích ze střev žížal, z obsahu střeva a z chovné půdy, viz Obrázek 20. Nebyly pozorovány žádné 

významné změny v relativním zastoupení bakteriálních tříd v návaznosti na vystavení žížal MTEX 

mikrovláknům. U vzorků z obsahu střeva po 56 dnech expozice koncentraci mikroplastů 0 a 1 mg/kg 

(H56NC a H56c1) došlo k navýšení relativního zastoupení bakterií z třídy Thermoanaerobaculia, 

Planctomycetia a Gammaproteobacteria. Naopak došlo k poklesu relativního zastoupení bakterií z tříd 

Rubrobacteria, Bacilli, Thermoleophilia a Acidimicrobiia vzhledem k ostatním vzorkům. U vzorku  

ze střeva žížal po 56 dnech expozice mikroplastům o koncentraci 1 mg/kg (S56c1) došlo k významnému 

navýšení relativního zastoupení bakterií z třídy Mollicutes. 

V programu R byla vytvořena taxonomická tabulka udávající procentuální zastoupení 

jednotlivých bakteriálních tříd dle počtu sekvencí přítomných ve vzorcích ze střev. Bylo zobrazeno 

prvních 20 nejzastoupenějších bakteriálních tříd. Nejzastoupenějšími třídami byly 

Alphaproteobacteria, Actinomycetes nebo Acidimicrobiia, viz Tabulka 13 (str. 50). Nejzastoupenějšími 

kmeny bakterií (hodnoty uvedeny v procentech sekvencí) byly Actinomycetota (49,29 %), dále 

Pseudomonadota (23,04 %), Bacillota (11,42 %), Planctomycetota (3,09 %), Myxococcota (2,56 %), 

Acidobacteriota (2,23 %), Nitrospirota (1,69 %), Mycoplasmatota (1,62 %) a Bacteroidota (1,21 %). 

 

  

Obrázek 20 Relativní zastoupení bakteriálních tříd ve vzorcích ze střev žížal (S), z obsahu střeva (H) a z chovné půdy (P). Doba 
expozice mikroplasty byla 0, 14, 28, 42 a 56 dní. Koncentrace mikroplastů byla 0 mg/kg (NC), 1 mg/kg (c1) a 0,0265 mg/kg 
(c2) suché půdy. 
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Tabulka 13 Tabulka zobrazující 20 nejzastoupenějších bakteriálních tříd ze střeva žížal Aporrectodea sp dle procentuálního 
zastoupení sekvencí. 

Kmen Třída Sekvence (%) 

Pseudomonadota Alphaproteobacteria 16.05 

Actinomycetota Actinomycetes 15.84 

Actinomycetota Acidimicrobiia 13.08 

Actinomycetota Thermoleophilia 11.69 

Bacillota Bacilli 9.22 

Actinomycetota Rubrobacteria 8.63 

Pseudomonadota Gammaproteobacteria 5.76 

Planctomycetota Planctomycetia 2.83 

Bacillota Clostridia 2.08 

Nitrospirota Nitrospiria 1.69 

Mycoplasmatota Mollicutes 1.62 

Myxococcota Myxococcota 1.24 

Pseudomonadota Betaproteobacteria 1.23 

Myxococcota Polyangia 1.09 

Acidobacteriota Thermoanaerobaculia 0.97 

Bacteroidota Cytophagia 0.73 

Gemmatimonadota Gemmatimonadetes 0.63 

Acidobacteriota Terriglobia 0.51 

Thermodesulfobacteriota Desulfomonilia 0.51 

 

5.7 Extrakce imunitních buněk 
Množství imunitních buněk vyextrahovaných jednotlivými metodami viz. Tabulka 14. Data 

ukazují, že ani jedna z metod použitých na extrakci imunitních buněk nebyla úspěšná. Počet 

extrahovaných buněk nebyl dostatečný pro provedení následné analýzy.  

Tabulka 14 Počty vyextrahovaných imunitních buněk pomocí 3 metod z žížal Apporectodea sp. Extrakce buněk pomocí 
elektrického napětí 6 a 4,5 V trvala 60 sekund. * Po extrakci buněk Pasteurovou pipetou a bateriemi došlo pouze k 1 
přečištění vzorků. 

Metody extrakce buněk 
Počet žížal 
v jednom 

vzorku 

Počet 
extrahovaných 

buněk/ml 

Objem  
s 2x105 

buněk (µl) 

Objem jamky  
v 96 destičce (µl) 

Extrakce buněk pufrem 
6 6750 29630 

400 

6 7500 26667 

Extrakce buněk Pasteurovou 
pipetou* 

1 50000 4000 

1 325000 615 

Extrakce buněk za pomoci 
elektrického napětí 60 s* 

6 V 1 100000 2000 

4,5 V 1 75 000 2667 
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5.8 Necílená metabolomická analýza  
Metodou necílené analýzy metabolitů byly sledovány změny ve znacích u vzorků žížal 

vystavených mikroplastům po určitý čas v porovnání s negativní kontrolou žížal nevystavených 

mikroplastům. Znaky ve vzorcích označených HILIC jsou metabolity polární. Znaky ve vzorcích 

označených C18 jsou metabolity nepolární. U polárních znaků ve vzorcích žížal vystavených koncentraci 

MTEX 1 mg/kg (c1) po dobu 14 dní (C18_t14_c1) byla zaznamenána 1 změna. U žížal vystavených  

po dobu 14 dní koncentraci 0,0265 g/kg (c2) (C18_t14_c2) byly zaznamenány 3 změněné znaky. U žížal 

vystavených po dobu 28 dní mikroplastům o koncentraci c1 (C18_t28_c1) bylo zaznamenáno  

5 změněných znaků a o koncentraci c2 (C18_t28_c2) 33 změněných znaků. U žížal vystavených 56 dní 

MTEX o koncentraci c1 (C18_t56_c1) bylo zaznamenáno 49 změněných znaků a při koncentraci c2 

(C18_t56_c2) 48 změněných znaků.  

