UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
USTAV ENVIRONMENTALNIHO A CHEMICKEHO INZENYRSTVi

VLIV FYZIKALNE-CHEMICKYCH VLASTNOSTI
NANOMATERIALU A EXPOZICNICH MEDIi
NA VYSLEDKY TESTU EKOTOXICITY

DISERTACNI PRACE

AUTOR PRACE: Ing. Jakub Oprsal

VEDOUCI PRACE: doc. Ing. Miloslav Pouzar, Ph.D.

2016



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL AND CHEMICAL ENGENEERING

IMPACT OF PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES
OF NANOMATERIALS AND EXPOSURE MEDIA
ON RESULTS OF ECOTOXICITY TESTS

DISSERTATION

AUTOR: Ing. Jakub Oprsal

SUPERVISOR: assoc. prof. Miloslav Pouzar

2016



Tuto praci jsem vypracoval samostatné. VeSkeré literarni prameny a informace, které
jsem v prdci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatury. Byl jsem sezndmen s tim, Ze se
na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon,
zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavreni licen¢ni smlouvy
o uZziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Zze pokud
dojde k uZiti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je
Univerzita Pardubice oprdavnéna ode mne pozadovat priméreny prispévek na uUhradu

nakladd, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Souhlasim s prezencnim zpristupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 1. 8. 2016

Jakub Oprsal



Na tomto misté bych rad vyjadril svij velky dik lidem, ktefi se podileli na vzniku této
odborné kvalifikacni prace, kterd se zdd byt poslednim krokem kmoZnosti dosazeni

nejvyssiho vysokoskolského vzdélani.

Nejprve bych rdd podékoval nejen Spickovym odbornikiim, ale vyvojem Zivota
i dobrym prateldm. Vedoucimu mé disertacni prace doc. Ing. Miloslavu Pouzarovi, Ph.D.
a klicovému konzultantovi dosazenych vysledkl Ing. Petru Knotkovi, Ph.D. Bez jejich vedeni,
konzultaci a mnozZstvi Casu, ktery vénovali nejen formovani mé védecké Cinnosti, ale i mé
osobnosti, by nic z prezentovaného nebylo mozno naplnit. Petru Knotkovi patfi navic zvlastni

dik za méreni AFM.

Dalsi dik patfi doc. Ing. Ludviku BeneSovi, CSc. za méfeni XRD spekter, Ing. Milanu

VIgkovi, CSc. za pofizovani SEM fotografii a Nadézdé Spacové za méreni ICP-OES.
Velky dik patfi mamince. Diky ni vim, Ze Clovék prohraje az poté, co se vzda.

A posledni dik patii mé zené. Jeji divéra, pochopeni, povzbuzovani a klid, s kterym

obrusuje maj neklid, byly zcela zasadni.



OBSAH

(0123 A O 5
CILE PRACE cecutiereeieecteriniacsseataea et ssessessess s sssssssstassss s s sssssastassasssssssssssssssssssnesns 16
Dilci cil 1 - syntéza a charakterizace chovani NaNOCAStiC....uirvuevvirsuirrueciiiiiiiiicnecniciccecnaen, 16
Dil¢i cile 2 — modifikace stdvajicich testll eKOtOXICity .covverreveererrivsereniniriisiiiciiicinesecicnns 17
2a) — testy s fizenou velikosti aglomMeratl ........cccocevivevciniiiiiiniiiciircccce e 17
2b) — testy v pUdnich Matricich ... et 18
Dilci cil 3 - modifikace povrchu nanocastic a bun€€né testy .......ccvvvvvvivniriviinvcicnininicnenne. 19
LU 1 5 PO 20
1 TEORETICKA CAST cuueiuiniremieineiesseseaseasiessessesstssssssssassssssssas s s ssssssasssssssssessssssssssssssssssneans 21
1.1 Parametry ovliviujici ekotoxicitu NanomMateridll ......coeecveeeeverreenerierreereneeeeeeee e 21
1.1.1 Nanocastice ve vodnim prostredi.........cucevieiiniiniiiiniiiiciiinicicnecncncsrcnenenns 23
1.1.2 NaNOCAStICE V PUAACN .ueeeeieeeeeetetceteee ettt st s as 28
1.2 ZpUsoby charakterizace NanomMateridlli......cocveeueeeereereerereereeneeieeeesteeee e e see e s 29
1.2.1 Dynamicky rozptyl SVEtIa......cecueieviiiiiiniiiiiiiiinnitcecnec et 30
1.2.2  Spektroskopie ve viditelné a ultrafialové ¢asti spektra......ccoovvvvvrvrvirierrincnnnne. 34
1.2.3  Mikroskopie atomarnich Sil.....c.ccoooeviiiiiiiiiiiiiiiiieinec e 38
1.2.4 Elektronova mikroSKOpPi€.....cccveuiiiviriiiiiiiiiiiiiiiinitccccnee st see e 39
1.2.5 Rentgenova strukturni analyza.........eiciiiciiiciniiiiiictceccece s 40
1.2.6  Optickd emisni spektrometrie s induk&né vazanym plazmatem ........ceceevuveenvennenns 41
15 T |V FoTa [= Foy V=R == 1 1 )OO 42
1.3.1  Bunécnad kultura stfevniho epitelu pstruha duhového - RTgutGC........cveeuveuvennenee. 43
1.3.2  Hrotnatka velka (Daphnia magna).......c.cecveveeeseinrciniisinncsiniisscsiccsiscssesissesens 44
1.3.3  Danio pruhované (DAnio rerio) .......c.eeceereeueireeseruesenenisinteessssissesissestssesssessssessesens 45
1.3.4 Kapr obecny (Cyprinus CArpio).....ceeeeeeeereeueruesuesussuesessessissessessessessesssssesessessessessessenns 46

1.3.5 Roupice (ENChYLrdeus CryptiCUs) ....cocceeeeeeeucruruestresusisnenisretssesessesussessescsssessssessesens 48



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

PRAKTICKA CAST aeeereiereeevereretesetesesssssesssesesesesesesessssssssssssasssesssesesssesssessssssnsssassasesesesesssens 49

EXPERIMENTALNI CAST - PINEN{ dilEICh Cll Tueueeevereeieeerereeeerercveeeteveeeecveeseesevesevesesennanes 49
201 SYNEEZA AG NPS ettt 49
2.1.2 Charakterizace Ag NPS... ittt 51
2.1.3 Testy dle OECD — hrotnatka velkd.......ccocvvuiriiiiniiiiiiiniiiiiiieccicneccccccee e 55
2.1.4 Testy dle OECD — danio pruhované............cvininicniininicniniinennccecnessncnessenns 57

VYSLEDKY A DISKUZE - PINEN{ dilEich Cllll 1.ucueereeereeeeereeereresererereesesesssesesesesesesesesesesnns 58
2.2.1  Charakterizace Ag NPS......iiiiiicictittcctcc s 58
2.2.2 Testy dle OECD — hrotnatka velkd......ccccevvueriviiiiiiiiiciiiiciiercieccecnee e 71
2.2.3 Testy dle OECD — danio pruhované...........ceviininiiniinninicniniciennccecncsnncnessenns 74

EXPERIMENTALNI CAST - PIN&ni dil&ich Cilll 28 wouveveveeeeerercverevetererereeeeeereseeevererevesesese s 79
2.3.1  Vliv sniZzeni iontové sily expozi¢niho média na preziti embryi ....cccccvvvuvrevvivnennnee. 79
2.3.2 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — danio pruhované...............c.cueunenee. 80
2.3.3 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — kapr obecny ......c.cccceeuvevvivcrcnncncanee 83

VYSLEDKOVA CAST - PINEN{ dilEich €l 28 weceuceeceeeenieriencvaeeniinceessesessesesaeaessessessesanens 84
2.4.1  Vliv snizeni iontové sily expozicniho média na preziti embryi .......cccevvvvvvrurinennenee. 84
2.4.2 Modifikace testll vyvojové toxicity Ag NPs — ddnio pruhované...........c..cceueuunnee. 85
2.4.3 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — kapr obecny ......c.cccceeuvevevvcrcrncncanee 88

EXPERIMENTALNI CAST - PIn&ni dil&ich il 2D euveveveeeereecvercveveereeeeeeeeeve e 93
2.5.1 Nanodastice a modelovy OrganiSmMuS ......cceeeeveienieiieiinticiecee s 95
2.5.2  Priprava expozicnich gell.......coevivuiiiirininiiriiiiiiiiiniicncnicncicictnteiseesseseanes 96

VYSLEDKOVA CAST - PIN&ni dil€ich il 2D .vvveececeecrereieteiiececeeee s e sesenaens 98
2.6.1  Charakterizace NAaNOCASIC...coccervirririiiiiiictiitceet st 98
2.6.2  TESELOXICItY ZN™" covteieeeereieirisisesesee sttt sesss s tssstse s sas s sttt ssssssssssssassesnsnes 104

2.6.3 Testy toXiCity ZNO NPS. ...ttt 105



2.7 EXPERIMENTALNI CAST - PINENi dilEich il 3 cuevevevevererenereeeeeeeeeevereverereseessassesenesesenenes 108

2.7.1  Syntéza AZ@AE:S NPS ettt saes 109
2.7.2 Testy tOXICIY woueereiiiiiiiiceccc e m
2.8  VYSLEDKOVA CAST - PIN&NT dilEich Clll 3uumreeeererereeeeeeeeeeresesesesesssseesesesesesesasasannes 116
2.8.1 Charakterizace AG@AEZ:S NPS..uuiiieiriiiciiiicicitrcrcrcc s sens 116
2.8.2  Testy CYtOtOXICitY ittt 121
2.8.3 AKUMUIACE @ PrOSTUP .cicuiiiiiiiiicitriccnite ettt ssee st s sae st s ssanessseassnesnne 123
3 ZAVER ettt bbbt et bbbt et b b b s b b s st ettt s teas 127
4 SEZNAM LITERATURY wtiieiiiiittttttettteeetereeeeesees s ssssssssssssssssssesssssssseseeeessssessssssssseses 131

PRILOHY teteteeteeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseesessestessessessessessessassassasessensensensessessasessessensensensensensensessssssssssesses 140



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Osud a transformace nanomateridlQ v Zivotnim prostredi.....c.ccceevveveinevnercrcnncnne. 21
Obrazek 2: Zndzornéni pohybu ¢astic prostfedim v zavislosti na jejich velikosti......ccccccevuueeeee. 32
Obrazek 3: Schéma typické sestavy pro mereni DLS.....ccccevvervviriseireseeinsennnieniienseeseeeseeesenne 33
Obrazek 4: Znazornéni difrakéniho 0brazce DLS.....ccveeeeieeeeeenierneeeeceeeeseeeceeeceeeeseeeseesssseesnne 33
Obrazek 5: Rozptyleny svételny paprsek dopadajici na detektor .......ccoovceevvvevivirieerieerisnnnenne 34
Obrazek 6: Rezonance povrchového plazmonuU........cecicnicnicnicnicnsiciiiciiniccnececnecnecneene 36
Obrazek 7: Rozli¢né tvary UV-Vis spekter Ag NPs.......coiiiiiiininiicictcicicicicictctscnenns 38
Obrazek 8: Zivotni cyklus organismu Daphnia Magna......c.cceeeeeeureeurecesesensessesemsencssesesseessensees 44
Obréazek 9: Chov Enchytraeus crypticus v CETA VUOS @.S...cvoveeeererereresesesssesesesssssesssssssssesesens 48
Obrézek 10: Cast protokolu z mé&feni hydrodynamického prime&ru Ag NPS........cccvuveeererencnnns 53
Obrazek 11: Topologické obrazy Ag NPs ziskané pomoci AFM .......cueeveviiniiiisinicnicnenncnnnnnnes 66
Obrazek 12: SEM SNIMEK A NPS. c..uoriiiiicicctctttcccc s 68
Obrazek 13: SEM SNIMEK AZ NPS....uoriiiiiiicectctettcctccc e ssnens 68
Obrazek 14: SEM SNIMEK AZ NPS.....cuiiiiiiiicictectetetcctccccce e seasnees 69
Obrazek 15: Deformace ocasni ploutve a edém patere pfi testovdni toxicity Ag NPs ............. 76
Obrdzek 16: Grafické zndzornéné rlstu hydrodynamického prdméru aglomeratt Ag NPs .... 82
Obrazek 17: Shrnuti nejbé&znéjSich deformaci pladdk( dania pruhovaného ..........cueeveeucnennee. 88
Obrdzek 18: Histogramy distribuci hydrodynamickych priméri aglomerdtd ..........ceueuenneee. 89
Obrazek 19: Zndzornéni distribuce velikosti ¢astic vodné disperze ZnO NPs.......cccccevvuvrrunenne 98
Obrdazek 20: Znazornéni distribuce velikosti ¢astic vodné disperze ZnO NPs.......cccceeevvueeenenne 99
Obrazek 21: SEM snimky agarového gelu s obsahem ZnO NPs.......ccoveviriivineniinncceiienenne 101
Obrdzek 22: Vystup z ED XRF analyzy vzorkl agaru s NPS .......c.cccveieinircnuninicninneninncnnsininens 102
Obrazek 23: Vysledky z méreni hydrodynamického priméru Ag@Ag,S NPs......ccevvevvervcnennee 110
Obréazek 24: Preména nefluorescentniho resazurinu na fluorescentni resofurin..........cceeeee... 112
Obrdazek 25: Konverze acetoxymethylester-5-karboxyfluoresceinu na karboxyfluorescein ...112
Obrazek 26: Protonace barviva NeutralRed........coccuereiereviirerernnirniieeceerceeseieeseeeesneeeseesennenes 13
Obrazek 27: Schématické znazornéni aparatury pro méfeni TEER........cocvivvvvuvrvvniineiecnnnne 115
Obrdazek 28: Nakres mikroaparatury uréené pro vyzkum zachytu a transportu nanodastic... 115
Obrdazek 29: AFM sken testovanych AG@AEZ:S NPS ...ttt 19
Obrdazek 30: SEM snimky syntetizovanych Ag NPs a z nich sulfidizovanych Ag@Ag,S NPs...120
Obrdzek 31: Rentgenovy difraktogram Ag NPs a AG@AE,S NPS.....cvvirviinmcinrcniccniicncinncneens 121

Obrazek 32: Porovnani obsahu stfibra v jednotlivych kompartmentech mikroaparatury...... 125



SEZNAM GRAFU

Graf 1: Hodnoty absorp¢nich pést lokalizovaného povrchového plazmonu........ceeeceecnenne. 37
Graf 2: Ukdzka dekonvoluce UV-Vis spektra Ag NPS......cc.cccevririnininiiniinicicicinecicscsscsscsenens 52
Graf 3: Chovani syntetizovanych Ag NPs v demineralizované vodg...........cceceeuvvrvvuiruvnucnucnnes 58
Graf 4: Chovani syntetizovanych Ag NPS V M203.....ccciiiiiiiiiiniicicicicicncinnsesisscssessessenens 59
Graf 5: Porovnani rychlosti aglomerace pri ozafovani vzorku Ag NPs .......cccueeeieeeieinrcninnennen. 60
Graf 6: Nartst hydrodynamického prdméru Ag NPs pfi fredéni demineralizovanou vodou .....61
Graf 7: Zavislost zmény {-potencidlu koloidnich systém( o rizné koncentraci Ag .........ceucu.e. 62
Graf 8: RUst priméru Ag NPs v zavislosti na koncentraci ¢astic v M203...ccevueerevivecnucnucnncnnene 64
Graf 9: Rast priméru Ag NPs v zdvislosti na konduktivité M203.......ccceevvvinecniicnincnnicnncncnn 65
Graf 10: Porovnani vyrez( z rentgenovych difraktogram ........cccveveveieincinicniccniccnicincnne, 70
Graf 11: Vysledek testu reprodukéni toxicity Ag NPs na hrotnatce velké. ........oovvvvinnvnvinennene 73
Graf 12: Zavislost korigovaného procenta preZiti na koncentraci Ag NPs.......cocvcvvvivriivinnennne 77
Graf 13: Shrnuti vysledkd testovani embryonaini a vyvojové toxicity Ag NPS.......cccecevevucruennee 92
Graf 14: Mira rozpousténi ZnO NPs béhem testovani ekotoXiCity ....coceeeeverierverieenecnucnnnen. 103
Graf 15: Logaritmické vyjadreni korigované mortality roupice E. crypticus.......ccoeeeeuerueruencnnee 107

Graf 16: Vysledky méreni velikosti hydrodynamického priiméru a {-potencialu nanodastic... 118
Graf 17: Porovnani metabolickych odpovédi pfi testovani cytotoxicity Ag@Ag,S NPs. .......... 121



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Kompozice média M4 a koncentrace jednotlivych slozZek.........cceoueeuenuerucnucnnnennee. 56
Tabulka 3: Souhrn vysledkd testu reprodukéni toxicity Ag NPs na hrotnatce velké................. 72
Tabulka 4: Vysledky testovani reprodukdni a vyvojové toxicity AGNO3.....cveveeievenieciriieneee 75
Tabulka 5: Hodnoty LC50 ziskané z testovani reprodukéni a vyvojové toxicity AGNO3........... 75
Tabulka 6. Korigované procento preziti edania testovani toxicity Ag NPS.......coeevevrvvvinennnene. 77
Tabulka 7. Hodnoty LC50 testovani Ag NPS. ...ttt 79
Tabulka 8: Doba vymény jednotlivych expozi¢nich koloidd Ag NPs.......cccccvvveveververenencrncnennee 83
Tabulka 9: Korigované procento preziti v zavislosti na mife naredéni M203 ......ccccevvuvevenenne. 85
Tabulka 10: Korigované procento preziti v zavislosti na koncentraci Ag NPs ........ccccveuneuneene. 87
Tabulka 11: Shrnuti dostupnych dat testovani toxickych G¢inkd Zn** na padni organismy.... 104
Tabulka 12: Vysledky hydrodynamickych prdmérd a {-potencidl(i Ag a Ag@AEg,S NPs........... 17
Tabulka 13: Hodnoty EC50 Ag a AG@AE,S NPs pro RTEULGC ....c.cceieuciieeniieiicicncicicicncinans 122

Tabulka 14: Vysledky méreni epitelidlni bariérové integrity RTEUtGC .....ccueeveveveivecnecrcnennene 124



SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vysvétleni zkratky
AB barvivo AlamarBlue
AFM mikroskopie atomarnich sil
Ag@Ag,S core-shell systém stribro/sulfid stribrny
CETAVUOS Centrum ekologie, toxikologie a analytiky, Vyzkumny ustav organickych syntéz
CFDA-AM barvivo acetoxymethylester karboxyfluoresceindiacetat
DH hydrodynamicky prdmér
DLS dynamicky rozptyl svétla
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
FBS fetdIni bovinni sérum
ICP - OES emisni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem
L-15 Lebowitzovo médium 15
M203 médium pfipravené dle normy OECD 203
M203/75 médium pfipravené dle normy OECD 203 nafedéné na 75 % demineralizovanou vodou
M4 médium pfipravené dle normy OECD 202
NMs nanomaterialy
NOM pfirodni organicka matrice
NPs nanocastice
NR barvivo Nutral Red
OECD Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj
PBS fosfatovy pufr
PVP polyvinylpyrrolidon
RTgutGC buriky stfevniho epitelu pstruha duhového
SDS dodecilsiran sodny
SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TOC celkovy organicky uhlik
UV-Vis spektroskopie ve viditelné a ultrafialové ¢astic spektra
WoS web of science
XRD Rentgenova strukturni analyza
zpP Zivotni prostfedi




SOUHRN

Prezentovand disertacni prace se zabyvd problematikou testovani ekotoxicity
nanomateridll a definovanim vyznamnych fyzikdlné-chemickych parametrd nanocastic
a expozic¢nich médii, které tyto testy ovlivriuji. Prace je rozdélena do tfi svébytnych celkd,
které vzijemné propojuje typické chovani nanomateridl(i, které je pro né a jejich osud

v Zivotnim prostredi charakteristické.

Pocatelni Cast prace je zamérena na syntézu a charakterizaci zakladnich fyzikalné-
chemickych parametrd stribrnych nanocastic (Ag NPs) a jejich osudu v kapalnych expozi¢nich
médiich. Ktomuto UGcelu byly vyuZivdny techniky dynamického rozptylu svétla (DLS),
spektroskopie ve viditelné a ultrafialové ¢asti spektra (UV-Vis), mikroskopie atomdrnich sil
(AFM), elektronové mikroskopie (SEM), rentgenové difrakéni analyzy (XRD), optické emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP - OES) a méreni {-potencialu koloidnich
systému. Na charakterizacni ¢ast navazuji testy ekotoxicity Ag NPs ve vodnych prostredich.
Ktomuto Gcelu byly pouzZity vodni organismy hrotnatka velkd (Daphnia magna), danio
pruhované (Danio rerio) a kapr obecny (Cyprinus carpio). Na nich bylo provedeno testovani
toxicity Ag NPs dle stdvajicich norem OECD, tak i za pomoci testl, které znorem OECD
vychazeji, ale byly modifikovany s respektem ke zjisténym faktlim z ¢asti charakterizacni.
Jelikoz se aglomeracni chovani jevi jako jeden z hlavnich problému pfi testovani ekotoxicity
nanomateridldl ve vodnych prostredich, zamyslené modifikace mély za kol snizit miru

a rychlost aglomerace a ziskani monotdnnich zavislosti davka - ucinek.

Snaha potlacit aglomeraci nanocastic béhem terestrickych testl vedla k vyuZiti
agarového gelu jako kultivacniho a expozi¢niho média pro pldni organismy. Testovani
ekotoxicity bylo v tomto pripadé provadéno na roupici Enchytraeus crypticus a jako testovany
nanomaterial byly zvoleny nanodastice oxidu zinecnatého v praskové formé. Na nich byly
ovérovany riizné pristupy k provadéni dispergace v expozi¢nim médiu a na zakladé fyzikalné-
chemické charakterizace vzorkd bylo usuzovano na vztah mezi mirou aglomerace {3stic

a jejich toxicitou pro pokusny organismus.



Vyjma aglomerace jsou dalSim procesem ovliviiujicim toxicitu nanodastic zmény
chemického sloZeni jejich povrchu, které nastavaji v disledku interakce téchto castic se
slozkami zivotniho prostredi. DalSi ¢ast prace je tedy vénovdna laboratorni modifikaci
povrchu Ag NPs relevantni zméné nanodastic v zivotnim prostredi, jejich charakterizaci po
pripravé i v expozi¢nich médiich a bunécnym testdm. Ty byly provedeny na burikach
strevniho epitelu pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a byly koncipovany nejen jako
porovnavaci testy cytotoxicity, ale zaroven byly provedeny i experimenty schopnosti obou
druht téchto ¢astic prostupovat skrz bunééné membrany do cytosolu a ndsledné interagovat

s dllezitymi bunécnymi organelami.