U nepolárních znaků ve vzorcích žížal vystavených koncentraci MTEX c1 po dobu 14 dní 

(HILIC_t14_c1) byly zaznamenány 4 změny stejně jako u žížal vystavených MTEX o koncentraci c2 

(HILIC_t14_c2). U žížal vystavených po dobu 28 dní mikroplastům o koncentraci c1 (HILIC_t28_c1) byl 

zaznamenán 1 změněný znak a o koncentraci c2 (HILIC_t28_c2) 2 změněné znaky. U žížal vystavených 

56 dní MTEX o koncentraci c1 (HILIC_t56_c1) bylo sledováno 62 změněných znaků a při koncentraci c2 

(C18_t56_c2) 5 změněných znaků viz. Obrázek 21. 
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Obrázek 21 Počet nalezených signifikantně změněných znaků (p <0,05, FCH=2) (C18-nepolární znaky; HILIC-polární znaky) u 
jednotlivých vzorků žížal vystavených mikroplastům o koncentraci 1 mg/kg půdy (c1) a 0,0256 mg/kg (c2) z mulčovací textilie 
(MTEX) po dobu 14, 28 a 56 dní. 
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6 Diskuse 

6.1 Mikroplasty z mulčovací textilie 
Mulčování syntetickými mulči je dodnes velmi časté a oblíbené řešení, jak zvýšit rostlinnou 

produkci (Kamal et al., 2012; Devasinghe et al., 2015; Moursy et al., 2015). V roce 2020 bylo globálně 

použito přes 2,1 milionu tun plastového mulče (Wang et al., 2022). PE je první plastový materiál, který 

byl využit na mulčování (Emmert, 1954) a možná právě proto nejrozšířenější materiál na mulčování.  

S jistotou lze říci, že tématu orientovanému na rozpad mulčovacích PE či LDPE fólií  

(Crossman et al., 2020; Kim et al., 2021; Ling Ding et al., 2020; Li W. et al., 2020; Ramos et al., 2015)  

a vlivu PE či LDPE mikroplastů na půdní parametry, na půdní mikrobiotu nebo faunu (Chen et al., 2023; 

Qi et al., 2020b; Huang et al., 2019; Qi et al., 2020a; Song et al., 2023) je věnováno více pozornosti. 

Články věnující se vláknům z MTEX byly nalezeny pouze 2 (Sobhani et al., 2021; Wang et al., 2023),  

ze kterých pouze 1 zmiňuje PP MTEX (Sobhani et al., 2021). 

Sobhani et al., (2021) izolovali mikroplasty ze zahradní  půdy v jižní Austrálii, Bellevue Heights 

5050 pomocí běžného domácího vybavení po 7 letech používání PP MTEX. Množství nalezených 

mikroplastů z MTEX o velikosti 0,8-100 µm bylo okolo 10 000 kusů na 10 g suché půdy. Mikroplastů  

o velikosti 100 µm-0,75 mm bylo nalezeno okolo 1000 kusů na 10 g suché půdy a mikroplastů o velikosti 

0,75-5 mm bylo nalezeno v 10 gramech suché půdy okolo 100 kusů viz. Obrázek 22. 

 

Počet všech velikostí částic mikroplastů z MTEX přepočten na 1000 g půdy by pak činil 

11 100 000 částic mikroplastů. Této hodnoty počtu vláken v půdě nebylo v této práci ani zdaleka 

dosaženo. Počet vláken v 1000 g půdy se pohyboval v řádech deseti tisíců, nikoli desítek milionů. Tento 

velký rozdíl v počtu nalezených mikroplastů by mohl být způsoben použitím rozdílných detekčních 

metod. V této diplomové práci byl použit na kvantifikaci pouze optický mikroskop umožňující 

Obrázek 22 Sloupcový graf počtu částic izolovaných z půdy v závislosti na 
jejich velikosti, převzato a upraveno dle (Sobhani et al., 2021). 
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detekovat pouze viditelná vlákna vizuálně a dále FTIR na potvrzení, že sledovaná vlákna pod světelným 

mikroskopem jsou PP. Zatímco v práci (Sobhani et al., 2021) byla použita Ramanova spektroskopie, 

která umožňuje detekci menších částic. Vzhledem k nedostatku publikací na mikroplasty uvolňující se 

z MTEX, byl tento pokus proveden za účelem zjištění, zda k rozpadu textilie vůbec dochází a za účelem 

zjistit rámcovou koncentraci takových mikroplastů v půdě. Pro tento účel byly zvolené metody detekce 

vláken zcela dostačující. 

 

6.2 Sběr a určování žížal 
Vzhledem k tomu, že nebyl nalezen žádný dostupný chov žížal rodu A. caliginosa, byly žížaly 

nasbírány. Ve většině níže zmíněných studiích, kde byla použita A. caliginosa jako modelový 

organismus, byly žížaly ručně nasbírány. Nasbírané žížaly pak byly v některých případech v téže studiích 

určeny dle morfologie, tedy dle klíče. Ve většině případů nebylo uvedeno podle čeho byly žížaly 

taxonomicky určeny viz Tabulka 15. 

Tabulka 15 Studie zahrnující A. caliginosa a sledované parametry (způsoby získání A. caliginosa do studie a způsob určení 
žížal). 

Zisk žížal 

Určení žížal Zdroj Samosbě
r 

Chov 

✓ × neuvedeno (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007) 

× ✓ _ (Elyamine a Hu, 2020) 

× ✓ _ (Neilson a Boag, 2003) 

✓ × neuvedeno (Dai et al., 2004) 

✓ × určení dle klíče Sims a Gerard (1999) (Butt et al., 2020) 

✓ × neuvedeno (Khalil, 2016) 

✓ × neuvedeno (Holmstrup, 2001) 

✓ × určení dle klíče Sims a Gerard (1999) (Bart et al., 2020) 

✓ × určení dle klíče Sims a Gerard (1999) (Hobbelen et al., 2006) 

✓ × neuvedeno (Bart et al., 2019a) 

✓ × neuvedeno (Eriksen-Hamel a Whalen, 2006) 

✓ × určení dle klíče Blakemore (2006) (Pérez-Losada et al., 2009) 

✓ × určení dle klíče Sims a Gerard (1999) (Bart et al., 2019) 

✓ × neuvedeno (Owojori a Reinecke, 2009) 

× ✓ _ (Elyamine et al., 2018) 

× ✓ _ (Puga-Freitas et al., 2012) 
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6.3 Charakterizace půdy 
Chovná půda byla charakterizována za účelem zjištění parametrů půdy a za účelem zjištění 

přítomnosti toxických prvků, jejichž přítomnost by mohla ovlivnit výsledky toxicity mikroplastů. Je 

známo, že na povrch mikroplastů se mohou sorbovat jiné polutanty, mezi které patří i těžké kovy  

(Zhou et al., 2019). Sorpcí těžkých kovů na mikroplast se mohou kovy stát biologicky dostupnější  

a koncentrovanější a tím nebezpečnější (An et al., 2023; Zhou et al., 2020) ve své práci například zjistili, 

že přítomnost mikroplastů v půdě zvyšuje ukládání kadmia v těle žížaly E. fetida. 

Limity těžkých kovů v půdě dle WHO (1999) jsou 100 mg chromu, 0,8 mg kadmia, 85 mg olova, 

36 mg mědi a 50 mg zinku na 1 kg půdy. Ani v jednom z případů nepřesáhla koncentrace zmíněných 

prvků v chovné půdě dané limity. Koncentrace hliníku se v půdě přirozeně pohybuje od 10 000 do  

300 000 mg/kg půdy (Lindsay, 1979). Limit pro koncentraci arsenu v zemědělské půdě je 20 mg/kg 

(Rahman et al., 2023). Ani v tomto případě nebyly v chovné půdě nalezeny nadlimitní koncentrace. 

Naměřené hodnoty koncentrací těžkých kovů v chovné půdě se též pohybují v minimálních hodnotách 

naměřených koncentrací kovů po celé Evropě (Tóth et al., 2016). 

Během experimentu bylo nutno dodržovat podmínky vhodné pro chov žížal Apporectodea sp., 

aby neměl na stav žížal vliv jiný faktor než koncentrace mikroplastů a čas, po který byly žížaly 

mikroplastům vystaveny. Žížaly byly chovány ve tmě, při 15 °C, v půdě o pH 6,8, vlhkost půdy byla cca 

24 % (přibližně 37 % WHC), což odpovídá nastavení chovných podmínek v dalších experimentech,  

viz Tabulka 16. Brami et al., (2017) k chovu žížal nedoporučují použití standardizovaných půd, tohoto 

doporučení bylo v této práci využito. 

Tabulka 16 Tabulka podmínek chovů žížaly A. caliginosa v jiných studiích. 

Teplota 
(°C) 

Světlo 
(h) 

Vlhkost (%) pH Zdroj 

15 0 25 6,3 (Eriksen-Hamel a Whalen, 2007) 

10-15 0 
25-30 

4,5-7 (Lowe a Butt, 2005)  
18 

15 0 20-25 _ (Butt et al., 2020) 

23± 2  12 60 5,57 (Khalil, 2016) 

15 0 12 
5,9 

(Holmstrup, 2001) 
6,7 

20 0 30 6,3 (Eriksen-Hamel a Whalen, 2006) 

15 _ 28 7,5 (Bart et al., 2019) 

15 0 28 7,5 (Bart et al., 2019) 

15±1 _ 28 7,5 (Bart et al., 2020) 
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6.4 Analýza bakteriálního mikrobiomu 
Na střevní mikrobiom žížaly Aporrectodea sp. neměla vliv koncentrace mikroplastů, ani čas,  

po který byly žížaly mikroplastům vystaveny. Z dřívějších studií jsou popsány případy vlivu mikroplastů 

na střevní mikrobiom různých organismů (Qiao et al., 2019; Li et al., 2020; Lu et al., 2018). Změny  

ve střevním mikrobiomu byly též pozorovány u půdních organismů. Zhu et al., (2018) vystavili 

chvostoskoky Folsomia candida PVC mikroplastům o velikosti 80-250 µm po dobu 56 dní a sledovali 

změny ve složení střevních bakterií a snížení bakteriální diverzity. U roupic Enchytraeus crypticus 

vystaveným mikroplastům z pneumatik byla též sledována změna ve složení střevního mikrobiomu, 

který byl obohacen o patogenní bakterie (Ding et al., 2020). V této práci ovšem nebyl pozorován vliv 

mikroplastů na relativní zastoupení bakterií ve střevě žížal, na relativní zastoupení bakterií obsahu 