Klicova slova: nanodastice, stfibro, oxid zinecnaty, aglomerace, ekotoxicita, Danio rerio,

Cyprinus carpio, Enchytraeus crypticus, RTgutGC



TITLE

Impact of physico-chemical properties of nanomaterials and exposure media on

results of ecotoxicity tests.

ANNOTATION

The presented dissertation focuses on defining physico-chemical parameters of
nanoparticles and exposure media that significantly affect the outcomes of ecotoxicological
tests on nanomaterials. The dissertation is structured into three independent units that are
all interconnected by the properties and behavior of nanomaterials that play a key role in

their environmental fate.

In the first unit, the synthesis and characterization of the basic physico-chemical
parameters of silver nanoparticles (Ag NPs) and their behavior in liquid exposure media are
discussed. The applied characterization techniques were dynamic light scattering (DLS),
UltraViolet-Visible spectroscopy (UV-Vis), atomic force microscopy (AFM), electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), optical emission spectrometry with inductively
coupled plasma (ICP-OES) and C-potential measurements of colloidal systems. The second
unit then deals with the ecotoxicity tests of Ag NPs in aquatic environment. Ecotoxicity was
tested on three aquatic organisms Daphnia magna, zebrafish (Danio rerio) and common carp
(Cyprinus carpio) using OECD test methods as well as their modifications, which accounted
for the observations from the characterization experiments. Since agglomeration appears to
play a crucial role in nanomaterial ecotoxicity testing in aquatic environment. The applied
modifications aimed to reduce the agglomeration rate and to obtain monotonic dose-

response curves.

The effort to suppress the nanoparticle agglomeration during terrestrial ecotoxicity
tests led to the application of agar gel as an exposure medium for terrestrial organisms.
Toxicity of zinc oxide nanoparticles in powder form was tested on enchytraeids Enchytraeus

crypticus and the influence of different dispersion techniques on the toxicity outcomes was



examined. The evaluation of the relationship between the agglomeration rate and the
toxicity for the target organism was bas based on the physico-chemical characterization of

the samples of nanomaterials dispersed in the agar gel.

Surface chemistry and the interactions with the components of the environment are
another significant factor contributing to the complexity of nanomaterial ecotoxicity. Thus
the third unit focuses on an environmentally relevant surface modification of Ag NPs and the
characterization of the synthesized colloids as well as their dispersions in the exposure
media for cytotoxicity tests. Comparative cytotoxicity experiments with native Ag NPs and
their modified counterparts were conducted using intestinal epithelial cells of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Penetration tests were performed to study the capability of the
nanoparticles of both types to cross the cell membrane and thus interact with essential

cellular organelles in the cytosol.

Key words: nanoparticle, silver, zinc oxide, agglomeration, ecotoxicity, Danio rerio, Cyprinus
carpio, Enchytraeus crypticus, RTgutGC



CiLE PRACE

Hlavnim cilem predloZené disertacni prace bylo definovani vyznamnych fyzikdIné-
chemickych parametrd nanocastic a expozi¢nich médii, které zadsadnim zplsobem ovlivriujf
vysledky test( ekotoxicity nanomateriald, nalezeni vhodnych zplisobt charakterizace téchto
parametr(l a navrZeni takovych experimentdlnich postupt, které povedou k minimalizaci
vlivu faktord vyrazné zhorsujicich reprodukovatelnost ¢&i vypovidaci schopnost testl
ekotoxicity nanocastic. Hlavni cil prace byl naplriovan v ramci série nékolika dil¢ich krokd,

jejichz podrobny popis je uveden nize.

Dil¢i cil 1 — syntéza a charakterizace chovani nanocastic

Prvnim dil¢im cilem bylo ovéreni pouzitelnosti testl ekotoxicity provadénych dle
stdvajicich norem OECD, ur¢enych predevsim pro hodnoceni Gc¢inkd chemikalii rozpustnych
ve vodé, pro Ucely testovani toxicity nanocdstic a Uprava stavajicich testll OECD pro aplikaci
na nanomateridly. Dals$im krokem pak bylo definovdni vyznamnych parametr(, které
negativné ovliviiuji vypovidaci schopnost téchto testd. Pro potreby nasich experimentl bylo
nejprve nutné nalézt takovy typ nanodastic, o némz bylo jiz v dobé zahajeni prace znamo, ze
je vyrazné toxicky pro vodni organismy a ze podléha v Zivotnim prostfedi zménam, které
zdsadnim zplsobem ovlivriuji jeho interakci s Zivymi organismy. Dany materidl mél byt rovnéz
v dostate¢ném mnoZstvi snadno a reprodukovatelné dostupny v nasich podminkach. Témto
kritérilm nejlépe vyhovovaly nanocdstice Ag (Ag NPs) syntetizované ve formé koloidu
z diaminstfibrného komplexu [Ag(NH;),]" pomoci redukujicich cukrd (glukdza). Syntéza
uvedenych ¢astic byla provddéna na nasem pracovisti. Jednim z vyznamnych UGkol( v prvni
fazi prace bylo téZ navrzeni efektivniho zplsobu charakterizace primdrnich koloid(
a nalezeni postupli umozriujicich sledovat chovani nanocastic v expozi¢nim médiu. Pro urcenf
velikosti ¢astic byly pouzivany metody dynamického rozptylu svétla (DLS) a spektroskopie ve
viditelné a ultrafialové ¢asti spektra (UV-Vis), velikost a tvar byly déle vyhodnocovany pomoci
mikroskopie atomarnich sil (AFM) a elektronové mikroskopie (SEM). Povrchovy ndboj

spojeny se stabilitou koloidnich systém( byl zjistovdn mérenim {-potencidlu, koncentrace



v koloidech pomoci emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP - OES)
a krystalickd struktura ¢astic pomoci rentgenové difrakéni analyzy (XRD). Jako modelové
vodni organismy byly zvoleny hrotnatka velkd (Daphnia magna) a danio pruhované (Danio
rerio). OECD testy (202, 203, 211, 212) vyuzivajici téchto organismi byly v dobé zahdjeni prace
nedilnou soudasti baterie pro testovani ekotoxicity latek pro potfeby normy REACH a byly
zavedeny a validovédny na partnerském pracovisti CETA VUOS a.s. (Centrum ekologie,
toxikologie a analytiky, Vyzkumny Ustav organickych syntéz, Pardubice). Kazdy z organism
reprezentuje jinou trofickou uUrover (danio - konzumenti, dafnie - producenti) a pro kazdy
z organismu je normou OECD a nasledné vnitfnimi predpisy CETA VUOS a.s., predepsan jiny
typ Zivného média (dle SOP & M/52/1 medium M203 pro danio a dle SOP &. M/40/2 médium
M4 pro dafnie). Volba téchto organismd ndm tedy méla umoznit postihnout okolnosti

testovani ekotoxicity nanomateridld za velmi rozdilnych podminek.

Dilci cile 2 — modifikace stavajicich testi ekotoxicity

2a) - testy s fizenou velikosti aglomeratd

Druhym dil¢im cilem prace bylo navrhnout a ovérit funkénost modifikaci, které by
vedly k odstranéni hlavnich probléma zjisténych pri pouZiti klasickych OECD metodik pro
testovani ekotoxicity nanomateriald. Modifikovany nebyly pouze postupy pouzivané v prvni
Casti prace, ale i postupy dalsi, u nichz se dal predpokladat ten samy typ negativné
plsobicich parametri. Z pilotnich experiment( jasné vyplynulo, Ze procesem, ktery
nejvaznéji ovlivriuje reprodukovatelnost a vypovidaci schopnost testi na embryu a vackovém
pliddku ryb (OECD 212), je aglomerace nanodcastic a ndslednd sedimentace vzniklych
aglomeratl. Rychlost a stuperi aglomerace byly pak velmi zavislé na sloZeni expozi¢nich
médii, zejména pak na jejich iontové sile. Prvni testovanou modifikaci tedy bylo snizeni
iontové sily expozi¢niho média na maximalni moznou miru, kterd jeSté umozriovala zdravy
vyvoj embrya a vackového plidku. Tento postup mél umoznit zpomaleni aglomerace na
Unosnou mez a ziskani monoténnich krivek davka - ucinek. V priibéhu pilotnich experimentt

bylo rovnéz konstatovdno, Ze aglomerace probihd rdzné v koloidnich roztocich o rizné



koncentraci nanodastic. Vduasledku toho vSak kazdd koncentra¢ni droveri koloidu
predstavuje smés srliznym pomérem volnych a aglomerovanych nanodastic, pri¢emz
u kazdé z téchto sloZek Ize diivodné predpokladat jinou nominalni toxicitu. Dalsi modifikace
metodiky OECD 212 tedy spocivala v fizeni maximalni velikosti aglomeratd prostrednictvim
proménné rychlosti vymény expozi¢nich médii o rlznych koncentracich nanocastic
v pribéhu semi-statického testu. Tato modifikace ndm méla umoznit (i) testovani koloidnich
systém(, které se liSi koncentraci nanocastic, ale nelisi se zastoupenim volnych ¢astic
a aglomeratd a (ii) studium vlivu velikosti aglomeratd na vysledek testu toxicity. Experimenty
v této fazi prace byly provddény jednak na plidku dania pruhovaného (Danio rerio) a pozdéji

i na plidku kapra obecného (Cyprinus carpio).

2b) - testy v ptdnich matricich

Jelikoz je v pldnich matricich rovnéz mozné predpoklddat vyrazny vliv aglomerace
nanocastic, vdaném pripadé navic doprovazeny rGznymi typy interakci testovaného
materidlu se slozkami pddy, byly provedeny pokusy eliminovat aglomeraci i pri testech
terestrické ekotoxicity. JelikoZ je charakterizace nanodastic rozptylenych v klasické ptdni
matrici v nasich podminkach tézko reSitelnym ukolem, rozhodli jsme se ovéfit moznost
vyuziti agarového gelu jako kultivacniho a expozi¢ntho média pro pldni organismy.
Predpokladali jsme, ze vyuziti agaru povede k potlaceni vlivu aglomerace nanodastic a jejich
interakce se slozkami plidy na vysledky experimentd. V rdmci prace bylo testovdano nékolik
zplsobl vndseni nanoddstic do agaru, scilem nalézt postup vedouci k co nejvyssi mire
homogenni dispergace co nejméné aglomerovanych nanocastic. Dalsi vyhodou pouziti agaru
mél byt snadnéjsSi postup charakterizace expozi¢niho média. Testy byly vtomto pripadé
provadény na roupici Enchytraeus crypticus. Jelikoz se toxicita nanocastic pfi terestrickych
experimentech pohybuje radové vysSe neZz pri testovani ve vodném prostredi, nebylo
s vyuZitim ndmi pripravenych koloidd mozné zajistit koncentraci Ag NPs v gelu v miFe, ktera
by byla toxikologicky vyznamna. Z toho divodu byly zvoleny nanodastice oxidu zine¢natého

(ZnO NPs), které jsou zndmy svoji ekotoxicitou, a je mozné je do expozi¢niho média davkovat



v toxikologicky vyznamné koncentraci. S ro¢ni produkci okolo 9 miliond tun [Ebin et al., 2016]

tvori potencionalné vyznamny polutant Zivotniho prostredi.

Dil¢i cil 3 - modifikace povrchu nanocastic a bunécné testy

Kromé aglomerace vyrazné ovliviiuji toxicitu nanodastic i zmény chemického slozeni
jejich povrchu, které nastavaji v disledku interakce téchto (astic se slozkami Zivotniho
prostredi. DalsSim dil¢im cilem prace tedy bylo sledovani vlivu uvedenych zmén na interakci
nanocastic s bunécnymi kulturami. Nejcastéjsi zménou, kterd probiha v pripadé nanodastic
Ag je sulfidace jejich povrchu. Tento proces jsme se rozhodli modelovat v laboratornich
podminkach. Povrch Ag NPs byl cilné modifikovan a poté byl studovan vliv této modifikace
na schopnost castic prestupovat bunééné membrany a ndsledné interagovat s ddlezitymi
bunécnymi organelami. Pro toxikokinetické experimenty a testy cytotoxicity byly pouzity
buriky strevniho epitelu pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), které patfili do standardni

baterie test( ekotoxicity na pracovisti, kde byly testy realizovany (EAWAG, Svycarsko).



uvoD

Nanotechnologie jsou povazovany za jednu z klicovych oblasti technologického
vyvoje v 21. stoleti a slibuji v budoucnu udrzitelnost véetné rady prevratnych inovaci. Objekty
v nanomeéritku, nanomateridly a nanodcdstice, se vyrazné lisi svymi vlastnostmi od materidld,
jejichz velikost se pohybuje od hranice 100 nm vySe a to zejména z ddvodu velikosti jejich
povrchu. Rostouci trend na poli vyzkumu nanotechnologii vedl kidentifikaci celé fady
technologicky vyuzitelnych parametrd, jako jsou unikdtni magnetické, katalytické, optické,
elektrické a mechanické vlastnosti, ve srovnani s materidly, jejichz velikost je nad ,,nano*
hranici [Qin et al., 1999, Vasir et al., 2005, Webster et al., 2000, Farokhzad and Langer, 2009].
Nanomateridly jsou stdle vice vyuZivany ke komer¢nim Gcel@im jako plniva, katalyzatory, jako
soucast aktivnich filtrd vody a v elektronice. Své uplatnéni nalezly i vkosmetice
a mikroelektronice [Nel et al., 2006]. Dalsi Siroké aplika¢ni okno nanomateridll je v oblasti
biomediciny. Nanomaterialy zacinaji byt vyuzivany pro cileny transport Iéciv v organismu,
jako biosenzory a kontrastni latky vradiologii [Vasir et al., 2005]. Tento Siroky, ale ne
vycerpavajici vycet aplikacniho potencidlu primyslové vyrabénych nanomateridli ukazuje na
vysokou pravdépodobnost pfimé i nepfimé expozice ¢lovéka i Zivotniho prostredi. Nejedna
toxikologicka [Karmakar et al., 2014, Nel et al., 2013] a ekotoxikologicka [Farre et al., 2009,
Klaine et al., 2008] studie poukazuje na to, Ze pravé ty vlastnosti nanomateriald, kterych si
tolik cenime, mohou byt téZ zodpovédné za jejich potencionalni toxicitu. Velmi mala velikost
nanocastic a pomérové k objemu extrémné velky povrch je cini velmi reaktivni. To mize
vdlsledku vést kradé velmi Skodlivych interakci s biologickymi systémy a Zivotnim
prostfedim [Wang et al., 2014]. Vzhledem ktomu, Ze zamyslena i nezamyslena expozice
nanomateridlim ma v poslednich letech vyrazné rostouci trend a jesté stdle neni k dispozici
zadny jasny regulacni pokyn na testovani a hodnoceni toxicity a ekotoxicity nanomateriald,

jevi se tento smér vyzkumu jako vice nez relevantni, dllezity a potrebny [Selck et al., 2016].

20



1 TEORETICKA CAST

11 Parametry ovlivriujici ekotoxicitu nanomaterialt

Nanotechnologie a vyuZiti nanomateridld v témér viech oblastech lidského plisobenf
ma kazdorocné prudce stoupajici tendenci. Odhady hovofi o tom, Ze vroce 2016 se proda
takové mnozstvi produktl obsahujicich nanomateridly, které odpovida castce 2,6 bilionu
americkych dolarGi [Li et al., 2016]. Umé&rné& ke zvy3ovani po¢tu dostupnych produkt(
obsahujicich nanomateridly, roste i potencidlni riziko uvolfiovani téchto nanomateridld
z jejich matric. Osud a transformace uvolriujicich se primyslové vyrabénych nanomateriala
v zivotnim prostredi jsou znazornény na Obr. 1. | kdyZ je uzivani nanomateriali bezesporu
velice dobrou cestou k vylepseni mechanickych ¢i optickych vlastnosti materidlQ, v kterych
jsou pouZity, stale zde zUstavaji otdzky ohledné potencidlnich kratkodobych i dlouhodobych
rizik prdmyslové vyrabé&nych nanomateridld a ohledné jejich dopadu na Zivotni prostredi

a lidské zdravi.

Py

Sedimentace

Obrazek 1: Osud a transformace nanomaterial(i v Zivotnim prostredi (Batley et al., 2012).
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V toxikologickych a ekotoxikologickych kruzich panuje vSeobecné povédomi o nizké
mife jednoznac¢nosti Udaji o nebezpeclnosti primyslové vyrdabénych nanomateridld.
V publikovanych ekotoxikologickych studiich je mozno nalézt data s nizkou mirou
reprodukovatelnosti a konzistence. | kdyz neni mozné tyto rozpory v datech pripsat na vrub
jednomu (initeli, nejpravdépodobnéjsi pricinou rozporl v publikovanych datech je
nedostatecnd fyzikdlné-chemickd charakterizace nanomateridli nejen pred provedenim
ekotoxikologického experimentu, ale i béhem ného a po ném. K parametrdm, které mohou
zplsobovat nizkou reprodukovatelnost a koherenci ekotoxikologickych dat patfi chyby
v méreni, zmény v metodach experiment(, jako rizné expozi¢ni scénare a délky expozice,
raznd kapalnd média, ve kterych jsou nanomateridly testovany, ¢i nizké detekéni limity

analytickych technik.

Dnes je vice nez zfejmé, Ze primyslové vyrabéné nanomateridly mohou byt
bioakumulovany ve velkém mnozZstvi suchozemskych i vodnich organismd. V dobé provadéni
prvnich experimentl prezentovanych v predloZzené disertacni praci bylo mnohem méné nez
dnes zndmo o problematice chovani, transportu a osudu primyslové vyrdbénych
nanomateriall v environmentdlné relevantnich podminkach [Ramskov et al., 2015]. Vétsina
experimentl popsanych do roku 2012 byla provedena na zdkladé expozi¢nich scénart
odpovidajicich testim klasickych chemikalii s vyuZitim tradi¢nich expozi¢nich medii, jako jsou
K" medium, Medium 203 ¢ Hoagland(v Zivny roztok [Batley et al., 2012]. Vysoké iontové sily
téchto roztokl zplsobuji nestabilitu nanomateridll a predurcuji je krychlé aglomeraci
¢i agregaci. Vzhledem ktomuto faktu lze pochybovat o adekvatnosti provedenych
experimentd a vypovidaci hodnoté dat prezentovanych do tohoto obdobi. Dal$im zdsadnim
nedostatkem vétSiny dfive publikovanych studii bylo, Ze nezohledriovaly transformaci
nanomateridld béhem jejich uvolriovani, akumulace a depozice v Zivotnim prostredi.
V posledni dobé se v3ak autofi snazi tento nedostatek napravit a jiz existuji prace, kde je

problematika environmentalnich transformaci nanomateridlé dle nasich laboratornich

zkusenosti resena uspokojivé [Louie et al., 2016].

Snaha odstranit vysokou miru nekonzistence ekotoxikologickych dat a umoznit tak
jejich efektivni vyuziti v ramci tvorby norem na ochranu zdravi a zZivotniho prostredi, vedla
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v roce 2012 kvytvoreni ,,European Union-United States Communities of Research*
[Selck et al., 2016]. Cilem spoluprace védeckych instituci zapojenych v této iniciativé bylo
vytvorit platformu pro sdileni postup a metod umozZriujicich zaplnit mezery ve znalostech
o zdravotnich a environmentalnich rizicich nanotechnologii. Ecotoxicology Community of
Research se vletech 2012 aZ 2015 soustredila zejména na problematiku nanomateriald ve
vodnim prostredi a doporudila zaméfit pozornost na nasledujici okruhy klicovych otazek: i)
charakterizace NMs a jejich detekce v environmentdlnich a biologickych matricich, ii)
transformace NMs v jednotlivych slozkdch ZP a jejich dopad na biologickou dostupnost
a toxicitu, iii) alternativni metody hodnoceni expozice, iv) vliv expozi¢nich scénard na
biologickou dostupnost a toxicitu, v) vyvoj vice biologicky relevantnich biotestd, vi) prijem,
distribuce a vylucovani NMs [Selck et al., 2016]. Vétsina téchto klicovych otazek ma svij

vyznam i v pripadé testl provadénych v jiném nez ve vodnim prostredi.

1.1.1  Nanocastice ve vodnim prostredi

K procestim, které vyznamnym zplsobem ovliviiuji osud nanocastic ve vodnim
prostredi fadime zejména jejich agregaci a naslednou sedimentaci, rozpousténi, adsorpci na
pfirodnich koloidech a dalSich pevnych povrsich, vazbu na rozpusténé organické latky
prirodniho pdvodu (celkovy organicky uhlik — TOC) a stabilizaci prostrednictvim povrchové
aktivnich latek. Mezi dalsi vyznamné procesy patfi biologickd degradace nanomateridlt
(aerobni a anaerobni), abiotickd degradace (zejména hydrolyza a fotolyza), atd. Vodni
prostredi obsahuje celou rfadu prirodnich nanodastic, jako jsou ¢astice jild, hydratované oxidy
zeleza a manganu, rozpusténé organické latky (huminové a fulvinové kyseliny) a vldknité
koloidy (exopolymery), které jsou jako exsudaty vylu¢ovany rasami a dalSimi mikroorganismy
(polysacharidy a proteiny). Tyto latky jsou souhrnné nazyvany pfirodni organické latky
a oznaluji se zkratkou NOM (,,natural organic matter). Chovani téchto prirodnich
nanomateriald bylo v drivéjSich dobach intenzivné studovano a ziskané poznatky tvor{ zéklad
pro porozuméni osudu primyslové vyrabénych nanomateridlli ve vodnim prostredi

or v.r

[Patil et al., 2016]. Prirodni koloidy podléhaji agregaci, pfi niz vznikaji ¢astice o velikosti 100 -
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1000 nm, coz Casto vede k nasledné sedimentaci. Agregace je fizena povrchovym nabojem
a velikosti ¢astic, iontovou silou, pH a obsahem a mocenstvim kationtd ve vodnim prostredi.
Obecné plati, ze dlastice stémér neutralnim povrchovym ndbojem agreguji nejrychleji.
V pripadé pfirodnich koloidl i primyslové vyrdbénych nanomateridlii casto selhdvaji
predpoklady vytvorené na zdkladé DLVO (Dérjagin, Landaue, Verwey a Overbeek teorie
stability heterogennich koloidné disperznich soustav s vodnym disperznim prostredim)
a dalSich podobnych teorii, které popisuji agregaci dastic v koloidnich systémech
[Merk et al., 2014]. Pri¢inou mdZe byt polydisperzita systémd, tvar ¢astic, ktery se mdze

vyrazné lisit od idedlniho kulovitého tvaru, hydrofobicita povrchd, atd. [Khan et al., 2015b].