žížalího střeva, ani na relativní zastoupení bakterií v chovné půdě. Složení bakterií se lišilo pouze  

v závislosti na skupině, tedy na tom, zda byly baterie izolovány ze střev, obsahu střev nebo chovné 

půdy. Tyto výsledky se zcela shodují s prací (Adhikari et al., 2023), která se nastavením experimentu 

velmi podobá této práci. Adhikari et al., (2023) vystavili po dobu 20 dní žížalu L. terrestris LDPE 

mikroplastům o velikosti <250 µm, jako materiálu odpovídajícímu složením mulčovací fólii. 

Mikroplasty, shodně jako v této práci, dali do opadu, nikoli do půdy. Množství přidaných mikroplastů 

činilo 1,4 g. Následně zkoumali bakterie ze střev žížal, z žížalích exkrementů a chovné půdy. 

Nezaznamenali žádné signifikantní ovlivnění mikrobiomu po vystavení žížal mikroplastům ani  

u jednoho ze 3 druhů vzorků. Zaznamenali pouze signifikantní odlišnosti ve složení mikrobiomu ze střev 

žížal, z exkrementů a z chovné půdy. Ani hmotnosti žížal se před a po experimentu nelišily. Stejně tak 

neměly PE nanoplasty o koncentraci 200 mg/kg suché půdy po 28 dnech vliv na střevní mikrobiotu 

žížaly Metaphire vulgaris (Wang et al., 2022).  

Naopak je publikováno více článků o negativním vlivu mikroplastů na střevní mikrobiom žížal 

(Chan et al., 2023; Zhao et al., 2024a; Yang et al., 2022; Kwak a An 2022; Cheng et al., 2021;  

Yu et al., 2022; Xu a Yu, 2021).  

Zhao et al., (2024a) sledovali změny v relativním zastoupení bakterií ze střev po vystavení žížaly 

E. fetida PVC a LDPE mikroplastům o velikosti 900 µm a koncentraci 50 g/kg. Yu et al., (2022) vystavili 

žížalu E. fetida PE mikroplastů o 6 různých koncentracích po dobu 28 dní a nezaznamenali signifikantní 

změny v zastoupení dominantních střevních bakterií, jen změnu v relativním zastoupení bakterií, 

snížení diverzity a bohatosti střevní mikrobioty. Chan et al., (2023) vystavili žížalu Eudrilus euganiae PE 

mikroplastům o velikosti 40–48 µm. Žížaly byly chovány v namletém kartonu. Koncentrace mikroplastů 

byla 5 a 20 % (w/w). Následně pak sledovali změny v relativním zastoupení bakterií přítomných  

ve střevě žížal. Chovem žížaly E. euganiae v namletém kartonu s mikroplasty, vytvořili umělé prostředí, 

kde žížaly neměly jinou možnost než pozřít homogenní uniformní stravu s mikroplasty. Vyloučili tak 

chovnou půdu jako heterogenní proměnnou matrici, která by mohla interagovat s mikroplasty  
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a střevním mikrobiomem žížal. Vytvořili prostředí, kde do styku mohly přijít pouze střevní bakterie žížal 

a mikroplasty, ovšem neodpovídající reálnému prostředí. Je otázka, zda v životním prostředí opravdu 

může docházet k ovlivnění střevní mikrobioty žížal mikroplasty. 

Tento rozdíl ve výsledcích může být způsoben tím, že ve výše zmíněných pracích byly 

mikroplasty zamíchány do půdy a tím se žížaly nutně musely s mikroplasty setkat a s největší 

pravděpodobností je pozřít, jak také zmiňují Adhikari et al., (2023) v závěru své práce. Je možné, že 

pokud jsou mikroplasty v opadu, nepozře jich žížala tolik, aby bylo možné sledovat na organismu 

případné projevy toxicity mikroplastů.  

Huerta Lwanga et al., (2016) též přidali PE mikroplasty <150 µm o různých koncentracích  

do opadu a sledovali koncentraci mikroplastů v půdě, vliv mikroplastů na rychlost růstu a mortalitu 

žížal L. terrestris po 60 dnech. Pokud bylo ve 13 g opadu 0,91 g mikroplastů, bylo po 60 dnech v chovné 

půdě přítomno 0,2 % (w/w) mikroplastů a nebyly zaznamenány změny v růstové rychlosti žížal ani 

žádná úmrtnost. Naopak pokud bylo v opadu přítomno 3,64 g nebo 5,85 nebo 7,80 g mikroplastů, byly 

sledovány změny v růstové rychlosti, mortalita a zvýšená koncentrace mikroplastů v půdě. To, že byly 

sledovány negativní vlivy mikroplastů na žížalu L. terrestris, mohlo být způsobeno i rozdílným stylem 