Funk¢ni predpovéd chovani nanomateridld maze byt vyrazné komplikovdna jejich
povrchovou Upravou [Merk et al., 2014]. Cillem zminénych povrchovych Gprav byva zvyseni
stability priimyslové vyrdbénych koloidd. Otdzkou vsak z(stdva, jak tato povrchova Uprava
ovlivni interakci primyslovych nanomateridl(i s prirodnimi koloidy, a to zejména v pripadech,
kdy dochdzi kjeji biodegradaci. Predpoklddand koncentrace primyslové vyrdbénych
nanomaterial( v pfirodnich vodach se obvykle pohybuje pod trovni 20 pg.I". Naproti tomu
typickd koncentrace pfirodnich koloidd byva o nékolik ¥add vy3si (1 — 20 mg.I"). DaleZitym
procesem, ktery ovliviiuje osud nanocastic ve vodnim prostfedi, bude tedy heteroagregace
(interakce mezi prlmyslovymi nanomateridly a slozkami prirodnich koloidd). Vétsina
publikovanych studii je zamérend na homoagregaci, tedy na proces vzdjemné interakce
pramyslové vyrabénych nanomateridld bez zahrnuti vlivu prirodnich koloidd. Vyjimecné
publikované studie zabyvajici se problematikou heteroagregace nanocastic ve vodnim
prostredi jsou obvykle provddény s vyuzitim vysoké koncentrace nanomateridld a nizké
koncentrace sloZzek prirodnich koloidd. Dvodem vySe popsaného usporddani experimentu
jsou pro tuto aplikaci vysoké hodnoty detekénich limitl analytickych technik, které jsou
vyuzivany pro hodnoceni distribuce velikosti castic v koloidech a pro studium kinetiky
agregace. Jako ukazku uvedeme napr. heteroagregaci nanocastic CeO, s prirodnimi koloidy
v fi¢nich vodach. Stabilita koloid(i byla podstatné vyssi ve filtrované nez v neupravené ricni

vodé [Quik et al., 2012].
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Dal$im vyznamnym parametrem ovlivriujicim osud priimyslové vyrdbénych nanodastic
ve vodnim prostredi je jejich interakce s rozpusténymi organickymi latkami. Bohuzel vétsSina
publikaci vénovanych tomuto tématu je zamérena na problematiku vlivu huminovych kyselin,
méné pak na problematiku environmentdlné vice relevantnich fulvinovych kyselin a jejich soli.
Interakci nanomaterialé s huminovymi kyselinami vyrazné ovlivriuje povrchovy ndboj ¢astic,
ktery je Casto silné zavisly na hodnoté pH prostfedi. Typickou ukdzkou tohoto jevu jsou
nanocastice Fe,0; vykazujici neutralni povrchovy naboj pri pH okolo 7,8. Pokles pH pod tuto
hodnotu vede ke vzniku kladného povrchového ndboje ¢astic, ktery miZe byt ndasledné
neutralizovan reakci s huminovymi kyselinami. Také c{3astice se zapornym povrchovym
nabojem mohou byt stabilizovany prostfednictvim huminovych kyselin. V daném pripadé
hraji ddlezitou roli hydrofobni interakce [Baalousha, 2009]. Prestoze z vysledk laboratornich
testl teoreticky vyplyva schopnost huminovych kyselin stabilizovat systémy primyslové
vyrabénych nanomateridld, pfi experimentech sredlnou prirodni vodou vede vysoka
koncentrace huminovych kyselin casto naopak k destabilizaci systému
[Town and van Leeuwen, 2016], pfipadné vede k jednodussi komplexaci uvolnénych iontd a
aglomeraci nanodastic. Pfitomnost huminovych kyselin také usnadriuje sulfidizaci Ag NPs

[Thalmann et al., 2016].

DalSim parametrem, ktery mdze ovlivnit vysledky ekotoxikologickych studii ve vztahu
k huminovym kyselindm je fakt, Ze nanodldastice pokryté jejich vrstvou jsou snadnéji
adsorbovany na povrchu ¢astic prirodnich koloidd [Bae et al., 2011]. V pfipadé morské vody je
agregace ¢i aglomerace prdmyslové vyrabénych nanomateridld urychlovdna vysokou
iontovou silou prostfedi. Urcitou miru stability vykazuji pouze stericky stabilizované
nanomateriadly s vhodnou povrchovou udpravou. Ag NPs stabilizované PVP s negativnim
povrchovym nabojem vykazovaly stabilitu vroztocich modelové morské vody az do
koncentrace 0,1 mol.I" NaCl. Nanodastice stabilizované citratem podléhaly agregaci jiz pfi
koncentraci 0,03 mol.I" NaCl. Pfirodni mofska voda viak obsahuje pfiblizné& 0,5 mol.I" Nacl

(Huynh and Chen, 2011).

DalSim procesem, ktery mimo agregace a aglomerace ovliviiuje osud nanodastic
ve vodnim prostredi, je jejich rozpousténi. Na zakladé Gibs - Thomsonova efektu
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Ize usuzovat, Ze Castice s mensim prdmérem a vyssSim zakrfivenim povrchu (nanodastice)
budou vice rozpustné ve vodé, neZ castice vyssSich primérii a mensiho zakfiveni povrchu
(mikrodastice). Tato rozpustnost muize v nékterych piipadech vést k presyceni roztoku
a kprocesu zvanému Ostwaldovo zrani, které muze zplsobit transformaci nanocastic
v Castice jiného tvaru, velikosti ¢i krystalové strukrury [May et al., 2016]. Vétsina kovovych
nanodastic ma hydrofobni charakter a urditou, i kdyZz velmi nizkou, rozpustnost ve vodé.
Kovové ionty uvolfiované z povrchu téchto nanodastic se tedy mohou vyraznou mérou
podilet na jejich celkové toxicité. Nanoclastice zlata, TiO, a CeO, jsou ve vodé vysoce
nerozpustné a neuvolnuji ionty témeér za Zzadnych podminek
[Schmidt and Vogelsberger, 2009]. Avsak Ag NPs, nanocastice ZnO a Cu/CuO jsou ve vodnych
prostfedich relativné rozpustné a v environmentdlné relevantnich podminkach castecné
ionty uvolriuji [Liu and Hurt, 2010]. Transformace téchto rozpustnych nanocastic je silné
ovlivnéna hodnotou pH, iontovou silou média, pfitomnosti anorganickych a organickych
sloucenin a dalSich latek, které mohou byt pro jednotlivé druhy nanomateridlt specifické.
V pripadé Ag NPs hraje vyjma vySe zminénych parametr( velice ddleZitou roli koncentrace
rozpusténého kysliku, chloridd a sulfidl [Lowry et al., 2012]. Pokud se Ag NPs vyskytnou
v aerobnim prostredi, které ma relativné vysokou iontovou silu a nizky obsah chlorid(
a sulfidl, dochdzi ktvorbé nanocadstic AgCl a komplexnich strfibrnych thioll
[Levard et al., 2012]. Nejbéznéjsim zplsobem, jakym se mohou nanomaterialy dostdvat do
Zivotniho prostredi je jejich uvolriovani z komercné vyrdbénych materidld v pribéhu jejich
Zivotniho cyklu a ndslednd depozice uvolnénych nanomateridléi v odpadnich vodach,
Ci Cistirnach téchto odpadnich vod. Impellitteri a kol. se ve své praci zabyvali uvolfiovavim Ag
NPs z obleceni, na které jsou tyto nanocastice deponovany kvdli jejich antibakteridlnim
a antimikotickym Gc¢inkam. Jako rozpoustédlo byla pouzita klasickd kohoutkova voda a jako
bélidlo byl uzit chlornan sodny. Z jejich prace plyne, Ze takovéto usporadani experimentu ma
za nasledek prednostni formovani AgCl uz vsamotném pocatku premény Ag NPs
[Impellitteri et al., 2009]. Pokud se budeme zabyvat osudem a transformaci Ag NPs
v Zivotnim prostredi, je nezbytné nutné vystavit tyto ¢astice pusobeni podminek, které jsou

relevantni podminkam v usazovacich nadrzich distiren odpadnich vod. Jedna se o aerobni
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prostredi s relativné nizkou konduktivitou a vysokym obsahem siry. Za takovychto podminek
dochdzi k prednostnimu formovani vrstvy Ag,S okolo plvodni stfibrné nanocastice. Tento
proces je environmentalné vyznamny zejména z divodu velice nizké rozpustnosti obalu
Ag,S (Ks= 5,92.10°"), kterd zabrani dalsimu uvolfiovani stfibrného iontu z nano¢astice. Jadra
Ag NPs vpodobé core-shell nanosystému Ag@Ag,S mohou byt takto transportovdna

vodnimi toky na velkou vzdalenost az do mist, kde bude mozna jejich akumulace a to at

v sedimentu ¢i ve vodnich organismech.

Parametry ovlivriujici chovani nanomateridlt ve vodnim prostredi je tfeba zohlednit
pfi pripravé koloidd pro testovani ekotoxicity nanocastic v laboratornich podminkach. Velké
mnozstvi primyslové vyrabénych nanomateridlll vykazuje nizkou rozpustnost ve vodé,
vysokou tendenci k aglomeraci a k rychlé sedimentaci [Selck et al., 2016]. Uvedené procesy i
v laboratornich podminkach velmi komplikuji moZnost presného urceni dadvky nanomateridld,
jiz byl v priibéhu experimentu vystaven pokusny organismus. V tekoucich vodach ovlivriuje
stabilitu nanomateridl napf. turbulentni charakter proudéni, pritomnost povrchové
aktivnich latek prirodniho i antropogenniho pdvodu a vysokd koncentrace pfirodnich
koloid. Na miru, sjakou maji byt tyto parametry zohlednény i pfi navrhu konkrétniho
laboratorniho postupu testovani ekotoxicity nanomateridlll, existuji rfzné vzdjemné
protichdidné pohledy [Chekli et al., 2015]. V odpadnich vodach se pak mohou na povrch
nanocastic vazat latky, jejichZ toxicita znacné prevysuje vlastni toxicitu nanomateidld. Také
tento parametr je obtizné modelovat v laboratornich podminkach. Celd rada ranych praci
zabyvajicich se ekotoxicitou nanomateridl( vyuZivala pro stabilizaci experimentdlnich koloida
povrchové aktivni latky. Znama je napr. prace [Fortner et al., 2005], v niZ byl ke stabilizaci
fullerend Ce, pouzil tetrahydrofuran (THF). Zjisténa toxicita takto stabilizovanych fullerent
popisovala spiSe ucinky kombinovaného systému C¢, — THF neZ studovanych fullerent jako
takovych. Experimenty provadéné za environmentdlné relevantnich podminek by sice
teoreticky mély mit vyssi vypovidaci hodnotu, jejich provadéni je vSak komplikovano zejména
moznostmi dostupnych laboratornich technik, jako interferencemi prirodnich koloid( pfi
analyze velikosti ¢astic pomoci DLS, zménami charakteru vzorku pfi jeho pfipravé pro

mikroskopické techniky, vysokd hodnota pozadi pfi analyze za pomoci spektroskopie
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ve viditelIné a ultrafialové {asti spektra, pripadné sorpci nanodastic na plastové nadoby,

v nichZ jsou ekotoxikologické experimenty provadény [Malysheva et al., 2016].

1.1.2 Nanodastice v ptidach

Osud nanomateridl(i v plidnich matricich je problematika cca 31 krdt méné studovan3,
nez je tomu v prfipadé nanomateriall ve vodnim prostredi (porovnani poctu publikované
literatury, kterd souvisi s danymi tématy pomoci aplikace Web of Science k ¢ervenci 2016),
pfitom pldni bezobratli Zivocichové, jako jsou clenovci, hlistice a krouzkovci, jsou velice
vyznamnou ¢3asti edafonu, ktery se podili na mnoha ddlezitych pldnich ekosystémovych
sluzbach. Jejich funkce spociva nejen v dekompozici a mineralizaci organické hmoty, kterd je
naprosto nezbytnd pro tvorbu humusu a pldy, ale zajistuji také kolobéh Zivin, zlepseni
padnich fyzikdlnich vlastnosti a jsou vyznamnou souddsti v mnoha suchozemskych
potravnich sitich. Nejen z toho diivodu je vhodné se problematikou dopadu nanotechnologii

na tyto zivocichy zabyvat hloubéji [Bouguerra et al., 2016].

Osud pramyslové vyrabénych nanodastic v pldach byl dosud studovan s podstatné
mensi intenzitou nez jejich osud ve vodnim prostredi. Klicové fyzikalné - chemické parametry
ovlivriujici osud nanomateridl( v plidach jsou velmi podobné parametriim, které ovlivriujf
osud nanomateridl ve vodach. Zdkladnim rozdilem mezi obéma prostredimi je podil pevné
faze, kterd vpripadé pid mnohem vyznamnéji ovliviiuje biologickou dostupnost
deponovanych nanoddstic. Dobre zpracovanou praci na toto téma je ¢lanek tymu profesora
Yanga, ktery se zabyva testovanim toxicity prdmyslové vyrdbénych nanomateridll na
pudnich organismech. Ve své praci zroku 2011 zkoumali toxicitu rGzné velkych a rGzné
stabilizovanych Ag NPs. Pracovali se7 nm Ag NPs, které byly stabilizovany citratem,
s 5 a 22 nm velkymi Ag NPs, které byly stabilizovany arabskou gumou a 8 a 38 nm velkymi Ag
NPs stabilizovanymi pomoci polyvinylpyrrolidonu. Experiment byl proveden v umélé ptidé ve
stfedné tvrdé vodé a v K" médiu. Jako modelovy organismus bylo vybrano Had'atko obecné
(Caenorhabditis elegans). EC, v K'médiu se pohybovala v rozmezi 0,9 az 50 mg.I" Ag NPs.

ECs, ve stfedné tvrdé vodé se pohybovala v rozmezi 0,09 aZ 11,7 mg.I" Ag NPs. V této préci
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nebyly popsany zadné vyznamné rozdily v toxicité Ag NPs v zavislosti na jejich velikosti.
Autori spekuluji, Ze toxicita Ag NPs je pfimo spojend s mnozstvim Ag’, ktery byl uvolnén
z AgNPs rozpousténim v pribéhu experimentu. Ktomuto tvrzeni v3ak nedodali zadné
signifikantni dlkazy, jelikoz mnoZstvi rozpusténého Ag" nebylo Zddnym zplsobem
stanoveno [Yang et al., 2011]. Rozpustnost nanomateridld v pddach bude vyznamnym
zpUsobem ovlivnéna schopnosti pldnich &astic vazat uvolnéné kationty a anionty.
lontovyménnd kapacita pld a s ni spojend rozpustnost nanocastic je pak silné zavisld na
hodnoté pH. Agregace nanomateridld v ptidach bude urychlovdna vysokou iontovou silou
pérové vody, vzniklé agregaty pak budou ucinné zachytdvany v pldnich kapildrach
[Yuzer et al., 2016]. Adsorpce na ¢asticich ptdy a mobilita nanocastic pak bude zaviset na
jejich povrchovém naboji, jelikoz negativné nabité povrchy castic pldnich minerdll a
organickych slozek ptdy budou pfitahovat zejména kladné nabité nanocastice. Povrchovy
naboj pramyslové vyrabénych nanocastic je spojen stypem a kvalitou povrchové Upravy,
v dané souvislosti bude tedy vyznamnou vlastnosti odolnost této uUpravy vidi degradaci

[Bradfield et al., 2016].

1.2 Zpusoby charakterizace nanomateriald

Koloidni materidly, definované jako heterogenni systém obsahujici pevnou slozku
s alespori jedenim rozmérem v rozpéti 1 nm - 1 pm [Everett, 1988], mohou byt toxické
samy o sobé&, mohou ale také hrat ddlezitou roli pri distribuci toxickych latek v jednotlivych
slozkach Zivotniho prostredi a to bez ohledu na jejich plvod. Tyto materidly mohou na svém
rozmérném povrchu sorbovat velké mnozZstvi stopovych prvkl ¢&i organickych polutantd,
jelikoz s velikosti povrchu pfimo Uumérné souvisi mnozstvi potencionalné reaktivnich

funk¢nich skupin [William, 2006].

Optické charakteriza¢ni techniky je moZno rozdélit na nespektralni a spektralni
metody. U nespektrdlnich metod nedochazi k vyméné energie mezi elektromagnetickym
zarenim a studovanou latkou a méreni je uskutecriovano sledovanim zmén vlastnosti zareni,

jako je rozptyl, otaceni roviny polarizovaného svétla nebo zména jeho rychlosti. Mezi tyto
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metody je moZno zaradit polarimetrii, nefelometrii, turbidimetrii, refraktometrii nebo
interferometrii, avsak ani jedna zvyjmenovanych metod neni vyznamnéji pouzivana pfi
stanovovani vyznamnych parametr(i, které ovliviiuji vysledky testd ekotoxicity
nanomateridld. Metody spektrdini jsou naopak =zaloZzeny na principu interakce
elektromagnetického zareni sevzorkem. Spektrum je poté zavislost veliciny,
ktera charakterizuje intenzitu méreného zéreni (emitovaného nebo proslého) na vinové
délce zareni A. Absorpcni ¢i emisni spektra poskytuji ddlezité informace o energetickych

hladinach studovanych latek, jejich koncentraci a jinych vlastnostech jako velikosti ¢astic.

V predlozené diserta¢ni praci byly vyznamné fyzikalné-chemické parametry
nanocastic, jako je jejich velikost, tvar, krystalograficka struktura, povrchovy naboj ¢i rychlost
a mira aglomerace v expozi¢nich médiich sledovany systémem nékolika charakteriza¢nich
technik a pouze kombinace jejich vysledk umozZnila popsat soustavu pro nds dostatecnych
zpusobem. Fyzikdlné-chemické principy pouzitych technik budou stru¢né zminény

v nasledujicich kapitolach, pricemz zvlastni dliraz bude kladen na DLS jako klicové metody.

1.2.1 Dynamicky rozptyl svétla
Dynamicky rozptyl svétla, Dynamic Light Scattering (DLS), je zdkladni technikou

charakterizace nanomateriald v koloidnim systému, nebot’ prindsi informace o distribuci
velikosti hydrodynamickych priimér( &astic, jejich pohyblivosti a koncentraci castic ve
vzorku. Je zaloZena na spontdnni fluktuaci intenzity odrazeného laserového zareni, kdy
koloidni ¢astice indukuji ¢asové zavisly pruzny rozptyl intenzit zareni. Tyto casové zavislé
fluktuace jsou snimany statickym detektorem a v pfipadé, Ze Castice dorazi do oblasti se
zaostfenym laserovym paprskem, dojde k ndrlstu signdlu. Naopak, kdyz tento prostor
opusti, dochazi k utlumu signdlu. Statisticka analyza téchto casové zavislych fluktuaci
umozriuje odvodit difdzni koeficient &astic. Casové kolisani v méFenych intenzitach zafeni se
nasledné pouzije k odvozeni autokorelacni krivky. Za predpokladu, Ze stanovujeme velikost,
pohyblivost ¢&i koncentraci, tato technika je schopna pracovat v blizkosti detekce jediné

Castice v objemu vzorku.
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Typickym vystupem je stfedni difdzni koeficient [Finsy, 1994] pro jednotlivé {astice
a nebo hmotnostni prdmér difdznich koeficientd [Powers et al., 2011]. Jedna-li se o méreni
DLS ve znamém kapalném prostredi, Ize vysledky prepocitat na hodnoty strfedniho
intenzitniho kumulativniho hydrodynamického prdméru ¢astic [Dash et al., 2012] a indexu

polydisperzity (Pdl).

Obdobnou technikou je fotonova korelacni spektroskopie, ktera se vyuziva pfi studiu
vlastnosti suspenzi, koloidnich soustav nanomateridlli, biologickych vzorkl, proteinG
a polymer(. Hlavni pfednost této techniky je aplikovatelnost na réizné druhy systém castic,
jednoduchost instrumentace a automatizovatelnosti, neinvazivnosti vici studovanému
vzorku. V pripadé analyzy citlivych latek (biologické, snadno aglomerujici ¢&i traskavé
systémy) je navic mozno pouzit jinou vinovou délku interagujiciho laseru, ¢imz mizeme

dopady zareni na material jeSté snizit.

DalSim mozZnym rozSifenim této techniky je sledovani zmény posunu vinové délky
laserového paprsku vlivem Dopplerova jevu na pevnych &asticich. Tato zména je imérnd
velikosti ¢astic disperzniho systému (Obr. 2). Za pomoci méreni difuzniho koeficientu ¢astic
a s pouzitim namérené autokorelacni funkce je mozno vypodist distribuci velikosti ¢astic
[Pecora, 2013]. Dalsi nespornou vyhodou téchto technik je Sife mériciho rozsahu, ktery se
teoreticky pohybuje od 1 nm po nékolik mikron( v zavislosti na druhu méreného materidluy,
jeho indexu lomu a pouzitém rozpoustédle. Takto Siroky méfici rozsah je pro jiné techniky

obtizné& dosazitelny. Castice o velikosti desitek nanometr jsou pfilis malé na méreni pomoci

optickych mikroskop(, desitky mikront zase pfilis pro mikroskopy elektronové.
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Obrazek 2: Znazornéni pohybu ¢astic prostfedim v zavislosti na jejich velikosti. Teplota i viskozita kapalného média jsou v

obou pfipadech totozna [Malvern, 2013].

Typickd sestava pro experimentdlni mérfeni rozptylu svétla se sklada ze
zdroje laserového paprsku osvétlujiciho vzorek a pohyblivého detektoru, kterym je zjiStovan
Uhel rozptylu 6 na zdkladé méreni intenzit rozptyleného zareni 1(6,t). Nejcastéji byva
dopadajici paprsek polarizovan vertikalné, detektor se pohybuje v roviné horizontdlni a hleda
uhel rozptyleného paprsku snejvyssi intenzitou rozptyleného zareni. Oblast vzorku
ozarovand soucasné dopadajicim a odraZzenym paprskem je nazyvan ,,scattering volume*,
tedy rozptylovy objem [Berne and Pecora, 2000]. Na Obr. 3 je typické usporadani aparatury,
ve které je elektrické pole E; vyvolané polarizovanou elektromagnetickou vinou definovano

rovnici 1.

E;(r,t) = AE elikiT—wid)l
Rovnice 1

V této rovnici predstavuje 1 polarizaci kolmou k roviné rozptylu o amplitudé Ey, w; je

uhlova frekvence, k; je vinovy vektor dopadajictho svételného paprsku definovany jako

2nn s . s . er s sy ..
k; = — Ve kterém je A; vinova délka dopadajiciho zareni ve vakuu a n je index lomu

4

rozptylujictho média.
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Obrazek 3: Schéma typické sestavy pro méfeni DLS se znazornénym rozptylovym objemem. Uhel 0 je thel rozptylu

svételné viny [Kozina, 2009].

Rozptylené pole ma podobu nahodného difrakéniho obrazce, ktery je nazyvan
,speckle pattern. Ten sestdvd ze svétlych a tmavych bodd, v zavislosti na tom, zda

dopadajici vina podlehla konstruktivni, ¢i destruktivni interferenci (Obr. 4).

.| Ndhodny
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Laser . v;. FT .
(i LAt
{}-‘L.t Q{’ "speckle
pattern”

Obrazek 4: Znazornéni difrakéniho obrazce tvoreného casticemi, jejichZz pozice se v ¢ase nahodné méni diky Brownovu

pohybu. Intenzita rozptyleného zareni v jednotce plochy detektoru tak nahodné fluktuuje od jednoho extrému k druhému

[Kozina, 2009].

Jak zndzorniuje Obr. 5, vdostatecné zredénych monodisperznich  koloidnich

systémech, ve kterych Ize predpokladat vzdalenost mezi jednotlivymi casticemi natolik
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velkou, Ze se Castice vzajemné neovliviiuji a jejich poloha je statisticky nezavisla, odpovida

kazdy z bodu difrak¢niho obrazce jedné sloZce Furierovy hustotni fluktuace.

Z laseru

Vétsina svétla projde
nerozptylena

Primé&rna

Detektor intenzita

Obrazek 5: Rozptyleny svételny paprsek dopadajici na detektor. Pfekresleno podle [Malvern, 2013].

Dobrd shoda mezi teorii a redlnymi vysledky panuje pfi méreni monodisperznich
systém s Gzkou distribuci velikosti ¢astic. Redlné systémy environmentalniho prostredi jsou
redlné vzorky obsahuji aglomeraty, které zvysuji polydisperzitu a tim vnaseji do procesu
zjistovani redlné velikosti castic chybu imérnou zvysujicimu se rozdilu mezi primarnimi
¢asticemi a aglomeraty. DLS tak mizZe byt s Uspéchem pouZita pfi sledovani velikosti ¢astic
laboratorné pripravenych vzorkd, ¢i sledovani kinetiky tvorby aglomerdtd, avsak pouZiti této
techniky pri méreni redlnych vzorkl( Zivotniho prostredi je bez zarazeni separacnich

a purifikacnich krokd prakticky nemozné [Domingos et al., 2009].

1.2.2 Spektroskopie ve viditelné a ultrafialové casti spektra
Spektroskopie ve viditelné a ultrafialové asti spektra, UltraViolet-Visible spectroscopy

(UV-Vis), je klasicka spektrofotometrickd metoda, pomoci které je mozné sledovat interakce
elektromagnetického zareni o vinovych délkach typicky v rozmezi 200 az 800 nm s mérenym
vzorkem. Zakladem metody je méreni miry pohlceni monochromatického svétla, kterym je
vzorek ozarovan, pri riznych vinovych délkach. Pokles v intenzité svételného toku je dan

Lambert-Beerovym zdkonem, coZz je matematické vyjadreni =zdavislosti absorpce
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elektromagnetického zareni prostfedim, pres které zareni prochazi. Pokles zafivého toku je
v pripadé chemikalii dan interakci fotond elektromagnetického zéreni s mérenou latkou
a mérena spektra odpovidaji prechodim elektront mezi zdkladnim a excitovanym stavem

molekul vzorku.

Situace pri meéreni nanocastic pomoci UV-Vis je odliSnad. Jelikoz nejsou ozarovany
jednotlivé, volné lokalizované molekuly, ale jedna se o absorpci elektromagnetického zareni
hmotou, elektrony si nejsou v ramci daného materidlu z hlediska polohy ani vazby rovnoceny.
Diky vzdjemnym interakcim atom@ dochdzi kprekryvu obsazenych i neobsazenych
elektronovych orbitall a tim vznikaji kontinudIni pdsy energii. S narlstajicim poctem prekryva
elektronovych orbitall dochdzi k tvorbé energetickych pasd, které jsou rozdéleny na pasy
valen¢ni, zakazané a vodivostni. Elektrony, které jsou lokalizovany v pasu valenénim, mohou
pfi absorpci energie jednoho fotonu odpovidajici minimdlné velikosti energie pasu
zakdzaného prejit do pasu vodivostniho. S klesajicim rozmérem materidlu dochazi k zuzovani
energetickych pdst az k diskrétnim energetickym hladindm a naopak dochazi k rozsifovani
pasu zakdazaného. V limitnim pfipadé by snizovani velikosti ¢astice vedlo az k jednotlivym
atomam, ¢i molekuldm, jejichz elektronova struktura by byla déna diskrétnimi elektronovymi

v

hladinami odpovidajici feseni Schredingerovy rovnice [Schmid, 2005].

Méreni velikosti kovovych nanodastic pomoci UV-Vis je relativné jednoduchy zplsob
charakterizace jejich velikosti i kdyZz v pripadé nanoddstic nejde o prostou absorpci
elektromagnetického zareni, ale v pfipadé kovovych nanodastic dochazi ke koherentni
oscilaci elektron indukovanou interakci s elektromagnetickym zdarenim. Tyto oscilace
elektron( produkuji na povrchu nanocastice Sifeni vin, které jsou ¢asto nazyvany lokalizovany

povrchovy plazmon. Jeho tvorbu vystihuje Obr. 6.
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Electron Gloud

Electric Fiald

Obrazek 6: Rezonance povrchového plazmonu, kde volné elektrony v kovové nanocastice jsou pohanény do kmitani v

ddsledku silného spojeni se specifické vinové délce dopadajiciho svétla. Pfevzato ze [Sigma-Aldrich].

VInovd délka zéareni s odpovidajici energii foton(, pri které je elektromagnetické zareni
absorbovdno za vzniku plazmonické resonancni viny je oznalovana jako absorpcni pas
povrchového plazmonu a s rostouci velikosti ¢astice dochazi k jeho posunu k vy$Sim vinovym
délkam (,,red shift“) a Gtlumu az po jeho Gplné vymizeni. Teoretické informace vychazejici
zrozsirené Mieho teorie zalozené na popisu elektrického pole indukovaného v C3stici
dopadajici svételnou vinou a byly teoreticky potvrzeny praci [Schneider et al., 1994].
Na grafu 1 je dobfe patrny posun polohy absorpéniho maxima a Gtlum plazmonické
resonancni viny se vzristajici velikosti stfibrnych nanodcastic. Tato sloZenina UV-Vis spekter
dokumentuje polohu absorp¢nich pasti lokalizovaného povrchového plazmonu pro dastice

o velikosti 38 az 110 nm, kdeZto pro {astice o velikosti 162 nm a vice dochdzi k Gplnému

vymizeni a tento pds se jiz u ¢astic nevyskytuje.
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Graf 1: Hodnoty absorp¢nich pasi lokalizovaného povrchového plazmonu pro ¢astice o velikosti 38 nm (A), 56 nm (B), 75

nm (C), 110 nm(D), 162 nm (E) aZ 173 nm (F). Pfevzato z [Schneider et al., 1994].

Z experimentalné zjisténé hodnoty polohy absorpé¢niho maxima Ize nasledné
vypocitat polomér nanodastic prfitomnych v méreném vzorku mimo jiné pomoci Brusovy
rovnice (rovnice 2).

E = Epuik +W

h? ( 1 1 ) 1,8¢e?
m, my, 4meyeR

Rovnice 2

Kde E vystupuje jako hodnota energie zakdazaného pasu, Epuik je energie zakazaného pasu
materidlu mimo nanorozméry, h je Planckova konstanta, m. = 0,19m,, m, = 0,8m, kde m, je
klidova hmotnost elektronu, e je elementarni ndboj, g, je permitivita vakua, ¢ je dielektricka
konstanta a R je polomér nanodastice. Dle této rovnice je mozno urcit velikost kulovych

¢astic dle energie fotond E.

Situace se ovsem znac¢né komplikuje, pokud pracujeme se systémy nanocastic, jejichz

tvar se od idedlni koule vzdaluje. Jak je patrné z Obr. 7, tvary absorpcnich spekter
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se pro rtzné tvary Ag NPs znac¢né lisi. Tim je limitovdno pouziti UV-Vis pro potreby zjiStovani

velikosti ¢astic vzorkl nanodastic o neznamém tvaru a je tedy nutné zaradit mikroskopickou

techniku pro ovéreni tvaru nanodastic.
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Obrazek 7: Rozlicné tvary UV-Vis spekter Ag NPs charakterizujici nanocastice s odliSnym tvarem, ve kterém je extikéni
spektrum vykresleno barvou ¢ernou, absorpéni Eervenou a spektrum rozptylové barvou modrou. 1zotropni (A) duté (E, F)
koule vykazuji spektra s jedinym resonancnim pikem posunutym v zavislosti na jejich velikosti a sile slupky, anizotropni

krychle (B), tetraedr (C) a oktaedr (D) poskytuji spektra s vice resonan¢nimi piky. Pfevzato [Wiley et al., 2006].

1.2.3 Mikroskopie atomarnich sil
Mikroskopie atomarnich sil, Atomic Force Microscopy (AFM), je mikroskopickd technika,

kterd se pouzivd k trojrozmérnému zobrazovani povrchl. Je zaloZzena na silovém pusobeni
mezi mechanickym hrotem a povrchem vzorku. Prvné ji realizovali v roce 1986 Binnig, Quate
a Gerber [Binnig et al., 1986] ndsledovdnim skenovaci tunelovaci mikroskopie (STM)
[Pashley et al., 1985]. Obraz povrchu se zde sestavuje postupné, bod po bodu tak, Ze se velmi

ostry hrot (kfivost cca 5 — 20 nm) umistény na nosniku (tzv. cantilever) pohybuje nad
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vzorkem ¢i je v pfimém kontaktu s nim a je diky rdznym sildm pritahovan ¢&i odpuzovan.

Vychylka nosniku hrotu pak odpovida souctu jednotlivych interakci mezi hrotem a vzorkem.

Jednim ze zadkladnich prvkd méreni je dobra volba hrot pro méreni AFM. Ostrost hrotu
urcuje rozliSovaci schopnost méreni a nosnik hrotu musi mit kv(li rychlosti méreni a jeho
stabilité vysokou rezonandni frekvenci a nizkou hmotnost. V soucasnosti se vSechny hroty
pripravuji pomoci litografickych technologii a volba nosniku hrotu zdvisi prfedeviim na
zpUsobu jeho poufZiti. Pro semi-kontaktni méd méreni musi byt nosnik tvrdy a naopak pro

méreni v kontaktnim moddu musi byt pruzny, aby nedoSlo k poskozeni vzorku.

[Fang et al., 1997].

| kdyZ je mozné pomoci AFM méfit ,,pouhou* topologii povrchu, velikost a tvar castic, je
mozné zesilit jednotlivé sily a ty pak pouzit pro mapovani zvolenych vlastnosti typu adheze,

vvvvvv

Van der Waalsovy sily, odpudivé sily kratkého dosahu, kapilarni sily a elektrostatické sily.

1.2.4 Elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovy mikroskop, Scanning Electron Microscope (SEM), je stejné jako
transmisni elektronovd mikroskopie (TEM) sloZité elektronické zafizeni, které vyuziva
k zobrazovdni vzorku v mikro a nano rozméru pohyblivého svazku elektron@. Hlavnim rozdil
mezi obéma mikroskopy spociva v tom, Ze TEM zobrazuje vnitfni struktury vzorku pomoci
elektron( proslych skrz vzorek, kdeZto SEM byva primarné pouzivan k zobrazeni povrchu
vzorku a to za pomoci elektroni sekundarnich anebo zpétné odraZenych. Nazev této
mikroskopie je odvozen z toho, Ze se elektronovy svazek pohybuje po vzorku rfadek po radku
v rastru ve zvolené oblasti vzorku a vysledny obraz se vytvafi postupnym skenovanim
[Danilatos, 1991]. | kdyz mdze TEM produkovat snimky se znatelné vétsim zvétSenim
a rozliSenim, ma SEM své nezastupitelné misto, jelikoz jsou odrazené a sekundarni elektrony
snimany detektory a tvori na rozdil od TEM trojrozmérny obraz s velkou hloubkou ostrosti,

avsak je tfeba mit na paméti, Ze s rostoucim zvétSenim hloubka ostrosti vzniklého obrazu
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SEM klesa [Oatley et al., 1966]. Zdroje elektrond jsou pro oba typy elektronovych mikroskopu
shodné a jsou jimi nejcastéji zhavené wolframové vldkno ¢i autoemisni tryska ve Wehneltové
valci. Primér svazku elektron(i je iumérny prdmeéru katody a jeho hodnota je jednim ze
zakladnich parametrd ovlivriujicich rozliSeni mikroskopu. Wolframova katoda dovoluje
rozliSeni k hranici 10 nm, nejmoderngjsi pristroje se Schottkyho autoemisni tryskou s tencim
proudem elektron(l, poskytuji rozliSeni i 1 nm [Lee and Chow, 2012]. Rozsah zvétSeni

pouzivanych v SEM se pohybuje v rozmezi od 5 aZ po 600 000 krat [Keddie et al., 1995].

1.2.5 Rentgenova strukturni analyza
Rentgenova strukturni analyza, X - Ray Diffraction (XRD), je béZnou laboratorni

technikou, kterd umozZruje urcit absolutni strukturu molekul, polohy atomd v krystalické
mriZce, vazebné délky a uhly v krystalové mriZzce a je mozno ji vyuZzit k fazové identifikaci
a kvantitativni strukturni analyze [Bragg, 1961]. Rentgenovo zéreni je elektromagnetické
zareni s vinovou délkou pohybuiici se mezi 10" a 10® metru, pri¢em? zafeni o vinové délce
vétsi nez 0,1 nm je nazyvano méekké, kratsi nez 0,1 nm tvrdé rentgenové zareni. Jelikoz je

" metru

mezivazebnd vzdalenost mezi atomy v krystalickych strukturdch radové 10
[Kaewamatawong et al.], je moZné vyuZit tohoto zdareni pro strukturni analyzy Sirokého
pasma materiald. Rentgenové paprsky pronikaji hluboko do materidlu a poskytuji informaci
o objemové strukturfe. Toto zarfeni je produkovano bud rentgenovou trubici nebo
synchrotronni radiaci. V tubusu, ktery se nej¢astéji pouziva jako zdroj rentgenového zareni
v laboratofich, jsou paprsky generovany v pripad€, Ze fokusovany paprsek elektront
akcelerovanych skrz vysokonapétové pole bombarduje staciondrni nebo rotujici pevny ter¢.
Kdyz se elektrony srazi s atomy na ter¢i a dojde k jejich zpomaleni, emituje se spojité
spektrum rentgenova zareni, téZ nazyvané jako Bremsstrahlungova radiace. Kdyz elektron
z vysSiho energetického orbitalu zaplini slupku, foton s energii charakteristickou pro tercovy
material je vypuzen. B€zné terce v tubusu jsou z Cu a Mo, které emituji zareni o energii 8 keV
a 14 keV, co? odpovida vinové délce 1,54 a 0,8 A [Kalimuthu et al., 2008] (0,158 a 0,08 nm).

Rentgenové paprsky primarné interaguji s elektrony v atomech a nékteré fotony z paprsku

jsou odklonény od plvodniho sméru. Tyto difraktované paprsky jsou snimdny, protoze nesou
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informaci o distribuci elektrond v materidlu. Difraktované viny rdznych atomu mohou
interferovat a vyslednd intenzita je touto interakci silné ovlivnéna. Pokud se atomy
periodicky opakuji (napr. v krystalu), difraktované viny se budou sklddat z ostrého
interferencniho maxima dle symetrie atomd. Méreni difrakéniho vzoru tudiZz dovoluje
odhadnout distribuci atomu v materidlu, avsak touto metodou neni mozné zjistit velikost
jednotlivych &astic. Je viak mozno vypodist velikost krystalinit(l, coZ jsou zrna s periodicky se
opakujici strukturou, tvofici vétsi castici, aglomerat. Toto stanoveni je zalozeno na analyze

rozsiteni difrakénich past pomoci Schrerrerovy zavislosti [Shankar et al., 2004].

1.2.6 Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, Inductively Coupled

Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES), je vsoucasné dobé nejrozsifenéjsi
technikou stopové a ultra stopové multielementarni analyzy, kterd umozriuje detekovat
témér vSechny prvky periodické tabulky. Metoda je zaloZena na sledovani intenzity emise
elektromagnetického zareni atomy nebo ionty prvkl v excitovaném stavu. Prakticky viechny
vzorky, u nichZ je stanovovand koncentrace, je tfeba pred samotnou analyzou prevést do
roztoku. Ten je pomoci peristaltické pumpy transportovan do zmlZzovace, kde dojde k tvorbé
aerosolu. Aerosol je dale unasen proudem argonu do mlzné komory, ve které dojde
k odlouceni vétSich kapek a ndasledné pokracuje ddle do plazmového horaku, kde dojde
k odpareni rozpoustédla a ionizaci vzorku. Elektrony jsou v plazmatu excitovany do vyssich
energetickych hladin a po navratu do zdkladniho stavu emituji prebytek energie jako
nespojité polychromatické zareni. Po rozkladu emitovaného polychromatického zareni
pomoci monochromatoru je ziskano ¢arové spektrum, v némz jsou jednotlivé spektralni ¢ary
pro kazdy prvek charakteristické. Uméra mezi intenzitou signalu na konkrétni vinové délce
a koncentraci latky v analyzovaném vzorku je pak zaklad pro kvantitativni vyhodnoceni

obsahu prvku ve vzorku [Novaes et al., 2016].

ICP-OES ma vynikajici analytické vlastnosti, proto je rozsifena ve vSech oborech

vyzaduijicich spolehlivou elementarni analyzu. Pfedevsim se vyuZiva v oblasti analyzy kontroly
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zivotniho prostredi a zjiStovani obsahu prvkd v geologickych matricich, napriklad zjiStovani
obsahu Zeleza v jeho rudé nebo zlata v zlatonosné horniné. Velkou vyhodou jsou Siroky
dynamicky rozsah, vyborna reprodukovatelnost, vysoka linearita kalibraci, dobré detek<ni
limity a velk citlivost. Ta se pohybuje od jednotek ug.I" a? po stovky mg.I". Omezeni pouZiti
metody spocivd v komplikovanosti a prekryvu nékterych emisnich ¢ar prvkl a pomérné
znacném ovlivnéni signdlu matrici vzorku. DalSi nevyhodou této metody jsou znacné naklady

na provoz kvili vysoké spotrebé argonu [Huang and Hieftje, 1989].

1.3 Modelové organismy

Pod pojmem modelové organismy je mozno si predstavit takové organismy, jez jsou
rozsdhle studovany kvili pochopeni urcitych biologickych jevi s ocekdvanim, Ze chovani
téchto organisml poskytne vhled do fungovani organismd ostatnich. Zpravidla se nejednd
o hlavni zastupce daného ZivociSného druhu, rychly vyvoj s kratkym zivotnim cyklem, mala
velikost, snadnd dostupnost a manipulovatelnost, nendaro¢né podminky chovu, & nizké
finan¢ni naroky jsou ¢asto rozhodujicimi faktory volby [Fields and Johnston, 2005]. Ta zavisi
predevSim na kritériich vychazejicich z ucelu experimentu. V této disertacni praci budou
prezentovany vysledky testl ekotoxicity nanomateridléi provedené na ctyrech trofickych
urovnich. Na drovni bunéc¢né byly provedeny testy cytotoxicity a testy v usporadani, které
umoznuje predikovat mnoZstvi nanodlastic transponovanych skrz monovrstvu bunék
stfevniho epitelu pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) do vnitfniho prostredi organismu
¢i mnozstvi dastic zachycenych uvnitf cytosolu burky. Ekotoxikologické testy akutnf
a reprodukeni toxicity byly provedeny na hrotnatce velké (Daphnia magna), jakozto zastupci
malych vodnich korys(i a testy akutni, embryonalni a vyvojové toxicity nanocastic na daniu
pruhovaném (Danio rerio) a kapru obecném (Cyprinus carpio), jakozto zastupcich ryb. Jako
modelovy organismus pro terestrické testy ekotoxicity byla zvolena roupice Enchytraeus

crypticus.
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1.3.1 Bunécna kultura stfevniho epitelu pstruha duhového - RTgutGC

Pro vyzkum ekotoxikologickych ucinkG chemickych latek i nanomateriall ve vodnim
prostredi jsou jako modelové organismy hojné vyuzivany rtizné druhy ryb. Existuji dvé hlavni
cesty prijmu NPs do téla téchto Zivocichl. Nanodastice se mohou do téla ryb dostdvat bud
pres gastrointestindlni soustavu nebo pres Zaberni epitel [Handy et al., 2011]. Odsud jsou pak
distribuovany do dalSich organd napr. do mozku, jater ¢&i pohlavnich Zldz. Bunécné linie
ziskdvané ze tkani uvedenych organt jsou pak pouzity jako biologické modely v rfadé in-vitro

studii [Spence et al., 2008, Obiakor et al., 2014, Monaghan et al., 2011, Yue et al., 2015].

Buné¢na linie RTgutGC byla UspéSné vyvinuta ze stfeva mladé samice pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) roku 2011 ve spoluprdci Univerzity Waterloo, Guelphské
univerzity, Univerzity Wilfrida Lauriera (Waterloo, Ontario, Kanada), Helmholtzova centra
pro vyzkum Zivotniho prostredi (Lipsko, Némecko) a Svycarského federdiniho centra pro
vyzkum vodniho prostfedi Eawag (Diibendorf, Svycarsko). RTgutGC byly Gsp&sné pé&stovany
v Leibovitzové médiu L15 bez obsahu glutaminu, které bylo doplnéné 10 % fetalniho
bovinniho séra (FBS). Buriky byly 100 krat pasdzovéany a Uspé&sné kryoprezervovany. Jako
kryoprotektor proti naruseni bunék byl pouzit dimethylsulfoxid branici vzniku krystald ledu
v burice. Zivotaschopnost bunék byla hodnocena pomoci test(i bun&éné toxicity vyuZivajici
fluorescentnich barviv Alamar Blue (AB) pro zjiStovdni miry metabolické aktivity
a acetoxymethylesteru karboxyfluoresceindiacetdtu (CFDA-AM) pro zjistovani miry

membranové integrity [Kawano et al., 2011].

Tato bunécnad linie je zajimavd z toho ddvodu, Ze stfevo vSech ryb je multifunkéni
organ, ktery je zapojen nejen do vstrebavani Zivin, ale ddleZitou roli hraje i viontové vyméné
a osmotické regulaci. Sou¢asna mira poznani tohoto organu se opira o nescetné in vivo
i ex vivo studie, nicméné mechanismus translokace NMs skrz intestindini trakt do vnitiniho
prostredi ryb byl zatim popsan pouze v jediné publikaci [Geppert et al., 2016]. Ta se zabyvala
fluorescentnimi polystyrenovymi NPs. Vrozsahlé in vivo studii, zabyvajici se plsobenim
Ag NPs na vnitrni organy kapra obecného (Cyprinus Carpio), bylo po expozici NPs zjiSténo

vyznamné zvySeni obsahu stribra v jatrech a strevé, coz naznaduje, ze Ag NPs, nebo alesponi
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uvolnéné ionty stfibra mohou prostupovat skrz bariéru stfevniho epitelu, at’ jiz prostou

difuzi, ¢i aktivnim transportem [Lee et al., 2012].