života žížal. L. terrestris je na rozdíl od A. caliginosa žížala aneická, která primárně žije ve vertikálních 

chodbičkách a zabudovává organický opad do půdy (Brown, 1995). Ačkoliv A. caliginosa občas  

na povrch půdy vyleze (viz Obrázek 23, str.54), nemuselo to být dostačující k pozření plastů. Obrázek 

23, str.54 níže jsou důkazem, že ovšem docházelo ke kontaktu žížal s mikroplasty. 
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Nicméně samotný kontakt žížal s mikroplasty nemusel vést k pozření mikroplastů žížalami. Je 

známo, že velikost částic ovlivňuje růst a reprodukci žížal (Lowe a Butt, 2003). Boström (1988) sledovala 

zvýšený růst a produkci kokonů, pokud byla A. caliginosa krmena opadem o velikosti menší než  

200 µm oproti žížalám krmeným opadem o velikosti nad 200 µm. Průměrná délka mikroplastů z MTEX 

byla 890 µm a průměrná šířka 24 µm, minimální naměřená délka byla 141 µm a maximální 4811 µm. 

Je tak možné, že i když byly žížaly v opadu, nedokázaly mikroplasty pozřít. 

V této práci byla jako vysoká koncentrace mikroplastů použita 0,1 % (w/w) odpovídající  

1 g mikroplastů na 1 kg čerstvé půdy. Tato koncentrace byla použita v jiných článcích a byl pozorován 

negativní vliv mikroplastů na žížaly (Chen et al., 2020; Zhang et al., 2022;  

Prendergast-Miller et al., 2019; Rodriguez-Seijo et al., 2017). Je tedy možné, že vlákna nebyla pro žížaly 

toxická pouze z důvodu jejich zamíchání do opadu. Pokud by k pozření mikroplastů žížalami přeci jen 

došlo, byla koncentrace 1 g/kg dostatečná, aby potenciálně došlo k projevům toxicity. 

Určené kmeny bakterií ze střeva žížal Aporrectodea sp. se shodují s těmi, které určili  

Sapkota et al., (2020). Byly též identifikovány kmeny Actinomycetota, Acidobacteriota, Bacteroidota, 

Pseudomonadota, Bacillota nebo Nitrospirota. V práci Sapkota et al., (2020) určili jako charakteristický 

kmen bakterií Acidobacteriota z obsahu střeva A. caliginosa a jako charakteristickou třídu 

Alphaproteobacteria v porovnání s jinými druhy žížal. V této práci byl kmen Acidobacteriota zastoupen 

z 2,23 % počtu všech sekvencí. Třída Alphaproteobacteria byla nejzastoupenější (16,05 % všech 

sekvencí). U (Sapkota et al., 2020) bylo výrazné relativní zastoupení kmene Verrucomicrobiota, okolo 

Obrázek 23 Fotky zachycující přítomnost žížal Aporrectodea sp. v opadu, foto:autor 
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25 %, v této práci byly sekvence tohoto kmene přítomny pouze z 0,60 %. Rozdíl v zastoupení 

Verrucomicrobiota by mohl být způsoben tím, že Sapkota et al., (2020) izolovali DNA z obsahu žížalího 

střeva. Aira et al., (2022) totiž zjistili přítomnost kmene Verrucomicrobiota ve střevě a obsahu střeva 

u žížaly A. caliginosa a také v půdě. Zjistili též, že průchodem půdy žížalím střevem dochází k namnožení 

bakteriálního kmene Verrucomicrobiota.  

Ve střevě žížal byly též zjištěny druhy bakterií Bacillus sp., Acinetobacter sp., Streptomyces sp., 

jaké byly určeny v práci (Tikhonov et al., 2016). Nebyl ovšem zjištěn druh Aeromonas sp.  

Tikhonov et al., (2016) určovali bakterie ze střevní tekutiny, ovšem v této práci byla žížalí střeva před 

odebráním pro pozdější izolaci DNA otevřena a vymyta dH2O, mohlo dojít k vymytí tohoto bakteriálního 

druhu.  

Ve vzorku ze střev žížal po 56 dnech vystavených koncentraci mikrovláken 1 mg/kg byla 

pozorována výrazně zvýšená relativní abundance bakteriální třídy Mollicutes, patřící do kmene 

Mycoplasmatota. Jedná se o mutualistické komenzální nebo parasitické Gram pozitivní bakterie bez 

buněčné stěny s malým genomem (Johansson a Pettersson, 2002). Bakterie třídy Mollicutes byly již 

dříve nalezeny v žížalách L. rubellus, L. terrestris i A. caliginosa (Nechitaylo et al., 2009;  

Singleton et al., 2003). Nechitaylo et al., (2009) popsali přítomnost nekultivovatelných Mollicutes 

podobných bakterií v orgánech, ve střevě i v obsahu střeva žížal. Singleton et al., (2003) zjistili nový 

bakteriální klastr ze střeva žížaly L. rubellus příbuzný Spiroplasma sp. a Mycoplasma capricolum. V této 

práci třída Mollicutes zahrnovala bakteriální rod Spiroplasma. Spiroplasma byla taktéž objevena  

v zástupcích kmene členovců (Nechitaylo et al., 2009). V chovné sklenici, kde byly žížaly vystaveny vyšší 

koncentraci mikrovláken po dobu 56 dní tak mohlo dojít k namnožení drobného hmyzu s bakterií 

Spiroplasma a následné kontaminaci žížal. 