1.3.2 Hrotnatka velka (Daphnia magna)

Hrotnatka je bézny zdastupce sladkovodniho planktonu z fadu perloocek, tfidy
lupenonozcli a spolecné s virniky a klanonoZci tvori nejvyznamné;jsi skupinu planktonnich
Zivocichl. Spadd pod monofyletickou skupinu, kterd je tvorena asi 400 zndmymi druhy
v 80 rodech a 11 Celedich. V eskych tocich nalezneme priblizné 9o druh, z nichz jsou nejvice
zastoupeny praveé hrotnatky. Télo je tvoreno dvéma zakladnimi ¢astmi - hlavovou a trupovou.
Na hlavové &asti Ize pozorovat tykadla, kterd jsou u samic kratsi nez u samcd. Pri teploté
20 °C trva Zivotni cyklus hrotnatek okolo 8 tydnd. Pohlavni dospélosti dosahuiji
po 6 az 8 dnech od narozeni. Vajicka jsou umisténa dorzalné pod krunyfem a vyvin neonat je
primy. Po tfech dnech v matec¢ni komore dochdazi k porodu mladych neonat. Kazda dospéla
samice produkuje okolo 6 az 50 jedincl o velikosti 1 mm. Vyvoj jedinct je ovlivnén intenzitou

krmenf a kvalitou vody. Zivotni cyklus hrotnatek je zobrazen na Obr. 8 [Ebert, 2005].

Pireni
Pohlavni cyklus Q
Pohlavni vajicka \
Lihnuti
/ po diapauze Q
Partenogeneticky
cyklus
Partenogeneticka Tvoreni
dcera haploidnich

vajicek

Partenogeneticky
syn d

Obrazek 8: Zivotni cyklus organismu Daphnia magna [Ebert, 2005].
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Hrotnatky pouzité do testll byly chovany v laboratornich podminkach pri teploté
19 + 1 °C s fotoperiodou 12 hodin, pfi intenzité osvétleni 1250 az 1670 lux. JelikoZ pfi chovu
nebyla pouzivana filtrace, k zajisténi optimalnich podminek slouZila vyména chovného média
M4 [OECD, 2012] jednou za tyden tak, Ze byla v chovné nadobé ponechana polovina média
starého a ta byla doplnéna nové pfipravenym. Dospélé hrotnatky byly krmeny kazdy den.
Nové narozené hrotnatky musi byt kazdy den odstrariovany do samostatné chovné nadoby,

jelikoz pfi neoddéleni mlad'at dochdzi ke snizeni plodnosti.

1.3.3 Danio pruhované (Danio rerio)

Danio rerio je sladkovodni ryba pivodem z oblasti vychodni Indie, vyskytujici se od
Kalkaty az po Masulipatam. Jedna se o vyznamny modelovy organismus v genetice,
molekuldrni biologii, biochemii, farmakologii, ekotoxikologii, fyziologii, neurobiologii
a histologii, mimo jiné proto, Ze je znam kompletné cely jeho genom skladajici se
216596 nukleotidd [Broughton et al., 2001]. Patfi do Celedi kaprovitych (Cyprinidae), radu
maloostni (Cypriniformes), tridy paprskoploutvi (Actinopterygii) a kmene strunatci
(Chordata). Télo maji podlouhlé stihlé, ze stran mirné zplostélé a samedci jsou Stihlejsi nez
samicky. Zdakladni zbarveni hrbetu je tmavé aZ olivové hnédé. BfiSni oblast je zlatava
s nadechy tdhnoucimi se do stribrné. Na bocich ma danio 7 az 9 jasné modrych az fialovych
pruh(, které se tdhnou od hlavy aZz na konec ocasni ploutve. Hrbetni ploutev ma tmavsi
odstin nez zbytek celého téla a ma zlaté lemovani. Je vSak tfeba mit na paméti, Ze existuje
velké mnoZstvi barevnych variet. Z koutkd tlamky vyrdstaji dva pary vouskd, jeden z part je
vyrazné delsi. V prirodé se dania rozmnoZuji v obdobi destll, kdy dochdazi k velké zméné
chemismu vody. V laboratornich podminkach by se ryby mély tfit cely rok. Mezi hlavni faktory
ovlivriujici prdbéh treni patfi rocni obdobi, teplota vody, svételné podminky, kvalita vody,

mnozstvi a kvalita krmiva [Spence et al., 2008].

Vegkerd dénia pouZitd pro testovéni pochézela z chovu oddéleni CETA VUOS a.s.
Dospélé ryby pro chov pochazely od vice dodavateld. Po zakoupeni byly nové ryby drZzeny

14 dni v karanténé, aby nedoslo k pfipadné kontaminaci chovu. Ryby byly chovany v odstaté
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a provzdusriované pitné kohoutkové vodé, v Médiu 203 (M203) [OECD, 1992] a v 75 % Médiu
203 (M203/75) pfipraveném z M203 rfedénim demineralizovanou vodou. M203 je vodny
roztok soli o koncentracich 2 mmol.I" CaCly; 0,5 mmol.I" MgSO,; 0,77 mmol.I" NaHCO,
a 0,075 mmol.I" KCl. Krmeni bylo uskute¢iovano dvakrat denné Zivou potravou tvofenou
hrotnatkami, niténkami, buchankami nebo komercné dostupnou susenou potravou. Ke treni
bylo vyuzivano 10 litrové tfeci akvarium s dvojitym dnem, které bylo oddéleno sitkou.
Dlvodem je fakt, Ze dania se o jikry ani potér nestaraji, naopak, poZziraji je. Teplota vody by se
pfi tfeni pohybovala v rozmezi 25 - 27 °C a pH bylo udrZzovéno v rozmezi hodnot 6,5 - 8,5.
Saturace vody kyslikem nesmi klesnout pod hodnotu 7,8 mg.I". K rozdéleni oplozenych jiker
od neoplozenych bylo vyuzivdno optického mikroskopu, jelikoz velikost jiker se pohybuje
okolo 0,7 mm. Oplozené jikry jsou prilsvitné, zatimco neoplozené jsou mlé¢né zakalené. Pro
spravny vyvoj embryi je nutna teplota minimdlné 26 °C. Zvolime-li inkuba¢ni teplotu vyssi,
dosdahneme rychlejsiho vyvoje embrya. K nejrychlejSimu vyvoji dochazi pfi 28,5°C, poté jiz
narlstd mortalita inkubovanych embryi. Po uplynuti 2 — 3 dni dochdzi k tzv. vykuleni, kdy
embryo prechdzi do faze vackového plidku. Zloutkovy vacek poskytuje pliidku prvotni
vyzivu. Tento organ je absorbovan a ztraci se kolem 10. dne po oplodnéni, kdy téz dochazi

k ukonceni testu vyvojové toxicity. K rozplavani plidku dochazi 5. — 6. den po oplozeni.

1.3.4 Kapr obecny (Cyprinus carpio)

Kapr obecny (Cyprinus carpio) je sladkovodni paprskoploutva ryba z celedi kaproviti
(Cyprinidae), radu maloostni (Cypriniformes), patfi do tridy paprskoploutvi (Actinopterygii)
a kmene strunatci (Chordata). Pavodni forma kapra zvana sazan pochazi ze stredni Asie,
z oblasti Cerného, Azovského a Kaspického moFe a uZ v prvnim tisicileti pfed nasim
letopo¢tem zdomdcnél v Ciné. Je prvni domestikovanou rybou v historii. Tato forma Zije nyni
jen vzacné ve veletocich vychodni Evropy (Dunaj, Volha, Don). Ma protahlé télo celé pokryté
Supinami, je subtilnéjsi nez Slechtény kapr, vrychle proudicich vodach je jeho télo vice
protahlé, nizké a jen zfidka kdy dosahuje vahy pres 3 kg [Balon, 2004]. Postupnou selekci byl

zménén jeho vzhled az k dnesnim jedinciim, jejichz hmotnost mizZe ve vhodnych podminkdach
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presahnout vahu 30 kilogram( a délku 100 centimetrd. Zuslechténé formé kapra obecného
se hrbet za hlavou vyrazné zveda a je oproti télu uzsi. Tlama je vysuvna a po jejim obvodu
jsou Ctyri vousy. Kapr neni drava ryba, takZze v tlamé nemad zuby ani jazyk, ma poZerak. Na
poZerdkové kosti je pét stoli¢ckovych zub(, kterymi drti a ddle upravuje potravu, kterd putuje
pfes hltan do jicnu a odtud do Zaludkové ¢&&sti stfeva. Zivi se predeviim bentosem
a drobnymi zivocichy, které sbird a vyhrabava ze dna, nékdy i z hloubky vétsi nez 20 cm.
V nasich podminkach je prikrmovan psenici a dalsi pro néj neplvodni potravou, na kterou si
ale velmi rychle zvykl. Diky klasternimu hospodafstvi byl pro svou uZitkovou hodnotu
postupné rozsifen na vétSinu Uzemi kontinentu a pro jeho chov byly vybudovany rozsahlé
rybni¢ni soustavy. V soucasnosti patfi mezi nejvyznamnéjsi druhy vyuZivané v akvakulture
a vodnim hospodaFstvi [Vandeputte, 2003]. Z Ceské republiky je ve velkém mnoZstvi vyvézen

do evropskych zemi za ucelem chovu, i primé konzumace.

Ve volné prirodé dochazi ke treni ryb pri teploté vody 16 az 22 °C, zatimco v umélych
vytirackach se pouZiva teplota vody 20 az 24 °C. Samec dospiva ve véku 2 az 3 let. V tomto
véku je jeho hmotnost 1 az 2 kg a délka 25 az 30 cm. Samice dospiva ve véku 4 az 5 let.
Hmotnost dospélych samic je 4 az 5 kg a délka 30 az 40 cm. Jedna samice dokaze
vyprodukovat az milion jiker, jejichZ velikost se pohybuje v rozmezi 1 — 1,5 mm. Procentudlni
podil oplodnénych jiker byva kolem 80 % a procento vykuleni se pohybuje v rozmezi
90 az 100 %. Velikost pladkd po vykuleni je 4,8 az 5,0 mm [Billard et al., 1995]. Plidek se po
vykuleni v pFirodé pfichytdva na vodni rostliny, kde z{stava pfichycen az 14 dni [Cihaf, 2003].
Vytirani kapra je z pohledu jeho pouZiti jako modelového organismu v ekotoxikologii spojeno
s fadou problému. Prvnim z nich je sezénni rozmnoZovani a to pouze od dubna do cervna.
Dal$im problémem je pritomnost adhezivnich jiker. Adheze jiker nastava v prvnim okamziku
kontaktu s vodou. Tento problém se da eliminovat za pouZiti substanci, které odstrani
povrchovou vrstvu z jiker. Vrybi lihni Mokfiny, pobocka Rybarstvi Trebon a.s., pouzivaji k
eliminaci adheze jiker plnotu¢né mléko. U akvarijnich ryb se jikry ziskavaji spontannim tfenim
ve vytiracich nadrzich (viz. kapitola 1.3.3.), zatimco u kapra probiha ziskdvani jiker predevsim
za pouZiti inseminace, pouze v mensi mife se uplatriuje spontdnni rozmnozovani na umélych

substratech [Billard et al., 1995].
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1.3.5 Roupice (Enchytraeus crypticus)
Roupicoviti jsou celed cervi (Vermes) patfici do kmene krouZzkovcd (Annelid),

podkmene opaskovitych (Clitellata), tridy malostétinatc (Oligochaeta) a Celedi roupicoviti
(Enchytraeidae). Obyvaji jak plidni, tak i limnické a morské prostredi. V souc¢asné dobé je
znamo okolo 900 druhd, pri¢cemz ve stfedni Evropé je mozné se setkat asi se 300 druhy. Télo
pGdnich roupic je obvykle bezbarvé, slozené zmnoha segmentl a opasku. Ziji pfevazné
v Uzkém kontaktu s pldni pérovou vodou, jejich pokoZka je zna¢né nachylna k vysychani.
Roupice jsou saprofdgové a Zivi se predevsim rozpadajicim se organickym materidlem,
mikroorganismy a houbami a tim v padach vyznamné prispivaji k dekompozici
[van Vliet et al., 1995]. Jednd se prevdiné o hermafrodity, aviak ani partenogeneze ¢i
fragmentace jim neni cizi. Jejich velikost se pohybuje od 1 do 40 mm. Roupicoviti jsou
v ekotoxikologii pouzivani jiz od roku 1970. Mezi nejvyhledavanéjsi predstavitelé rodu
Enchytraeus patfi E. albidus, E. crypticus, E. luxorius, E. buchholzi, E. minutus, E. fragmentosus
a E. bulbosus. Tyto druhy Ize snadno chovat za laboratornich podminek a jsou schopné rychlé
reprodukce, kterd je pro testy toxicity Zadouci [Parmelee et al., 1990]. Délka téla roupice
Enchytraeus crypticus zavisi na kultiva¢nich podminkach. Pohybuje se v rozmezi 3-12 mm
a télo dospélého jedince se skldda z 34 segmentl. Embryonaini vyvoj trva pri 21 °C 9 dni
a mladata dospivaji béhem 8 dni. Jeden kokon mize obsahovat aZ 35 vajicek. Délka Zivotni
cyklu je priblizné 85 dni [Holubarova, 2004]. E. crypticus je asto volen pri ekotoxikologickych
testech zejména kvdli své kratké generacni dobé&, snadné kultivaci a velkému poctu
narozenych  mladdat. Chov  mlZe byt uskutecnén jak  vumélé  pdé

[Westheide and Graefe, 1992] tak i v agaru [Djurisic et al., 2012].

. o]

Obrazek 9: Chov Enchytraeus crypticus v CETA VUOS a.s. (foto Katefina Hrda)
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 EXPERIMENTALNI CAST - PInéni dil¢ich cilt 1

2.1.1 Syntéza Ag NPs

Pred samotnym zapocetim ovérovani pouzitelnosti standardnich testl ekotoxicity
provadénych dle stavajicich norem OECD pro ucely testovani toxicity nanodastic bylo tfeba
pripravit vhodné nanodastice a zjistit jaké je jejich chovani v expozi¢nich médiich. Volba padla
na stfibrné nanodastice (Ag NPs) z dlvodu jejich zndmé toxicity na vodni organismy.
Nanocastice mély byt pripraveny redukci roztokd dusi¢nanu stribrného rliznymi reduk¢énimi
agens. Volba vhodného redukujiciho ¢inidla ma zdsadni vliv nejen na vyslednou velikost
a distribuci velikosti Castic, ale i na stabilitu nanocastic vroztoku. Napriklad stabilita
koloidniho roztoku Ag NPs, které jsou pripraveny pomoci redukce maltézou v alkalickém

prostredi je odhadovéna v rddu mésict [Badawy et al., 2010].

Prvnim redukénim dinidlem, které bylo pro pripravu Ag NPs zvoleno, byla glukdza.
Postup syntézy vychdazel z modifikovaného Tollensova postupu [Tolaymat et al., 2010].
Reakéni smés sestavala z 10 ml demineralizované vody a 10 ml 50 mmol.I" roztoku hydroxidu
sodného, do které byl naddvkovan roztok vznikly smisenim 10 ml 5 mmol.I" roztoku
dusi¢nanu stfibrného v 25 mmol.I" roztoku amoniaku. Takto pfipravend reakéni smés byla
zahrata na teplotu 25°C a ndsledné do ni bylo za intenzivniho michdni na magnetické
micha¢ce najednou vlito 10 ml 50 mmol.I" vodného roztoku glukézy. Reakéni smés byla po
15 minutdach prelita do tmavé zasobni lahve a vznikly koloidni systém byl analyticky

hodnocen.

DalSim redukcnim agens, které bylo uplatnéno pri syntéze Ag NPs, je citrat sodny.
Laboratorni postup syntézy vychazel z prace [Cai et al., 2010]. Reakéni smés sestdvala ze
40 ml demineralizované vody, 0,385 ml 24 mmol.l" roztoku dusi¢nanu stfibrného
a 3,5 ml 1% roztoku amoniaku. Do této, na magnetickém michadle dobfe michané reakcni

smési, byly nadavkovany 4 ml ¢erstvé pripraveného 0,05 % roztoku citratu sodného a smés
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byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byla reakéni

smés naredéna 50 ml demineralizované vody a prelita do zasobni lahve.

DalSi cesta syntézy Ag NPs na mokré cesté vedla pres redukci dusi¢nanu stfibrného
borohydridem sodnym v stabilizujicim prostfedi polyvinylpyrrolidonu. Syntéza spocivala
v nadavkovéni 5 ml 2 mmol.I" roztoku AgNO; do 15 ml demineralizované vody a takto vznikly
roztok byl po kapkédch davkovan do Cerstvé pfipraveného 2 mmol.I" roztoku NaBH, Tato
reakéni smés byla umisténa v nddobé s ledovou [azni a na magnetickém michadle intenzivné
michana. Po dokondeni davkovani roztoku dusi¢nanu byl roztok ponechan jesté 10 minut
reagovat, aby nebyl naruSen krystalizacni proces vznikajicich jader nanodastic a poté byl
koloidniho roztoku Ag NPs nadavkovan 0,2 % roztok PVP v mnozstvi 100 pl. Nasledné byla
odstranéna ledova lazen, smés byla za stalého michani pfi laboratorni teploté temperovat
a po dosazeni 20°C byla slita do zadsobni lahve. Laboratorni postup syntézy vychazel z prace

[Van Dong et al., 2012].

Pro ovéreni stability syntetizovanych nanoddstic bylo tfeba ovérit jejich chovani
v demineralizované vodé. Ta byla vyuzivdna pro pfipravu vzork( o potrebné koncentraci tak,
aby bylo mozno Ag NPs analyzovat za pomoci nejriznéjSich analytickych technik. Ddle bylo
nutné zjistit aglomeracni chovani Ag NPs v kapalnych médiich uréenych pro testovani
ekotoxicity Ag NPs. Pro tyto testy byly zvoleny Ag NPs pripravené redukci glukdzou, jelikoz
prevysovaly jiné systémy hned v nékolika smérech. Koloidy pripravené timto zplisobem
obsahovaly &astice, jejichz distribuce velikosti byla ze vSech syntetizovanych nejuzsi, jejich
koncentrace v primdrnim koloidnim roztoku byla nejvyssi a neméné dllezitym bodem pro
potreby vyuziti v ekotoxikologii je fakt, Ze cukry jsou ze vSech redukcnich agens pouzitych
pro syntézu redukovadla s minimalni toxicitou pro vodni organismy a tak je predpoklad,
Zze rezidua tohoto redukéniho ¢inidla absorbovand na povrchu nanoddastic budou jen

minimalné ovliviiovat vysledky testa.
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2.1.2 Charakterizace Ag NPs

2.1.2.1  UV-Vis

UV-Vis je bézné dostupnd laboratorni technika, kterd poskytuje pro nanoclastice
s povrchovou plazmonickou rezonanci rychlé a relativné levné vysledky s vysokou vypovidaci
hodnotou a minimalnimi naroky na laboratorni vybaveni. Proto byla i v naSem pripadé do
charakterizace syntetizovanych Ag NPs zapojena pravé tato technika. Méreni byla provadéna
v transmisnim modu s kyvetou o délce optické drahy 10 mm, na pfistroji Perkin ElImer Lambda
12. Mé&Feni probihalo s krokem 1 nm ve spektralni oblasti 190 — 1100 nm rychlosti 240 nm.min™.
Stabilita byla zjiStovana nejen v primarnim koloidu po samotné syntéze a nasledné po jeho
naredéni demineralizovanou vodou, ale i v rliznych kapalnych médiich, kterd byla vyuzivana
pro testy ekotoxicity Ag NPs. Pro ovéreni stability v demineralizované vodé byla sledovana
Casova zdvislost poklesu absorbance pasu o vinové délce 417 nm po dobu 80 minut.
Sledovand koncentra¢ni Fada byla 10, 50, 100 a 250 pmol.I" Ag NPs. Déle bylo provédéno
hodnoceni vlivu koncentrace NPs na aglomeraci v M203. UV-Vis spektra koloidnich roztok
o koncentraci 50 pmol.I" byla snimana od okamziku vneseni primarniho koloidu do kapalného
média po dobu 80 min. Pomoci UV-Vis bylo také zjiStovano chovani nanodastic pfi osvétleni
systému rlznymi vinovymi délkami. Cilem tohoto experimentu bylo posouzeni vlivu
slune¢niho zareni na miru a rychlost aglomerace syntetizovanych AgNPs v kapalném médiu
pro testovani ekotoxicity dle OECD 203. K tomuto ucelu bylo pouzito polychromatické svétlo
o plodné hustoté zafivého toku 1600 W.m?>, coZ pfiblizné odpovida intenzité sluneéniho
zareni dopadajiciho na planetu za jasného letniho dne. Ddle byly vyuZzity 2 vinové délky svétla
monochromatického (417 a 740 nm), coZ jsou vinové délky odpovidajici maximdm
absorbance primdrnich nanodastic a jejich aglomeratl. Aby bylo moZno kvantitativné vyjadrit
Ubytek nanocdstic a nardst poctu aglomerdtd ve sledovaném systému, je nutné provést
dekonvoluci téchto spekter a odlisit tak pds nanodastic a pds aglomerdtd. Ktomuto
algoritmickému procesu byl pouZit program Origin Pro 9, ve kterém byla zvolena funkce

fitovani Voigt. Ta je definovdna rovnici 3.
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Jako nejvhodnéjsi zplisob dekonvoluce spektra byla separovdnim zvolena metoda na
dva pasy, tedy pasu odpovidajiciho jednotlivym ¢asticim Ag NPs a pasu aglomerat(. Grafické

znazornéni celého dekonvolu¢niho procesu je prezentovano na grafu 2.

0.30 1 experiment
| — it
o) I (1 T pas monomernich ¢astic
------ pas agregata

Absorbance

Vinova délka [nm]

Graf 2: Ukazka dekonvoluce UV-Vis spektra pro koncentraci 50 pmol.I" Ag NPs v M203.

Z dat, ktera jsou zpracovana dekonvoluci namérenych spekter je poté mozno sestavit
graf ubytku Ag NPs v porovnani s plvodni koncentraci. Z takto ziskanych dat je patrné, Ze na
miru a rychlost aglomerace a s ni spojeného ubytku nanocastic v méreném systému, ma vliv

celd rada faktor(, na jejichZ vahu Ize poté usuzovat.
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2.1.2.2 DLS

Charakterizace hydrodynamickych priméri pripravovanych koloidnich roztokl Ag
NPs byla uskutecfiovdna za pomoci DLS na pfistrojich ZetaPALS Potential Analyzer
(Brookhaven Instruments, USA) a ZetaSizer Nano (Malvern, UK). Vzorky k méreni stability
koloidu v demineralizované vodé byly pripravovany tak, Ze byla méfici kyveta naplnéna do
poloviny demineralizovanou vodou a do ni byl po kapkach davkovan méreny koloid tak,
aby byla odezva signalu rozptylovaného laseru zhruba v poloviné méficiho rozsahu pfristroje.
Signal dynamicky rozptyleného svétla, z kterého je Dy kalkulovan, je sniman po dobu
30 sekund pri 10 replikacich a data jsou dale statisticky zpracovana v programu MS Excel
(stfedni hodnota, medidn a smérodatna odchylka), pokud je méreno na pfistroji Brookhaven.
V pfipadé méreni na pristroji Malvern je vystupem z méfeni jiz pristrojem vypracovany
protokol, jehoz ¢ast je mozné vidét na Obr. 10. Zde jsou vysledky z méfeni velikosti astic

Ag NPs syntetizovanych redukci glukézou.

Results
Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 31,88 Peak 1: 38,44 98,0 17.88
Pdl: 0.216 Peak 2: 4043 2,0 1064
Intercept: 0,918 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 440: AgNPs 1 Record 441: AgNPs 1
Record 443: AgNPs 3 Record 447: AgNPs 1
Record 449: AgNPs 3

Record 442: AgNPs 2,
Record 448: AgNPs 2

Obrazek 10: Cast protokolu z méFeni hydrodynamického priiméru Ag NPs pFistroje ZetaSizer Nano (Malvern, UK).
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2.1.2.3 AFM

Pro urceni redlné velikosti a zjisténi tvaru syntetizovanych nanocastic bylo pouzito
mikroskopickych technik. Syntetizované Ag NPs byly zobrazeny pomoci AFM topologickych
snimkd vzorkd pripravovanych metodou ,,spin coating®“. Primdrni syntetizovany koloid byl
nakdpnut pfi 15 x g na leptané podlozni mikroskopické sklo, nebo na vysoce orientovany
pyrolyticky grafit (HOPG, Highly oriented pyrolytic graphite). To je vrstevnatd forma
syntetického grafitu s atomarni rovnosti pouzivana jako substrat. oPfiprava vzorku k méreni
zalozend na metodé ,,spin-coating® zarucuje nizkou miru aglomerace a agregace plvodnich
¢astic béhem pripravy vzorku a k rovhomérné distribuci ¢astic v ploSe. Vzorky byly nasledné
vakuové vysusSeny. Mikroskopie atomarnich sil byla uskutecriovana na pfistroji SolverProM
(NT-MDT, Rusko) se sondou HA NC. Méreni byla provddéna s rezonan¢ni frekvenci hrotu
185 kHz a silou kmitu k = 4,6 N.m”" v semi-kontaktnim modu, ktery byl nastavenym na

40 % volné oscilace.

2.1.2.4 SEM

Skenovaci elektronovda mikroskopie byla uskutecnéna na pfistroji JSM-7500F
(JEOL, USA) s nizkym urychlovacim napétim 10 kV. Jako podlozni materiadl pro pfipravu
vzorkd byl pouzZit vysoce orientovany pyrolyticky grafit, na ktery byl metodou ,,spin coating*
pfi 90 x g nakapnut pripraveny koloidni roztok nanodastic. Vzorky byly nasledné vysuseny

pomoci vakua a pozlaceny.

2.1.2.5 ICP-OES

Zjistovani koncentrace syntetizovanych koloidd Ag NPs bylo uskute¢néno za pomoci
optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem na spektrometru
Optima 2000 DV (Perkin Elmer Inc., USA). Pfiprava vzorkd spocivala v pouhém naredéni
koloidi demineralizovanou vodou v odmérnych barikach, které byly pred pouzitim dikladné
umyty. Vzorky byly ddvkovany do koncentrického zmlzovace (Glass Expansion Pty Ltd,
Australie) rychlosti 3 ml.min”, kde do3lo k tvorbé prvotniho aerosolu. Ten byl zbaven vétsich

kapek v 7oml cyklonické mlzné komore (Glass Expansion Pty Ltd, Austrdlie) a zbyly podil
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aerosolu byl vnaSen do argonového plazmatu. Spotfeba argonu je pro toto usporadani
11 l.min". Zdrojem vysokofrekvenéniho plazmatu je na tomto pFistroji voln& bé&zici robustni
generdtor o frekvenci 40,68 MHz s maximalnim vykonem 1500 W. Spektrometr
Optima 2000 DV je vybaven termicky stabilizovanym monochromatorem délky 0,75 m s

krokem nastaveni vinovych délek 0,0001 nm a mfizkou s 1800 vrypy.

2.1.2.6 XRD

Difrakéni data z vysuSenych vzorkl Ag NPs byly ziskdny za pomoci D8-Advance
difraktometru (Bruker AXS, Némecko) s Bragg - Brentano 6 - © geometrii (40 kV, 40 mA)
pfi pokojové teploté. Méreni bylo uskute¢néno za pouZiti Cu-Ka zdareni se sekundarnim
grafitovym monochromatorem. Difrakéni Ghly byly méreny od 37° do 39,5° (2 ©) s krokem

0,02 °a dobou 30 s na jeden krok.

2.1.3 Testy dle OECD - hrotnatka velka

Modelovy organismus Daphnia magna byl pouzit pro testovani jak akutnich, tak
reprodukénich toxickych GcinkG Ag NPs. Testovani ekotoxicity na modelovém organismu
Daphnia magna patfi k zakladnim testim pro testovdni jak akutnich, tak reprodukénich
toxickych Gcink( chemikalii v oddéleni CETA podniku VUOS a.s. Z toho ddvodu byl vyuZit i pro
potfeby testovani akutnich i reprodukcnich toxickych Gcink@ nanoddstic a ovéreni
pouZitelnosti testl ekotoxicity provadénych dle stavajicich norem OECD. Veskeré hrotnatky
pouZité pro testovani pochazely z chovu oddéleni CETA VUOS a.s. V obou typech testovani

ekotoxicity byly pouzity nestabilizované Ag NPs pripravené redukci stfibrné soli glukézou.

2.1.3.1  Akutni toxicita

Akutni toxicita Ag NPs byla testovdna v M203, které je pro tento test predepsano
v pfisluiném standardnim opera&nim postupu SOP & M/40/2 [VUOS, 2012]. Projevem toxicity
u tohoto druhu testu je inhibice pohybu hrotnatek. Nejprve byly provedeny predbéziné

zkousky akutni toxicity dle smérnice OECD 202, pfi kterych byla koncentra¢ni fada akutni
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toxicity tvoFena koloidy o koncentracich 125, 250 a 500 ug.I". Uplnou zkousku akutni toxicity
pak tvofila koncentra¢ni fada o, 15, 30, 60, 120 a 240 ug.I" Ag NPs. Jako kontrolni skupina byly

pouzity hrotnatky umisténé v M203 bez obsahu Ag NPs.

2.1.3.2 Reproduk¢ni toxicita

Reprodukéni toxicita Ag NPs byla testovana v médiu M4, které je pro tento test
predepsano ve standardnim opera¢nim postupu SOP & M/40/2. SloZeni tohoto Zivného
a kultiva¢niho roztoku, vcetné prislusnych koncentraci jeho slozek, shrnuje tabulka 1. Test
probihal dle protokolu OECD 211. Na zakladé vysledkd z testd akutni toxicity byla stanovena
koncentraéni fada pro predbéznou zkousku 0, 10, 20 a 40 pg.I" Ag NPs a v ndsledném Gplném
testu reprodukcni toxicity byla koncentracni rada jeSté doplnéna o koncentraci
80 a 160 pg.I" Ag NPs. Jako kontrolni skupina byly pouZity hrotnatky umisténé v M4 bez
obsahu Ag NPs. Jelikoz se jednd o dlouhodoby test trvajici 28 dni, hrotnatky byly krmeny
kazdy pracovni den. MnoZzstvi krmiva na jednu hrotnatku odpovidalo mnozstvi 0,5 mg C na

den.

Tabulka 1: Kompozice média M4 a koncentrace jednotlivych slozek

Koncentrace Koncentrace
Chemikalie Chemikalie
[mg.I"] [mg.I"]
Na,EDTA-2H,0 2,5 Na,SeO; 0,0022
FeSO,-7H,0 0,995 NH,VO; 0,0006
H;BO; 2,85 CaCl,-2H,0 293,8
MnCl,-4H,0 0,36 MgSo,-7H,0 123,3
Licl 0,31 Kdl 0,58
RbdCl 0,07 NaHCO, 64,8
Srcl,-6H,0 0,15 Na,SiO5-9H,0 10
NaBr 0,016 NaNO; 0,274
Na,MoO,-H,0 0,063 KH,PO, 0,143
Cudl,2H,0 0,017 K,HPO, 0,184
Zndl, 0,013 Thiamin-HCl 0,0075
Co(l,*6H,0 0,01 B12 0,001
Kl 0,0033 Biotin 0,0008
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2.1.4 Testy dle OECD - danio pruhované

Jelikoz patfily v oddé&leni CETA podniku VUOS a.s. testy ekotoxicity na modelovém
organismu Danio rerio mezi zakladni testy jak akutnich, tak vyvojovych a embryonalnich
toxickych Gcink chemikdlii, bylo pristoupeno k testovani ekotoxicity NPs na tomto zastupci

z FiSe ryb.

2.1.4.1  Embryonadini a vyvojova toxicita AGNO;

Pfed samotnym pocatkem testovani toxicity nanocastic bylo provedeno pro srovnani
testovani vyvojové a embryonaini toxicity dusi¢nanu stfibrného, jakozto zastupci ve vodé
rozpustné stribrné soli. Testovani toxicity stfibrného iontu bylo provedeno dle smérnice
OECD 212, kterd predepisuje uskutecnéni testu v M203. Koncentrace jednotlivych roztoku
pouZitych v testu byla 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 a 5,0 umolI" AgNO; a test byl uskuteénén
semistatickym zplsobem. To znamend, Ze embrya a vackové plidky byly exponovany
24 hodin experimentalnimu roztoku o prislusné koncentraci a po uplynuti této doby jim byl

experimentalni roztok vymeénén za novy, Cerstvé pfipraveny.

2.1.4.2 Embryonadlni a vyvojova toxicita Ag NPs

Experimenty s Ag NPs, které mély odhalit slaba mista pfi testovani ekotoxicity
nanomateriadldl pomoci béZznych normovanych pristupd dle protokold OECD byly provedeny
ve stejném usporadani, jako testy s AgNO; dle smérnice OECD 212. Totozna byla kompozice
experimentalniho média M203 i semistatickd vyména koloidnich roztok( jednou za 24 hodin.
Experimentalni koloidy byly pfipraveny prostym smisenim M203 a zasobniho roztoku Ag NPs

tak, aby byla vytvorena koncentraé¢ni Fada 10, 25, 50, 100 a 250 umol.I" Ag NPs.
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2.2 VYSLEDKY A DISKUZE - PInéni dil¢ich cil(i 1

2.2.1 Charakterizace Ag NPs

Syntetizované nanoddstice byly charakterizovany jak v primdrnim koloidu, tak i po
nafedéni demineralizovanou vodou. Velikost syntetizovanych Ag NPs byla zavislda na

pouzitém redukénim Cinidle a klesala v poradi glukdza < NaBH4+PVP << citrat sodny.

2.2.1.1 UV-Vis

Pro ovéreni stability syntetizovaného systému nanocastic v demineralizované vodé
byla sledovana ¢asova zavislost poklesu absorbance piku pfi vinové délce 417 nm po dobu
80 minut. Sledovand koncentraéni fada byla 10, 50, 100 a 250 pmol.I" Ag NPs. Jak je patrné
zgrafu 3, po dobu experimentu nedoslo kjakémukoli poklesu absorbance v zadné
z koncentracnich hladin. To znamend, Ze pripraveny koloid je v demineralizované vodé
stabilni. Jelikoz koncentrace 250 pymol.I" vykazovala hodnotu absorbance nad hodnotu 3,
dalSi experimenty tykajici se chovani Ag NPs v M203 sledované pomoci UV-Vis byly
provadény s koncentraci 50 pmol.I". P¥i této koncentraci se absorbance pohybuje do

hodnoty 1 a odpovida tak linedrni ¢asti Lambert-Beerova zakona.

I

ﬂi‘N\ —— =10 uM, t=1 min

N ——¢=10 pM, t=30 min
¢=10 pM, t=80 min
——¢=50 pM, t=1 min
¢=50 pM, t=30 min
¢=50 pM, t=80 min
——¢=100 pM, t=1 min
——¢=100 pyM, t=30 min
¢=100 pM, t=80 min
¢=250 uM, t=1 min
——¢=250 pM, t=30 min
¢=250 yM, t=80 min

Absorbance
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Vinova délka [nm]

Graf 3: Chovani syntetizovanych Ag NPs v demineralizované vodé v case.
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Pomoci UV-Vis bylo sledovano chovani syntetizovanych Ag NPs v kapalném médiu,
které je pouzivano pro testy akutni toxicity na rybach definované normou OECD 203.
Z pribéhu krivek absorbénich past (graf 4) je patrné, Ze splynoucim casem dochdzi
k poklesu absorbéniho maxima okolo vinové délky 417nm, které odpovida plazmonické
rezonanci ¢astic o velikosti okolo 40 nm a posunu absorbéniho maxima k hodnotam okolo
600 nm. Oba tyto jevy jsou zpusobeny aglomeracnim chovanim nanodcastic. Pokles
absorbéniho pasu na 417 nm odpovidd Ubytku monomernich astic, které vytvorily
aglomerdty. Posun druhého absorbcniho maxima, které odpovidd aglomerdtiim, smérem
k vy$sSim vinovym délkam naznacuje rlst aglomerdtl. V pripadé dostatecné dlouhé doby
méreni dochdzi k uplnému vymizeni absorbéniho pdsu monomernich ¢astic a zformovani
jediného absorb¢niho pasu za hranici 700 nm. Tato namérend data jsou v dobré shodé s teorii

koloidnich soustav [Debye and Hiickel, 1923], DLVO teorii [Derjaguin and Landau, 1993] i daty

prezentovanymi v nasledujicich odstavcich.

| i 1 i 1 1
——c¢=10 uM, t=1min
0,10 4 ——¢=10 pM, t=10min
c=10 pM, t=2min
——¢=10 pM, t=30min

0,08 - ——¢=10 M, t=40min
c=10 pM, t=50min

——¢=10 uM, t=60min

0,06 - —c=10 UM, t=70min

——c¢=10 pM, t=80min

Absorbance

0,04

0,02 | ¥

0,00 : . , . . :
400 600 800 1000

Vinova délka [nm]

Graf 4: Chovani syntetizovanych Ag NPs v M203 v Case.
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Pro posouzeni vlivu elektromagnetického zareni na miru a rychlost aglomerace
syntetizovanych Ag NPs v M203 byl proveden experiment, ve kterém byla aparatura, v niz
probihala aglomerace, ozarfovdana polychromatickym svétlem o hustoté zafivého toku
1600 W.m>. Vysledky experimentd, kdy byl systém o koncentraci 50 pmol.I" Ag NPs v M203
ozarovan polychromatickym svétlem a lasery o vinovych délkach 417 a 740 nm po
dekonvoluci spekter, jsou zndzornény na grafu 5. Zného plyne, Ze nejmarkantnéjsi
aglomerace probihd za ozarovani polychromatickym svétlem, nasledovana ozarfovanim
svétlem modrym, které odpovidd maximu absorblniho pasu monomernich {astic a je
nasledovdna ozarovanim svétlem o vinové délce 740 nm, tedy svétlem modrym. Za

predpokladu, Ze do systému neni doddna Zadnd energie ve formé zdreni, aglomeracni

chovani nanodastic je v porovnani s ostatnimi nejnizsi.

1.0

—m— Bez iradiace

—e— Polychromatické
417 nm

—v— 740 nm

0,9
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Graf 5: Porovnani rychlosti aglomerace Ag NPs pFi ozafovani vzorku rGznymi vinovymi délkami zafeni. Parametr c/c,

vyjadruje ubytek koncentrace ve vztahu ke koncentraci pocate¢ni.

2.2.1.2 DLS
Hodnoty hydrodynamickych préimérd byly méreny pomoci techniky dynamického
rozptylu svétla na pfristrojich, jejichZ laser operuje na vinové délce 660 nm a jeho vykon je

35 mW. Pro experiment, ktery mél ovéfit stabilitu koloidniho systému Ag NPs
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v demineralizované vodé a potvrdit vysledky ziskané pomoci UV-Vis byl zvolen koloid
pripraveny redukci pomoci glukézy. Naredény koloidni systém vykazoval vysokou stabilitu
i pfi méreni zmény hydrodynamického priméru ¢astic, coZ je v dobré shodé s experimenty,
které byly hodnoceny pomoci UV-Vis. Chovani tohoto koloidniho systému pfi redéni
demineralizovanou vodou bylo ovéfeno v koncentra¢nim rozsahu 1 - 250 umol.I". Vysledna
data z téchto DLS experimentt shrnuje graf 6. Hodnoty Dy se v iniciacni fazi experimentu
ménily od 40 nm pro koncentraci 250 umol.I" aZ k hodnoté& 70 nm pro koncentraci 1 umol.I".
Tento narlst Dy je zplUsoben elektrostatickymi repulzemi v elektrické dvojvrstvé
hydratovanych nanocéstic. Dalsi riist Dy v Case indikuje aglomeracni chovani Ag NPs a jak je
patrné z grafu 6, nardst Dy je tim vétsi, ¢im niZsi je koncentrace Ag NPs v sledovaném
systému. Pravdépodobnym ddvodem tohoto jevu jsou elektromagnetické repulze ve

Sternové elektrické dvojvrstvé, ktera se diky snizujici se iontové sile zvétSuje

[Carneiro-da-Cunha et al., 2011].
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Graf 6: Nartst hydrodynamického priméru Ag NPs v ¢ase v zavislosti na koncentraci pfi fedéni demineralizovanou vodou.

Tuto myslenku podporuje i snizeni mérené hodnoty (-potencidlu z - 43 mV v plvodnim

v 7

systému, az k hodnotdm - 10 az -15 mV, v zavislosti na mife nafedéni. Systémy s absolutni
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hodnotou {-potencidlu vétsi nez 30 jsou povazovany za stabilni. Hodnota — 30 mV je v grafu 7
znazornéna horizontélni ¢arou. Ndmi pozorované systémy od koncentrace 10 pmol.I" vy3e
dosahly hodnoty - 30 mV v ustdleném stavu, av3ak koloid o koncentraci 10 pmol.I" této
hranice nedosahl ani po extrapolovani experimentalnich hodnot k nekone¢nu. O tomto
systému neni tedy mozné premyslet jako o systému stabilnim. Nafedéné systémy nanodcastic
stribra se postupem casu stabilizovaly vznikem aglomeratd pavodnich Ag NPs, jak je mozno
vypozorovat z narlistu hodnot Dy a poklesu hodnoty {-potencidlu v ¢ase. Zmény narlstu Dy
jsou pomalé, maji nizkou rychlostni konstantu (k = 0,011 h"), aviak po dobu nutnou
k provedeni ekotoxikologického experimentu (13000 minut, 8 dnf) jsou tyto zmény evidentni.
Béhem této doby doslo k zdvojnasobeni hodnoty Dy, oproti hodnoté pocatecni, mérené

5 minut od naredéni roztokad.
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Graf 7: Zavislost zmény {-potencialu koloidnich systému o rtizné koncentraci Ag, které vznikly nafedénim primarniho

koloidu demineralizovanou vodou.

Pomoci dynamického rozptylu svétla bylo ndasledné zkoumdno i chovani
syntetizovanych nanodastic stfibra v kapalném médiu M203. Jedna se o vodny roztok soli
o konduktivité 680 pS.cm”. Tvorba aglomerdt byla zjistovédna pro koncentraéni rozsah
1-250 pmol.I" Ag NPs v M203 a efekt miry zfedéni tohoto roztoku demineralizovanou vodou
na rychlost a miru aglomerace byl testovédn pro rozsah konduktivit 7 - 680 pS.cm™.
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Z namérenych dat byly ndasledné kalkulovany zakladni kinetické parametry, jako jsou rad
reakce, rychlostni konstanta (k) a hydrodynamicky primér aglomerdtl v ustdleném stavu

(DH™).

Prudky ndrlist priimérné velikosti Dy béhem prvnich 5 minut po pfipravé koloidu
v celém koncentraénim rozmezi (1-250 pmol.I" Ag NPs) poukazuje na opaéné chovéni
syntetizovanych Ag NPs v M203 a demineralizované vodé. Zatimco v demineralizované vodé
doslo  knejvétsimu  ndrdstu Dy vkoloidnim  roztoku snejnizsi  koncentraci
Ag NPs (Dy wn’™"= 72 nm), v ptipadé koloidniho systému pripraveného z M203 bylo
dosazeno  nejvy$Sich  hodnot Dy vpfipadé nejkoncentrovanéjsiho  systému
(Dy 250pm°™" = 170 NM) a i rychlost, mira aglomerace a kone¢na velikost aglomerat(i se zna¢né
lisi., Vtomto pripadé se zacaly vyskytovat aglomerdty velikosti 650 nm
(80 min, 250 pumol.I" Ag NPs), které jiZ nejsou schopny setrvat nadale v roztoku, jeliko? sily
potrebné k udrzeni astice ve vznosu jsou prekonany silami gravitacnimi a tyto aglomeraty
bylo ndsledné mozno vizudlné detekovat na dné mérici kyvety. Rist aglomeracni rychlostni
konstanty (k) i kone¢ny hydrodynamicky prdmér vzniknuvsich aglomeratd v ustaleném stavu

Dy byl imérny koncentraci Ag NPs v koloidnim systému. Z divodu potreby kvantifikace

tohoto jevu, byl narlst Dy v ¢ase fitovan pomoci rovnice 4,
Df, = DY + (DY — DY) » ekt
Rovnice 4

kde je k rychlostni konstanta, Dy° je pocate¢ni hydrodynamicky pramér
a Dy je hydrodynamicky prdmér v ustdleném stavu. Experimentalné ziskand data velice
dobre koreluji s daty modelovanymi pomoci rovnice 4, jak je dobfe patrné z grafu 8

(body reprezentuji namérend data, krivky data fitovana).

Velikost rychlostni konstanty aglomerace Ag NPs roste vrozsahu 0,89 — 2,5 h’
a velikost hydrodynamického priméru aglomeratl se pohybuje od 145 nm do 675 nm a to
umérné zvysujici se koncentraci stfibra v M203. Na zdkladé téchto méreni Ize frici,

Ze obsahuje-li koloidni systém vyssi koncentraci Ag NPs, aglomeraty jsou formovany rychleji,
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coz vede kjejich rychlejsi sedimentaci a tim sniZzovani jejich koncentrace v objemu koloidu.