Dále byla u vzorků z obsahu střev žížal vystavených mikrovláknům o koncentraci 0 a 1 mg/kg 

sledována zvýšená relativní abundance bakterií Planctomycetia a Gammaproteobacteria.  

Lv et al., (2018) zjistili nárůst bakteriálního kmene Planctomycetota v půdě, kde byla přítomna žížala  

E. fetida během vermikompostování. Mohlo se stát, že žížaly Aporrectodea sp. v těchto dvou případech 

mohly pozitivně ovlivnit vlastnosti půdy pro namnožení bakterií třídy Planctomycetia. Byla 

zaznamenána snížená abundance bakteriální třídy Bacillus, jejíž zástupci mohou degradovat složité 

organické látky jako je celulóza (Rastogi et al., 2010) nebo mohou pomáhat při mineralizaci fosfátu  

a redukci dusíkatých sloučenin. Ve studiích, kde byly organismy vystaveny mikroplastům či jiným 

polutantům, byly zaznamenány zvýšené abundance bakterií třídy Bacillus (Wang et al., 2019;  

Kuipa et al., 2016; Baihetiyaer et al., 2023; Zhu et al., 2018). Zvýšenou abundanci bakterií třídy Bacillus 

přikládají autoři schopnosti těchto bakterií rozkládat plasty a jiné polutanty (Cameron et al., 2020;  

Ragu et al., 2024; Huerta et al., 2018; Hadad et al., 2005). 
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Byly pozorované změny v diverzitách mikrobiomů mezi vzorky. Signifikantně snížená 

bakteriální diverzita u vzorku ze střev žížal vystavených mikrovláknům o vyšší koncentraci (S56c1) může 

korelovat s nárůstem relativního zastoupení Mollicutes, viz Obrázek 20, str. 49. Signifikantně změněné 

diverzity ve vzorcích z obsahu střeva a z chovné půdy nevykazují žádný trend. Změny v diverzitách 

mohly být detekovány v důsledku měnících se podmínek, jako je vlhkost půdy, v chovných nádobách. 

 

6.5 Extrakce imunitních buněk 
Ani jednou z uvedených metod nebyl z žížal Aporrectodea sp. izolován dostatečný počet 

imunitních buněk (2x105) pro následné analýzy a měření pomocí cytometru.  

Navarro Pacheco et al., (2021) a Semerád et al., (2020) dokázali z žížal E. fetida pomocí pufru 

vyextrahovat potřebné množství imunitních buněk. Tento rozdíl může být dán tím, že Navarro Pacheco 

et al., (2021) a Semerád et al., (2020) použili žížalu E. fetida, zatímco v tomto pokusu bylo pracováno  

s žížalami Aporrectodea sp. Po komunikaci nyní již s paní doktorkou Natividad Isabel Navarro Pacheco 

a paní doktorkou RNDr. Petrou Procházkovou, Ph.D., obě tou dobou z Laboratoře buněčné  

a molekulární imunologie Mikrobiologického ústavu Akademie věd České republiky bylo přistoupeno 

k dalším metodám extrakce imunitních buněk. 

Buňky byly extrahovány pomocí Pasteurovy pipety (Suzuki et al., 1995). Kwak et al., (2014)  

pro extrakci imunitních buněk z žížal E. andrei a Perionyx excavatus použili úspěšně jehlu, kterou 

defekovaným žížalám zavedli pod opasek a nasáli tak coelomovou tekutinu. Stejně jako  

Garcia-Velasco et al., (2019) použili k extrakci imunitních buněk z žížaly E. fetida jehlu. Rozdíl  

v úspěšnosti metody by opět mohl být v použití rozdílných žížalích druhů. Žížaly Aporrectodea sp. jsou 

malé žížaly, které po defekaci ztrácí objem těla a je těžké do žížaly Pasteurovu pipetu zavést tak, aby 

došlo k minimálnímu poškození žížaly, k zisku adekvátního počtu imunitních buněk a nedošlo  

k perforaci střeva. Extrakce imunitních buněk Pasteurovou pipetou je v případě žížal Aporrectodea sp. 

nevhodná metoda. 

Dále bylo přistoupeno k metodě extrakce imunitních buněk pomocí elektrického napětí. 

Santocki et al., (2016) použili k extrakci imunitních buněk z E. andrei napětí 4,5 V, stejně jako  

Homa et al., (2021). Úspěšnou extrakci imunitních buněk z žížaly E. fetida zaznamenali i  

Singh et al., (2020), kteří použili napětí 6 V. Opět jsou známy publikace pracující s žížalou rodu Eisenia, 

nebo jinými, ovšem žádná o žížalách Aporrectodea sp.  
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6.6 Necílená metabolomická analýza 
Byly sledovány změny v metabolickém profilu žížal Aporrectodea sp. U žížal vystavených 

mikroplastům o koncentraci 1mg/kg po dobu 56 dní byla většina změněných zvýšených znaků 

anotována jako dipeptidy (viz Tabulka 2, příloha). Změny související s metabolismem aminokyselin  

po vystavení organismu mikroplastům byly zaznamenány již dříve (Qiao et al., 2019; Wan et al., 2019; 

Jin et al., 2019; Ye et al., 2021).  