Naopak dochazi k zvySovani obsahu Ag NPs na dné experimentalni nadoby.
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Graf 8: Casova zavislost nardstu hydrodynamického priméru Ag NPs v zavislosti na koncentraci €astic v M203.

Na =zakladé pozorovaného rozdilného chovani Ag NPs béhem fedéni
demineralizovanou vodou (7 pS.cm™) a pIné koncentrovanym M230 (680 uS.cm”) bylo
pfistoupeno k testovani rychlosti a miry aglomerace Ag NPs v médiich s rliznou iontovou
silou. Ty byly pfipraveny misenim M203 a demineralizované vody tak, aby bylo dosazeno
rovhomérného pokryti celé oblasti konduktivit (7 - 680 pS.cm™). Koncentrace Ag NPs byla ve
viech pfipadech 250 pmol.I". Po¢ateéni hydrodynamicky primér rostl b&hem Fedéni téchto
médii proporcéné ke zvysujici se konduktivité médii. Zavislosti rlstu hydrodynamického
prdméru v ¢ase nejsou monotdnni a z grafu 8 je patrné, Ze ndrlst Dy se odehrdva s jinymi
rychlostnimi konstantami pro kazdou iontovou silu zvlast. Kinetické parametry pro
demineralizovanou vodu (7 pS.cm™) byly vypoéteny ze zavislosti Dy zobrazenych na grafu 8
v experimentdlnim ¢ase 13000 minut, coZ odpovidd hydrodynamickému priméru
vustdleném stavu Dy™. Rychlostni konstanta aglomerace nema monoténni trend,

ale nejvyssich hodnot (k = 4,2 h") bylo dosaZzeno pro média se stfedni iontovou silou,

tedy konduktivitou 350 a 420 pS.cm”. Nad tyto hodnoty konduktivit klesd rychlostni
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konstanta k hodnoté& k = 2,5 h” pro média s konduktivitou vy33i nez 500 pS.cm”, pro hodnoty
konduktivit niz&i nez 265 pS.cm” klesd rychlostni konstanta khodnoté k = 2,6.
Pro demineralizovanou vodu je aglomeracni proces extrémné pomaly, coz vyjadruje
rychlostni konstanta ve velikosti k = 0,011 h". Av3ak hodnoty hydrodynamického praméru
aglomerdtl vustdleném stavu nekoreluji s rychlostnimi konstantami a srostouci
konduktivitou rostou monoténné od 50 nm pro hodnoty niZsi nez 265 uS.cm™ aZ po 665 nm

pro konduktivitu 680 pS.cm™.
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Graf 9: Casova zavislost nartistu hydrodynamického priiméru &astic testovaného koloidniho systému Ag NPs v zavislosti na

konduktivité kapalného média M203.

2.2.1.3 AFM

Vzorky ziskané z koloid(, které byly redukovany glukdzou, citrdtem a borohydridem
byly vizualizovany pomoci AFM. Pomoci redukce glukdézou byl ziskan systém s nizkou
polydisperzitou, ktery obsahoval sférické nanodastice s primérnou velikosti 35-50 nm,
jak je patrné z Obr. 11 A. Redukce pomoci citratu poskytla systém se signifikantné vyssi
polydisperzitou a tvar vzniknuvsich nanodastic byl diskovity az lentikuldrni, velikost castic se
pohybovala v rozmezi 70 - 130 nm v prdméru a 40 nm na vysku (Obr. 11 B). Redukéni systém

7 v

NaBH,+PVP poskytl kulovité ¢astice o velikosti 45 - 60 nm (Obr. 11 C) s vyssi drsnosti povrchu.
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Tento rozdil mezi hladkym kovovym povrchem a povrchem na kterém jsou absorbovany

uhlovodikové rfetézce PVP, je dobre patrny z Obr. 11 D.

[}
a) 21 21| b)
#‘ o
bl
F1 |
m_
i R
E ] = B B
5 v fl = s
<] Bl
&
w
i | -F
(o 30 94‘
i ]
L J8 o
) ‘ 0 0,5 1,0 1,5 2,0
C) i pm d)
- = glukose
10nm| e - citrate
= ——BH_ +PVP
nm

Obrazek 11: Topologické obrazy Ag NPs ziskané pomoci AFM. Zobrazované Ag NPs byly pripravovany redukci a) glukézou,

b) citratem, c) borohydridem s PVP. Na obrazku d je zobrazeno porovnani topologie povrchu pfipravenych nanocastic

Vysledky méreni velikosti hydrodynamického priméru castic v koloidu a vysledky
méreni AFM jsou v dobré shodé pro Castice pripravené redukci pomoci citrdtu sodného
a Castice redukované glukdzou (tabulka 2), avsak velikosti c¢astic, které jsou pripravené
redukci NaBH,+PVP se pri méreni pomoci DLS a AFM znatelné lisi (32 ku 53 nm). Tento rozdil
mdzZe byt vysvétlen fyzikalni podstatou méreni. U AFM dochazi k pfimému kontaktu hrotu
AFM sondy s povrchem vzorku a tim detekci obalu ¢3stic, jedna se tedy o Cisté mechanickou
interakci. Obal, ktery je vtomto pfipad€ tvoren organickym stabilizatorem PVP, interaguje
s hrotem. Laser v pfistroji pro méreni DLS operuje pfi vinové délce 660 nm, transparentni

oblasti této vrstvy PVP. Tento polymer ma =zakdzany pas energii v UV oblasti,
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pfi 253 nm [Chahal et al., 2011] a tak je pro pfistroj DLS tato vrstva neméritelna. Je tedy
mozno Fici, Ze uziti ani jedné metody neni v tomto pfipadé chybou a signifikantni rozdil
v namérenych hodnotach je zplsoben tim, Ze pomoci DLS detekujeme v tomto ,,core-shell*
systému skrz transparentni slupku pouze jadro a pomoci AFM celou (3stici. Jedna se tedy

o komplementarni metody méreni.

2.2.1.4 SEM

Jako dalsi metoda charakterizace syntetizovanych nanodastic stfibra byla pouzita
skenovaci elektronovd mikroskopie. Dlvodem k uZiti této mikroskopické techniky byla snaha
dosdhnout redlného pohledu na nanodastice a ovéreni jejich velikosti a sféricity v porovnani
s metodami nepfimymi, jako je méreni pomoci DLS i UV-Vis, ¢i porovnani sjinymi druhy
mikroskopie, jakou je AFM. Jak je patrné z Obr. 12 - 14, syntetizované nanodastice jsou ve
svém tvaru sférické, avsak o dokonalych koulich nem(ze byt rec. Na povrchu ¢astic jsou
patrné nerovnosti a je mozno pozorovat i aglomeraty castic. Tyto nerovnosti a defekty
mohou do znacné miry ovliviiovat vysledky méreni pomoci nepfimych charakterizacnich
technik, jako je DLS, ve kterém dochazi ke zvySovani stupné polydisperzity, ¢i UV-Vis, kde
dochdzi kposunu absorbéniho maxima kvyssim vinovym délkdm (,red shift®).
Mikroskopické techniky jsou vtomto sméru robustnéjsi, aviak jejich nevyhodou je nizky
pocet &astic ve vzorku, ze kterého je kalkulovéna findIni velikost &astic. Castice pfipravované
redukci citratem sodnym vykazovaly ve vsech predeslych pripadech méreni nejvétsi velikost
¢astic, nejvyssi polydisperzitu i smérodatnou odchylku méreni. To je v dobré shodé
i s mérenim pomoci elektronové mikroskopie. Diskovitost nanocastic neni z principu méfeni

mozné ovérit.

67



— 100nm AgNES 3/13/2015
X 150,000 5.0kV SEI SEM WD 5. 6mm

Obrazek 12: Snimek stfibrnych nanoé&astic (Ag NPs) pfipravenych redukci citratem z elektronového mikroskopu. MéFitko

(100 nm) je zobrazeno v dolni ¢asti snimku.

SEM fotografie nanocdstic pripravenych pomoci redukce aminostfibrného komplexu
roztokem glukdzy potvrzuji nejmensi velikost ¢astic ze viech pouzitych redukénich systéma.
Na Obr. 13 je zabér na jednu nanodastici, jejiz velikost je okolo 35 nm, coz je spodni limit

velikosti ¢astic, které je SEM schopno zobrazit. Ze snimku je dobfe patrnd kulovitost ¢astic

vznikajicich v tomto redukcnim systému.

- 1lonm AgNPS 3/13/2015
X 300,000 5.0kV SEI SEM WD 5. 6mm

Obrazek 13: Snimek testovanych stfibrnych nanodastic pripravenych redukci roztokem glukézy porizeny pomoci

elektronového mikroskopu. MéFitko (10 nm) je zobrazeno v dolni €asti snimku.

68



Na poslednim prezentovaném snimku (Obr. 14) jsou zachyceny nanodastice stribra
pripravené vredukénim systému NaBH,+ PVP. Velikost &astic, patrna ztéto fotografie,
je v dobré shodé s ostatnimi vysledky méreni velikosti ¢astic, avsak spise se priklani k velikosti
zjisténé pomoci AFM a to znamen3, zZe je detekovan vnéjsi obal, shell, tvofeny vrstvou z PVP.
Dlvodem muize byt zplsob pripravy vzorku. Povrch podlozniho sklicka, na kterém je
nanesen méreny vzorek, musi byt pozlacen, aby byl dostatecné elektricky vodivy a bylo
mozné méreni viibec provést. Pozlacovdani je provadéno vakuovym naparovanim za nizkych

teplot, takZze dekompozice vrstvy PVP v disledku zvySené teploty je nepravdépodobna.

— 100nm AgNPS 3/13/2015
X 150,000 5.0kV SEI SEM WD 5. 6mm

Obrazek 14: Snimek testovanych stribrnych nanocastic pripravenych redukci borohydridem porizeny pomoci
elektronového mikroskopu. €astice jsou stabilizovany pomoci polyvinylpyrrolidonu (PVP). Mé&Fitko (100 nm) je zobrazeno

v dolni ¢asti snimku.

2.2.1.5 XRD

Jak bylo zminéno v predeslych kapitolach, koloid pfipraveny redukci NaBH,
a stabilizovany PVP byl charakterizovdn jako ,,core-shell systém. Hypotéza
o transparentnosti obalu z PVP byla ovérena pomoci méreni velikosti krystalinitd technikou
XRD. Jelikoz je PVP slupka amorfniho charakteru, neni mozné ji za pomoci méreni XRD
detekovat. Pomoci XRD byly méreny nejintenzivnéjsi K, difrakcni cary stfibra, které se dle
grafu 10 nachdazeji pod uhlem 38,2°. Ag NPs krystalizovaly béhem vzniku nanodastic v kubické

strukture ve vSech pfipadech pfipravy. Ag NPs pfipravené redukci NaBH, s povrchovou
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stabilizaci PVP vykazovaly stejnou velikost jako nanocdastice pripravené reakci pomoci
glukdzy. Z difraktogramu je patrné, Ze Castice pfipravené redukci pomoci citrdtu jsou
v porovndni stémito dvéma redukénimi systémy vétSi. Difrakéni cary byly zdat
experimentalnich ziskany fitovanim za pomoci Lorentzovy funkce. Difrakéni ¢ary potvrzuiji
kubickou strukturu Ag NPs a rozdily v polositce past difraktogramu (FWHM) jsou dlikazem
rozdilnych velikosti syntetizovanych nanodastic. Hodnoty FWHM (uvedené v zavorkach) byly
stanoveny v sestupném poradi NaBH,+PVP (0,737) > glukdza (0,471) > citrdt (0,359). Toto je
nepfimym potvrzenim pro hypotézu, Ze jsou nanodlastice stfibra pfipravené redukci
NaBH4 + PVP mensi nez Ag NPs pfipravené redukci glukézy, i kdyz oba maji podobnou

velikost odvozenou z méreni AFM.
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Graf 10: Porovnani vyfezid z rentgenovych difraktogrami pofizenych na Ka ¢arach stfibrnych nanocastic pripravenych

redukci citratem, gluk6zou a NaBH4+PVP.

70



Poté co byly definovany zakladni fyzikalné chemické parametry Ag NPs a bylo zjisténo
jejich chovani v expozi¢nim médiu M203, bylo pfistoupeno k testovani ekotoxicity Ag NPs
dle scéndre, ktery odpovidd postuplm popsanym ve smérnicich OECD
[OECD, 2004, OECD, 2012, OECD, 1998]. Na zakladé téchto experimentd mély byt nalezeny
kritické parametry ovliviiujici pouZitelnost postupd, které byly plvodné navrZeny pro
testovani ve vodé rozpustnych chemikalii, pro testovani ekotoxicity nanocdastic. Pozornost
byla zamérena zejména na ty parametry, které negativné ovliviiuji vypovidaci schopnost
a reprodukovatelnost zminénych testl. Jako modelové vodni organismy byly zvoleny

hrotnatka velkd (Daphnia magna) a danio pruhované (Danio rerio).

2.2.2 Testy dle OECD - hrotnatka velka

2.2.2.1  Akutni toxicita Ag NPs

Akutni toxicita byla v prvotni fazi prace testovdna na hrotnatce velké. Prvni zndmky
imobilizace hrotnatek byly pozorovany pfi koncentraci 100 pg.I" a to 48 hodin od po&atku
experimentu. U koncentrace 250 ug.I" byla imobilizace druhy den jiZ 100 %. Koncentrace
500 ug.I" Ag NPs vykazovala totdIni imobilizaci jiz 6 hodin po nasazeni experimentu.
Imobilizace u jedincd umisténych v kontrole nebyla pozorovana. Dalsi test sestaval
z koncentraéni Fady 15, 30, 60, 120 a 240 pg.l”, ve kterém byly pozorovany prvni zndmky
imobilizace (10%) pro koncentraci 15 pg.I" 56 hodin po polatku experimentu. U koncentrace
30 pg.I" byla pozorovana 10% imobilizace po 48 hodindch a pro koncentraci 60 pg.I" byla
100% imobilizace pozorovana jiz za 48 hodin. U koncentrace 120 ug.I" Ag NPS byla imobilizace
100% 24 hodin od nasazeni testu. Jelikoz se jednalo o predbézny test, ktery mél za ukol
stanoveni pfiblizné koncentrace, ve které budou provadény testy reprodukéni toxicity, nebyl
vyhodnocen standardné. Na zdkladé vysledkd ztestovani akutni toxicity byla zvolena

koncentracni rada pro nasledné testovani reprodukdni toxicity Ag NPs.
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2.2.2.2 Reproduk¢ni toxicita Ag NPs

Hrotnatky umisténé v kontrolni skupiné vykazovaly po celou dobu testu normaini rlist
a nebyly u nich pozorovany zadné abnormality. Porod hrotnatek v predbézném testu
zapocal 12. den od pocatku testu a samice porodily v priméru 7,7 mladdat. MnoZstvi neonat
na samici pro jednotlivé testované koncentrace shrnuje tabulka 3. VeSkera narozend neonata

ve vSech koncentracich a kontrole byla Ziva.

Tabulka 2: Souhrn vysledki testu reprodukéni toxicity Ag NPs na hrotnatce velké.

Koncentrace Ag NPs [ug.I"] 5 10 20 40 80 160

Primérné mnozstvi neonat I. vrh 6,9 9 8,5 8,5 - -

Pramérné mnozstvi neonat Il. vrh 20,9 20 19,3 19,5 19,5 20,9

V druhém testu zapocal porod totozné jako v predeslém experimentu 12. den a samice
porodily v priméru 20,3 mlddat. | vtomto pripadé byla veskerd narozend neonata ve viech
koncentracich i kontrole Ziva a v pIné sile. Ani jedna z provedenych zkouSek reproduk<ni
toxicity neumozriuje statistické zpracovani dat (jak je patrno z grafu 11) ani vypocet hodnoty
EC50, nebot’ nebylo zjisténo jakékoli vyznamné snizeni reprodukZnich schopnosti hrotnatek,
ba co vic, ani po 12 dnech experimentu nebylo pozorovano jinych toxickych tcinkt Ag NPs ani

v koncentracich vyssich, nez v pfipadé testd akutni toxicity Ag NPs, pfi kterém byla

pozorovana 100% imobilizace viech jedinct b&hem 24 hodin (120 ug.I" Ag NPs).
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Graf 11: Vysledek testu reproduk¢ni toxicity Ag NPs na hrotnatce velké.

Pricinou pozorovaného jevu je svelkou pravdépodobnosti odliSnd kompozice
kapalného média v némz byl ekotoxikologicky test proveden. Norma OECD 211 predepisuje
pro testovani reproduk¢ni toxicity na modelovém organismu Daphnia magna médium M4,
kdezto pro testy akutni toxicity predepisuje norma OECD 202 médium M203. M4 je zivhym
roztokem obsahujicim krom vitamin@ i kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA), kterd ma
schopnost nejen narusSovat elektrickou dvojvrstvu Ag NPs a tim zvySovat aglomeracni
rychlost a naslednou sedimentaci aglomerdtd mimo prostor ve kterém se hrotnatky
pohybuiji, ale jako chelata¢ni ¢inidlo je schopnd vytvaret komplexni slouceniny s Ag" ionty
vytvofenymi na povrchu ¢astic, ¢i uvolnénymi z Ag NPs a tim snizovat jejich biodostupnost.
To je experimentdlné potvrzeny diikaz teze, Ze k testovani toxicity, ¢i ekotoxicity
nanomaterialll neni mozno pfistupovat stejnym zplsobem jako k testovani chemikalii, jelikoz
volba vhodného expozi¢niho média ma rozhodujici vliv na jejich vysledky. Jako jisty druh
opatreni proti aglomeraci by mohlo byt pouzito snizeni iontové sily kapalného média az
k hranici, kterd jesté neovlivni zdravi a vyvoj jedincd umisténych do testu
[Van Hoecke et al., 2011]. JelikoZ se v3ak jednad o dlouhodoby test, expozi¢ni médium musi
vyjma nezbytnych rozpusténych iont obsahovat i vitaminy, stopové prvky a dalsi podptrné
Iatky. Vynechani chelatacnich cinidel by jisté zvysilo bio dostupnost uvolnénych iont( a sniZilo
rychlost aglomerace &3astic, avsak k potvrzeni této teorie by bylo nutné provést dalsi série

experimentd.
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2.2.3 Testy dle OECD - danio pruhované

2.2.3.1 Embryonadlni a vyvojova toxicita AgNO;

Embrya umisténd v kontrolni skupiné vykazovala po celou dobu testu normalni rlst
a nebyly u nich pozorovany abnormality v chovdani ani v rdstu. Test byl ukoncen 7. den po
oplozeni vajicka, nebot’ jiz dosSlo ke vstfebani Zloutkového vacku v kontrolni skupiné.
U koncentrace 25 umol.I" AgNO; nebyly pozorovény ?4dné vyznamné abnormality ani
v chovéni, ani rastu embryi i pliddkd. U pladkd v koncentraci 50 umol.I" AgNO; byly
pozorovany deformace ocasu. V koncentraci 100 umol.I" AgNO; byly pozorovény deformace
ocasni ploutve v podobé zadlomkl a zdvojeni. Ddle byl v této koncentraci pozorovdn
perikardidlni edém. Pri této koncentraci jiz nedoslo k vykuleni embryi z chorion a zminéné
deformace byly pozorovany u nevykulenych embryi. Pfi koncentraci 250 umol.I" AgNO; doslo
ke koagulaci veSkerych embryi do 72 hodin po nasazeni do testu a v pripadé koncentrace 500
umol.I" AgNO; doslo k thynu viech embryi jiZ 48 po nasazeni do testu. Zpracovani dat
probihalo pomoci programu Origin Pro 9 vyuzitim Abbotovy rovnice (rovnice 5), ve které
P vyjadfuje korigované procento preziti, C je procento preziti v kontrolni skupiné€ a P” udava
procento preziti pfi urcité koncentraci. Pomoci této rovnice je tedy moziné korigovat
procento preziti v kontrolni skupiné s procentem prezivsich embryi, pltidk{ nebo celkového
preziti sledovanych organismid pri testované koncentraci xenobiotika, nebo nanodastic.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4. Hodnoty LC50 byly vypocteny programem Toxicita a jsou

uvedeny v tabulce 5.

C
P =100 -

_P’
c

Rovnice 5
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Tabulka 3: Vysledky testovani reprodukéni a vyvojové toxicity AgNO3

Koncentrace
AgNO3 25 50 100 250 500
[umol.l"]

Korigované
prezitiembryi | 94,8 78,9 0 o} o}
[%]
Korigované
preziti pladkd | 99,3 104,3 o 0 0
[%]
Korigované
preziti celkem 94 82,4 0 o} o}

[%]

Tabulka 4: Hodnoty LC50 ziskané z testovani reprodukéni a vyvojové toxicity AgNO3

LC50 (umol.l")
Embrya 66
Pladky 65
Celkem 67

2.2.3.1.1 Embryondlni a vyvojova toxicita Ag NPs

Pri téchto ekotoxikologickych testech se embrya i plidky v kontrolnich skupinach
vyvijely normalné, bez pozorovatelnych deformaci, abnormalit a vykazovaly po celou dobu
testu normdlni rychlost rdstu. Testy byly ukonceny standardné, tedy po vstrebdni
Zloutkového vacku a pfi prvnich pokusech pladkd o prijem potravy. Za 24 hodin po vystaveni
embryi U¢inkdm Ag NPs byly pozorovany aglomeraty na povrchu choriond a u dna Petriho

misek, s rostouci koncentraci bylo na chorionech a dnech misek pozorovatelnych aglomeratu
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vice. U koncentraci 25, 50, 100 a 250 umol.I" byl pozorovdn opozdény vyvoj jedincli a téz
opozdéné vykuleni embryi z chorionu, u nejvyssi koncentrace k vykuleni nedoslo vibec.
U koncentraci 25, 50 a 100 pumol.I" byly u pliidkd pozorovény deformace ocasni ploutve
a patefe a také ¢etné edémy Zloutkového vacku (Obr. 15). U koncentrace 100 pmol.I” doslo 5.
den po nasazeni do testu k Ghynu vSech plidkd. Od 4. dne po nasazeni do testu byla

pozorovana snizena pohyblivost u vSech testovanych koncentraci.

Obrazek 15: Deformace ocasni ploutve a edém patere pozorovany pri testovani toxicity Ag NPs

Data byla zpracovana podle SOP [VUOS, 2012]. Vysledky testovani shrnuje tabulka 6.
Prezentované hodnoty prekracujici 100 % znamenaji, Ze pocet prezivsich jedincd byl vyssi nez

v kontrolni skupiné.
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Tabulka 5. Korigované procento pfeZiti embryi, plidkd a celkového preZiti dania pruhovaného pfi semistatickém testovani

toxicity Ag NPs.