Chan et al., (2023) sledovali po vystavení žížaly E. euganiae PE mikroplastům mírně zvýšenou 

přítomnost konkrétně leucyl-glycinu, který hraje roli v protizánětlivé reakci. Cao et al., (2022)  

po vystavení žížaly E fetida kombinaci mikroplastů s plastifikátorem tris (2-chloroethyl) fosfát sledovali 

naopak sníženou přítomnost znaků souvisejících s metabolismem aminokyselin, konkrétně znaky 

spjaté se syntézou alaninu, argininu, aspartátu, glutamátu, fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Snížený 

metabolismus aminokyselin může vést k zesílení reakcí citrátového cyklu a tím k přípravě organismu 

na stresové situace (Zhang et al., 2021). Xu a Yu (2021) sledovali po vystavení žížaly E. fetida PS 

mikroplastům změnu v metabolismu alaninu, aspartátu a glutaminu. 

U žížal vystavených mikroplastům o koncentraci 1mg/kg po dobu 56 dní byla sledována 

zvýšená přítomnost u znaku anotovaného jako L-galactonát a 3-dehydro-L-threonát, což jsou molekuly 

účastnící se metabolismu askorbátu a aldarátů, metabolismu pravděpodobně spjatého s oxidativním 

stresem (Kanehisa a Goto, 2000). Dále byla detekována zvýšená přítomnost znaku anotovaného jako 

2,4-bis(acetamido)-2,4,6-trideoxy-beta-L-altropyranóza, molekuly účastnící se metabolismu 

aminosacharidů a nukleotidových sacharidů (Kanehisa a Goto, 2000). Dále byla sledována zvýšená 

přítomnost znaku anotovaného jako N-α-acetylcitrulin, molekuly účastnící se v biosyntetické dráze 

argininu, která je dále spjata se syntézou pyrimidinu, polyamidů a dalšími biodegradačními drahami 

(Wishart et al., 2022). Byly sledovány i změny ve 3 znacích tentativně identifikovaných jako  

N-α-acetyl-L-2,4-diaminobutyrát, 1,6-anhydro-N-acetyl-beta-muramát a 4-oxo-L-proline, molekuly 

produkované bakteriálními kmeny. Jedná se pravděpodobně o kontaminaci, nebo chybné anotování 

molekuly programem. Dále byla sledována vysoká přítomnost znaku anotovaného jako  

26 – hydroxybrasinolid. Jedná se steroidní fytohormon, tedy nejspíše o kontaminaci, která mohla 

vzniknout nedostatečným očištěním žížal určených na necílenou metabolomickou analýzu od půdy. 

Stejnou kontaminací mohou být i znaky, které byly anotovány jako 3-(7'-methylthio) heptyl malonová 

kyselina a 4 – hydroxykumarin, látky účastnící se metabolismu rostlin a hub (Bye a King, 1970;  

Kanehisa a Goto, 2000). U žížal vystavených mikroplastům o koncentraci 0,0265 mg/kg po dobu 56 dní 

byla též sledována zvýšená přítomnost 26 – hydroxybrasinolidu, 3-(7'-methylthio) heptyl malonové 

kyseliny a 4-hydroxykumarinu.  

Látky rostlinného původu z pozřené zeminy by se mohly dostat do coelomové tekutiny přes 

střevo, které by bylo zároveň poškozeno kupříkladu mikroplasty. O pozření mikrovláken žížalami není 
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důkaz a pokud by došlo k pozření, neexistuje důkaz o poškození střev. Kdyby přeci jen došlo k pozření 

mikrovláken žížalami a poškození střeva a průniku rostlinných látek ze střeva do coelomu, byly by při 

pitvě vymyty dH2O. Jedná se tedy s největší pravděpodobností o kontaminace z vnější části těla žížal 

vzniklé nedostatečným oplachem žížal. 

U žížal vystaveným mikroplastům o koncentraci 0,0265 mg/kg po dobu 28 dní byla 

zaznamenána snížená přítomnost znaku tentativně identifikovaného jako sfinganin, látka spojená  

se signalizací a oxidací lipidů (Chan et al., 2023; Kanehisa a Goto 2000). Xu a Yu (2021) detekovali 

naopak zvýšenou přítomnost sfinganinu, stejně jako Chan et al., (2023). Snížená přítomnost sfinganinu 

by mohla naznačovat, že u žížal neprobíhal oxidativní stres.  

Dále byla zaznamenána zvýšená přítomnost v látce anotované jako  

7-methoxy-2,2,4-trimethyl-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1-benzopyran a snížená přítomnost  

u 1-oktadekanoyl-2-(9Z,1Z-oktadekadienoyl)-3-O-[(N,N,N-trimethyl) homoserin-glycerolu.  

7-methoxy-2,2,4-trimethyl-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1-benzopyran je isoflavan, tudíž opět možná půdní 

kontaminace vzorku žížal (NCBI, 2024).  

1-oktadekanoyl-2-(9Z,1Z-oktadekadienoyl)-3-O-[(N,N,N-trimethyl) homoserin-glycerol je látka patřící 

do skupiny betain lipidů, které se vyskytují u nižších eukaryotických organismů jako jsou řasy a houby 

(Christie W., 2024).  

Ostatní znaky v podobě sumárního vzorce nebyly programem anotovány. 
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7 Závěr 
Jedním z cílů diplomové práce bylo zjistit, zda se mikroplasty uvolňují z MTEX a pomocí 

flotačního experimentu a následné kvantitativní a kvalitativní analýzy stanovit přibližnou koncentraci 

mikroplastových vláken z půd. Výsledky experimentu potvrdily, že se vlákna z MTEX uvolňují a tvoří tak 

mikroplasty. Průměrný počet vláken v 1 kg suchých půd vystavených MTEX se pohyboval v rozmezí  

od 1075 do 5900 kusů. Černá netkaná PP MTEX je dalším zdrojem sekundárních mikroplastů 

uvolňujících se do půd.  

Dalšími cíli diplomové práce bylo zjistit, zda a jaký vliv mají mikroplasty uvolněné z MTEX  

na střevní mikrobiom žížal Aporrectodea sp. a zda a jaký vliv mají na žížalí imunitní buňky a metabolom.  

Výsledky neukazují žádnou změnu v relativním zastoupení střevní mikrobioty po vystavení žížal 

mikroplastům, stejně tak neukazují změnu mikrobioty v obsahu střeva žížal ani v chovné půdě. 

Mikrobiota se měnila jen v závislosti na místě, odkud byla odebrána (střeva, obsah střeva, chovná 

půda). Tento fakt je v souladu s dalšími studiemi. Dle výsledků nelze jednoznačně říci, zda mají 

mikroplasty vliv na střevní mikrobiom žížal. Byla pozorována změna v bakteriální diverzitě v závislosti 

na čase. V chovných sklenicích časem muselo docházet ke změnám podmínek a tím k ovlivnění 

mikrobioty.  

Hypotéza o vlivu mikroplastů na imunitní buňky žížal nelze vyvrátit, ovšem ani potvrdit. Nebyl 

vyextrahován potřebný počet buněk na další analýzu pomocí cytometru. Přestože existují zavedené 

metody extrakce imunitních buněk z žížal, nebyly v tomto případě pro žížaly Aporrectodea sp. 

relevantní.  

Výsledky necílené metabolomické analýzy u žížal vystavených mikroplastům z MTEX ukázaly 

změny ve znacích. Na změny neměla vliv koncentrace mikroplastů, spíše čas, po který byly žížaly 

mikroplastům vystaveny. Nejvíce změněných znaků vůči kontrole bylo pozorováno u žížal po 56 dnech. 

Dle výsledků nelze jednoznačně říci, zda mají mikroplasty vliv na metabolom žížal. 

Vzhledem k tomu, že dochází k rozpadu MTEX, má smysl se do budoucna zabývat 

rozložitelnými materiály vhodnými k výrobě MTEX, či přejít na organické mulče.  

Ačkoliv jsou výsledky diplomové práce týkající se škodlivosti mikroplastů z MTEX negativní, 

přinesly znalosti o modelovém organismu žížaly Aporrectodea sp, který je relevantním druhem žížal 

pro výzkum toxicity polutantů přítomných v reálném prostředí. Vzhledem ke stylu života těchto žížal je 

doporučeno mikroplasty a jiné polutanty zamíchat do chovné půdy, aby bylo jisté, že se žížaly 

s polutanty setkají, nebo chovat endogeické žížaly s aneickými, které by polutanty v opadu 

zabudovávaly do chovné půdy.  

Oproti žížalám rodu Eisenia nebo Lumbricus, jsou žížaly Aporrectodea sp. malé a po defekaci 

ztrácí významnou část objem těla. Pitva je tak mnohem složitější než u žížal rodu Eisenia nebo 

Lumbricus. Metody extrakce imunitních buněk používaných pro jiné druhy žížal nejsou aplikovatelné 
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pro žížaly Aporrectodea sp. a bylo by nutno přistoupit k jiným metodám a zvážit jejich relevantnost, 

pokud by ty stejné žížaly po extrakci buněk měly být použity pro získání střevního mikrobiomu.  

Také výtěžnost DNA ze střev žížal pomocí komerčních sad pro extrakci DNA byla velmi malá. Tzv. 

ruční metoda izolace DNA se v této práci osvědčila. Při izolaci DNA musely být spojeny vzorky střev  

z 10 žížal, aby bylo dosaženo koncentrace DNA vhodné na PCR. 

Mikroplasty jsou perzistentní, prokazatelně všudypřítomné polutanty, jejichž vliv na biologické 

systémy ovšem zůstává neznámý. Existuje mnoho článků zpracovávajících téma vlivu mikroplastů  

na organismy, které se svým nastavením a výsledky liší. Pokud je organismus v umělém laboratorním 

prostředí vystaven mikroplastům a výsledky potvrdí toxický vliv mikroplastů, je otázka, zda tento 

výsledek může odpovídat dění v reálném prostředí. Zda byl daný organismus vystaven reálným 

environmentálním koncentracím, zda byly mikroplasty čisté, měly stejný tvar a tak dále. Tato práce se 

svým nastavením snažila napodobit reálné prostředí, proto byly žížaly kupříkladu chovány v půdě,  

ze které byly nasbírány. Z výsledků experimentu nelze jednoznačně říci, zda mají mikroplasty vliv  

na střevní mikrobiom žížal. Výsledky naznačují, že by přítomnost mikroplastů mohla mít vliv  

na metabolom žížal. Je možné, že samotné nastavení experimentu vytvořilo tak složitý systém, kde se 

nacházelo mnoho proměnných, které mohly ovlivnit případnou toxicitu mikroplastů.  

Je ovšem zřejmé, že mikroplastů v životním prostředí bude nadále přibývat a budou stále 

přítomny v životním prostředí a měly by být dále zkoumány. 
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