Koncentrace Ag NPs

10 25 50 100 250
(pmol.I")
Korigované preziti
50 66,7 116,9 88,9 11,1
embryi (%)
Korigované preziti
e 83,4 49,9 428 O 0
pladka (%)
Korigované preziti
41,8 33,3 50 Y 0

celkem (%)

120

-
@& =2
[=] =]

Korigovanea procento pleiiti [%]
@
=

40
20
R
10

23 S0
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Koncentrace Ag NPs [pmol.°]

Graf 12: Zavislost korigovaného procenta preziti embryi, plidkd a celkového pfeZiti dania pruhovaného v zavislosti na

koncentraci Ag NPs.

Z vysledk( testu embryondlni a vyvojové toxicity Ag NPs provedenych semistatickym

zpGsobem plyne, Ze procentudIni pfeZiti embryi stoupd od koncentrace 10 do 50 umol.l”,

kde je procento preziti nejvyssi ze vSech testovanych koncentraci. Od koncentrace
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100 umol.I" procentudlni tmrtnost stoupd a je mozné pozorovat deformace ocasni ploutve
a edém patere i Zloutkového vacku. V koncentraci 250 umol.I" plidky nepFeZivaji viibec. Zvrat
trendu kfivky ddvka - G¢inek pFi koncentraci 50 umol.I" poukazuje na mozné zapojeni dvou
rozdilnych mechanismu toxického Gcinku. Pravdépodobné se jednd o toxicitu Ag NPs a jejich
aglomerdtl. Tabulka 6 se da interpretovat tak, Ze nizsi koncentrace Ag NPs puUsobi toxicky
vice na jiz vykulené plidky, naopak se zvysujici se koncentraci NPs stoupa procentudlni
preziti jesté nevykulenych embryi. Divodem by mohl byt fakt, Ze v niZsich koncentracnich
hladindch je mira a rychlost aglomerace mensi, nedochazi v nich tak markantnimu ndrdstu
velikosti  vznikajicich aglomerat, aby prekrocily kritickou sedimentacni velikost
a sedimentovaly na dno experimentdlni nadoby a samozrejmé na chorion, ktery se na jejim
dné nachazi. JelikozZ se jedna o test, pfi kterém neni testovaci médium michano, s rostoucim
mnoZstvim aglomerdtd na dné vzrlstd i parcidlni koncentrace Ag® iontu okolo chorionu.
Vyssi toxicita pro vykulené pladky v nizkych koncentracich Ag NPs mdze byt vysvétlena na
zakladé stejné myslenky. Nanocastice v nizkych koncentracich nemaji tak vysokou tendenci
aglomerovat a zUstdvaji v expozi¢nim roztoku pritomny jako primarni, neaglomerované
nanocastice, které nemaji tendenci sedimentovat. Tim je zvySena dostupnost NPs a také
pravdépodobnost kontaktu s rozplavanym plidkem, ktery se pohybuje po celém objemu
testovaného koloidu, ve kterém setrvavaji neaglomerované nanodastice. Avsak pro potvrzeni
teorie, Ze rdzna velikost nanodastic a jejich aglomerdtd md rlznou toxicitu pro rdznd
vyvojova stadia ryb bylo nutné navrhnout experiment tak, aby byly embrya a pladky
vystaveny nanoddsticim, pfipadné jejich aglomerdtim o presné definované velikosti.
Z toho ddvodu bylo pristoupeno k modifikaci stavajiciho semistatického testu tak, Ze byly
experimentalni koloidy pravidelné ménény za koloidy cerstvé vzdy, kdyz prdmérnd velikost
aglomerdtl rostoucich v experimentdlnim médiu narostla na predem definovanou mez.
Detailni popis pfistupu k problematice a vysledky tohoto pfistupu k testovani ekotoxickych

uc¢inkd Ag NPs na déniu pruhovaném a nasledné na kapru obecném je moZno dohledat

v nasledujicich kapitolach 2.4.2. a 2.4.3.
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Tabulka 6. Hodnoty LC50 ziskané pfri testovani embryonalni a vyvojové toxicity semistatickym zptsobem testovani Ag NPs.

LC50 [pmol.I"]

Embrya 102,2
Pladky 44,3
Celkem 31,7

2.3 EXPERIMENTALNI CAST - PInéni dil¢ich cilG 2a

NapIni druhého dil¢iho cile prace bylo eliminovat nedostatky spojené s vyuzivanim
klasickych test( dle protokold OECD pro potreby testovani ekotoxicity nanomateridlQ
zjisténé béhem plnéni prvni {asti disertace. JelikoZz prvotni experimenty naznacovaly,
Ze hlavnim procesem negativné ovlivriujicim moZnosti vyuZiti klasickych testl pro testovani
nanomateriall a zhorsujicim miru reprodukovatelnosti ekotoxikologickych testli na embryu
a vackovém plidku ryb (OECD 212) mze byt aglomerace testovanych nanodastic, prvotnim
aglomerace nanocastic spojena s narusenim elektrostatickych odpudivych sil mezi ¢asticemi
rozpusténymi ionty, bylo snizeni iontové sily expozi¢niho média na minimdlni moZnou miru,
kterd jesté neovlivni zdravy vyvoj embrya a vackového pladku, prvnim ndmi vyzkousenym

pfistupem.

2.3.1 Vliv sniZeni iontové sily expozi¢niho média na preziti embryi

JelikoZ je aglomeracni chovani nanomateridl(i Gzce spjato s koncentraci rozpusténych
soli vkapalném médiu, ve kterém jsou testy toxicity provadény, je vhodné se pokusit
zredukovat iontovou silu téchto kapalnych médii. SniZzeni iontové sily média mélo vést ke
zpomaleni rychlosti aglomerace Ag NPs a ke sniZeni rozdilG ve velikosti aglomeratd v

koloidnich roztocich o rdzné koncentraci nanocastic. Ztoho divodu bylo pristoupeno
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k testovani maximalni mozné miry naredéni M203 demineralizovanou vodou tak, aby byl
jeSté zachovan normdini vyvoj plidku. Ke sniZzeni iontové sily M203 byla pouZita
demineralizovand voda o konduktivité mensi nez 5 uS.cm”. Pro posouzeni vlivu fedéni M203
na reprodukci a vyvoj danii byly provedeny dva testy. Jeden predbézny a druhy udplny test.
Vprvnim testu byla pouzita koncentraéni rfada tvorenda zfedénym M203 pomoci
demineralizované vody s obsahem vody 50,0; 62,5 a 75,0 objemovych %. Optimalizace slozeni
média bude podrobné popsana v kapitole 2.4.1. Druhy test vychdzel z vysledk( testu
predeslého a M203 bylo nafedéno 60,0; 62,5; 65,0; 67,5; 70,0; 72,5 a 75,0 %. Testy probihaly
po dobu 5 dni a vyhodnocovany byly jako rozdily v morfologii a rychlosti vyvoje pladkua

vzhledem ke kontrolni skupiné.

ev

Poté co byla nalezena nejniz§i mozinad iontova sila expozi¢niho média, bylo
pristoupeno k navrzeni a ovéreni funkcnosti modifikaci, které by vedly k odstranéni hlavnich
problémi zjisténych pri pouziti klasickych OECD metodik pro testovdni ekotoxicity
nanomateriald. V ddsledku toho, Ze kazda koncentracni Uroveri koloidu predstavuje smés
s riznym pomérem volnych a aglomerovanych nanocastic, pricemz u kazdé z téchto slozek
Ize d@vodné predpokladat jinou nominadlni toxicitu, dalSim krokem k modifikaci metodiky
OECD 212 bylo experimentalni ovéreni moznosti realizace test(l, ve kterych bude vyuzito
fizeni maximalni velikosti aglomerdtl prostfednictvim proménné rychlosti vymény
expozi¢nich médii. Experimenty v této fazi prace byly provadény jednak na plidku dania

pruhovaného (Danio rerio), tak na plidku kapra obecného (Cyprinus carpio).

2.3.2 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — danio pruhované

Aglomeracni chovdni nanodastic vede nejen ke zméné podstaty nanomateridld
a vzniku aglomeratl, které jiz nemohou byt povazovany za nanodldstice, vede téz
k sedimentaci a zméndm v koncentracich v priibéhu provddéného experimentu. V zavislosti
na koncentraci soli a koncentraci nanodastic dochazi v pribéhu testu k rdstu aglomeratd
a testy toxicity nanomaterial tak volné prechdzi v testovani toxicity aglomeratd pavodnich

nanocastic. Tento fakt drtiva vétsina autorl ekotoxikologickych studii nanomaterialt v dobé
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provadéni experimentd, které budou v nasledujicich odstavcich popsany, nebrala na zretel.
Vysledky byly vétSinou prezentovany jako toxicita nanocastic, i kdyz Slo o jejich mikronové
aglomerdty. Nami navrzena modifikace spocivd v fizeni maximdlni velikosti aglomeratd
pfitomnych v testovacim médiu pomoci rozdilné frekvence vymény média pro rdzné
koncentrace Ag NPs. Vypocet frekvence vymény média vychazi zfyzikalné chemické
charakterizace chovani testovanych nanocastic v prislusném kapalném médiu, ve kterém
bude dany experiment proveden. K tomuto Ucelu v naSem pripadé poslouzilo DLS méreni
rastu hydrodynamického priiméru dastic v case v M203 fedéném na 75 % puavodni
koncentrace demineralizovanou vodou (M203/75). Veskeré nanodastice ve vsech
koncentracnich Urovnich pouzité vtestech vykazovaly témér identicky prdabéh
aglomeracniho chovani s rliznou rychlostni konstantou a velikosti aglomeratd v ustdleném

stavu. Rychlost a mira aglomerace byla pro jednotlivé koncentracni drovné v souladu

s namodelovanou rovnici 6.

D =D + (DY — DY) x et
Rovnice 6

Parametr Dy° znadi hydrodynamicky primér ¢astic neprodlené po pfipravé
testovaciho roztoku nanodastic, tj. v testovaném koloidu neprodlené po smichani primarniho
koloidu nanodastic a M203/75 tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace.
Dy™ je hydrodynamicky pramér &astic (aglomerdtl) v ustdleném stavu a t je ¢as od pocatku
experimentu. Rychlostni konstanta kje silné zavisld na pocate¢ni koncentraci nanocastic
a musi byt pro kazdou koncentra¢ni Groveri stanovena separatné. Clen Dy' reprezentuje
pramérny hydrodynamicky prdmeér v Case t, je-li tento ¢len zvolen, rovnice m(iZe byt pouZita
pro vypocet Casu t, za ktery dany systém tuto hodnotu dosadhne. Jinymi slovy - v pfipadé,
Ze je vyména testovaného koloidu provedena v Case t, velikost aglomerdtl nepresahne
stanovenou hodnotu Dy'. JelikoZ aglomera¢ni chovani Ag NPs v ndmi zvolenych kapalnych
prostfedich probiha kinetikou prvniho radu, je mozné velice dobre predikovat chovani

koloidu [Oprsal et al., 2013]. Variabilni frekvence vymény média je pak cestou jak ovlivnit
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velikost aglomerdtl vyskytujicich se v testovaném koloidu. Periodickd vyména média béhem

testu je graficky zndzornéna na Obr. 16.
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Obrazek 16: Grafické zndzornéné ristu hydrodynamického priméru aglomeratd Ag NPs v M203/75 k stanovené hrani¢ni

velikosti 200 a 400 nm pfi ekotoxikologickém experimentu s periodickou vyménou expozi¢niho média.

s vz

V experimentech s fizenou velikosti ¢astic bylo pouZito M203/75 a byly stanoveny
maximdini hodnoty velikosti aglomeratd Dy" — 200 a 400 nm. Pro 200 nm aglomeraty byla
pouzita koncentrace 5 umol.I", toto médium se ménilo kazdych 140 min, pfi koncentraci
10 umol.I" se médium se ménilo kazdych 53 min a pfi koncentraci 25 umol.I" bylo expozi¢ni
médium ménilo kazdych 13 min. Pro aglomerdty s velikosti 400 nm byla pouzita nejvyssi
koncentrace 10 umol.I" - médium bylo mé&néno kazdych 300 min, pro koncentraci 25 pmol.I”
bylo expozi¢ni médium meénéno kazdych 76 min a koncentrace 50 umol.I" vyZadovala
vyménu kazdych 38 min. Souhrn hodnot pro tento test udava tabulka 8. Pro zajiSténi
optimalni vypovidaci hodnoty a objektivity experiment( bylo M203/75 v kontrole ménéno po
13, 53 a 300 minutach. Vymény médii probihaly po dobu 6 hodin a zbylych 18 hodin byla
embrya v M203/75 bez obsahu Ag NPs. Pro kaZzdou koncentraci bylo pouZito 30 jiker

rozdélenych do 3 skupin, umisténych po 10 do 50 ml kadinek.
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Tabulka 7: Doba vymény jednotlivych expozicnich koloidli Ag NPs pro velikost aglomeratti 200 a 400 nm.

Velikost
Koncentrace Ag NPs [umol.I"]
aglomeratu

[nm] 5 10 25 50
200 140 53 13 -
400 - 300 76 38

2.3.3 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — kapr obecny

K testovani ekotoxicity Ag NPs na tomto modelovém organismu bylo pfistoupeno
z dlivodu opakovanych nelspésnych pokust o ziskdni zdravych Zivotaschopnych embryi
z dania pruhovaného v mnozstvi, které by umoznilo jejich dalsi pouziti. Pro potreby testovani
ekotoxicity Ag NPs byla ziskana oplozena vajicka kapra obecného z umélého vytéru chovu
v rybi [ihni Mokriny (Rybarstvi Treborj, a.s.). Oplozena vajicka byla bezprostredné po umélém
vytéru prevezena do laboratofi oddéleni CETA ve VUOS a.s., kde byla opakované
propldchnuta M203/75 a ddkladné prohlédnuta za pomoci optického mikroskopu
(XTL - 101, GX Optical, UK). Neoplozend, i nekroticka vajicka, byla odstranéna a do testu byla
nasazena pouze ta, jejichz vyvoj byl normalni. JelikoZ byla z déivodu skromného pristrojového
vybaveni jedinym moznym toxikologickym endpointem zvolena mortalita, Zivotaschopnost
vsech embryi i plddkd byla kontrolovdana minimalné jednou denné. Embrya byla povaZovéana
za uhynul3, pokud u nich nebyl pozorovan pohyb perikardu, nebo pokud vykulené pladky

nereagovaly na fyzickou stimulaci ocasni ploutve.

Testovani vyvojové toxicity na embryu a vackovém pliddku kapra obecného
v semistatickém uspordddani vychazelo z predeslych experimentd s danii, z dlvodu potreby
porovnatelnosti s vysledky ztestovani v usporadani s fizenou velikosti Castic byli jedinci
umisténi na 6 hodin v testovaném koloidnim roztoku Ag NPs a nasledné byli pfeneseni na

18 hodin do M203/75 bez obsahu nanoclastic. To odpovidd celkové expozi¢ni dobé
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36 ze 144 hodin v kontrastu se 144 expozi¢nimi hodinami pri 24 hodinové periodické
frekvenci vymény expozicniho media dle OECD 212, tak jak to bylo provedeno
v experimentech s ddniem pfi testovani toxicity AgNO;. Kontrolni skupinu tvofilo 50 jedinc(
umisténych v 50 ml M203/75. Testované skupiny obsahovaly 10 jedinc(i ve tfech replikacich
pro kazdou koncentraci a objem koloidniho roztoku davkovaného na kazdou experimentalni
skupinu byl 10 ml tak, aby kazdému jedinci naleZel 1 cm? prostoru. Test zapoc¢al 1 den po
oplozeni vajicek a byl ukoncen 5. den, kdy doslo u jedinct v kontrolni skupiné ke vstfebani

zloutkového vacku.

Na zdkladé predbéznych vysledkd ziskanych z predeslych testd na organismu Danio
rerio a jejich taxonomické podobnosti byla koncentraéni fada na 5, 10, 25 a 50 umol.I" Ag NPs.
Z divodu vysoké casové ndrocnosti celého testu byly pro viechny koncentrace zvoleny dvé
velikosti aglomeratl 200 a 400 nm. Jedincdm, ktefi byli vystaveni plsobeni Ag NPs byl
béhem 6 hodin ménén v rliznych frekvencich testovaci koloid Ag NPs a ndsledné byla embrya
prenesena na zbylych 18 hodin z denniho cyklu do M203/75 bez obsahu Ag NPs. Pro
aglomeraty o velikosti 200 nm byly pouZity koncentrace 5 pumol.I" s frekvenci vymény
140 minut, 10 umol.I" s frekvenci vymé&ny 53 minut a 25 umol.I" s frekvenci vymény jednou za
13 minut. Pro aglomerdty 400 nm byly pouZity koncentrace 10 umol.I" s frekvenci vymény
300 minut, 25 umol.I" s frekvenci vymény média 76 minut a 50 umol.I" s frekvenci vymény

média 38 minut.

2.4 VYSLEDKOVA CAST - PInéni dil¢ich cil@ 2a

2.4.1 Vliv sniZeni iontové sily expozi¢niho média na preziti embryi

Embrya umisténa v kontrolni skupiné vykazovala po celou dobu testu normalni rlst
a nebyly u nich pozorovadny abnormality v chovani ani v rdstu. U experimentu, kdy byla
embrya inkubovdny v demineralizované vodé, byl zjistén rychlejsi vyvoj jedinct o 31,3 %, ale
pltdky nebyly zcela vyvinuty, coz odpovida disledk@im malé iontové sily demineralizované

vody. U vykulenych plidkd byl pozorovdn edém perikardu a Zloutkového vacku.
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U 50 % M203 byl pozorovan rychlejsi vyvoj o 14,3 % s porovndni s kontrolni skupinou
a u vykulenych pltadkd byla téz patrna depigmentace. U 62,5 % M203 byl pozorovan rychlejsi
vyvoj jedincl o 31,3 % a az u 75% naredéni M203 nebyly pozorovany Zadné abnormality ani v
chovani ani v morfologii jedincl. Zpracovani dat bylo provedeno za pomoci Abbotovy rovnice

v programu Origin Pro 9. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 8: Korigované procento preziti embryi, plidki a celkového preziti organismii v zavislosti na mife naredéni M203

Koncentrace
[%] 0 50 62,5 75
M203

Korigované

[%] 64,73 64,73 88,18 100
preziti embryi

Korigované
[%] 50 100 100 100
preziti pladka

Korigované
[%] 23,46 64,73 88,18 100
preziti celkem

Takto byla stanovena nejvyssi mozna mira nafedéni média na 75% oproti koncentraci

pavodni (M203/75).

2.4.2 Modifikace testl vyvojové toxicity Ag NPs — danio pruhované

Pri experimentech sfizenou velikosti ¢astic v M203/75 byla pozorovdna vysoka
mortalita nejen ve skupinach testovanych, ale i ve skupindch kontrolnich. To naznacovalo
zhorSeni zdravotniho stavu celého chovu danii, ktery se promitnul na zdravotnim stavu
odchovavanych testovacich generaci. To mélo dopad nejen na vysledky testovani vyvojové
toxicity pomoci modifikovaného semistatického testu s fizenou velikosti aglomeratd, ale ve
vysledku zpuUsobilo znemoznéni dalSiho provadéni ekotoxikologickych experimentl na

tomto modelovém organismu na oddé&leni CETA ve VUOS a.s. JelikoZ prezivsi embrya i pliidky
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nachdazejici se v kontrole nevykazovaly fyziologické deformace a ani u nich nebylo
pozorovano abnormadlni chovani, bylo pristoupeno ktestovani i za téchto podminek.
Na chorionech embryi umisténych v koloidnich roztocich s nizkou frekvenci vymény média
byly pred vykulenim pozorovany aglomeraty Ag NPs na povrchu chorionti a od koncentrace
50 umol.I" a velikosti aglomeratt 400 nm byl pozorovén i slaby zakal uvnitf chorionu, ktery
nabyval na intenzité se zvySujici se koncentraci Ag NPs. Ve skupinach vystavenych
koncentraci 10 umol.I" a velikosti aglomerati 200 nm vykazovaly plidky sniZenou
pohyblivost od 5. dne po nasazeni do testu a plidky setrvavaly u dna testovacich naddob
a byly u nich pozorovany vyraznéjsi a ¢astéjsi abnormality. U pladk( byly zjistény deformace
patere a ocasu. V kontrastu s tim u totozné koncentrace, avsak velikosti aglomerat 400 nm,
byl vyskyt pozorovanych abnormalit vyrazné redukovan. U koncentraci 10 a 25 byla
sledovana snizend pohyblivost plidkl az 5. a 6. den po nasazeni do testu, v koncentracich
vy3sich dochazelo kredukci mobility pladkd jiz 4. den. U koncentraci 10 a 25 umol.l" je
procento preziti embryi vySsi u aglomeratd s velikosti 200 nm, nez u aglomeratt s maximalni
velikosti 400. Pro plidky jsou tedy koloidy obsahujici aglomerdty o maximalni velikosti
400 nm toxictéjsi nez koloidy obsahujici aglomeraty o maximalni velikosti 200 nm.
V koloidech o koncentraci 50 umol.I" doslo k Ghynu vech pliidka. Zpracovéni dat probé&hlo

vypoctem za pomoci Abbotovy rovnice. Vysledky shrnuje tabulka 10.
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Tabulka 9: Korigované procento preziti embryi, plidka a celkového prezZiti dania pruhovaného v zavislosti na koncentraci

Ag NPs pri modifikovaném testu s fizenou velikosti ¢astic.

Velikost

aglomeratua

Korigovana mortalita embryi [%]

5 umol.l-1 10 umol.l1 25 umol.l-1 50 umol.l-1
[nm]
Ag NPs Ag NPs Ag NPs Ag NPs
200 93,3 100 96,7 X
400 X 86,7 90 96,7
Velikost
Korigovana mortalita pladkd [%]
aglomeratu
5 umol.l-1 10 umol.l1 25 umol.l-1 50 umol.l1
[nm]
Ag NPs Ag NPs Ag NPs Ag NPs
200 48 10,7 21,4 X
400 X o] 26,8 0
Velikost
Korigovana mortalita celkem [%]
aglomeratu
5 umol.l-1 10 umol.l1 25 umol.l-1 50 pmol.l-1
[nm]
Ag NPs Ag NPs Ag NPs Ag NPs
200 44,8 10,7 20,7 X
400 X 0 24,1 0

X — pozadované hodnoty nebylo moZno dosdhnout z ddvodu pfilis kratké, nebo prilis

dlouhé doby periody vymény média.

Ve vSech testovanych koncentracich u vSech skupin maximalnich velikosti aglomerat(

se vtestech s vétsi

i mensi intenzitou vyskytovali jedinci s deformacemi ocasni ploutve

a patere, edémy pdtere a Zloutkového vacku a malformacemi srdce. Vsechny tyto chyby ve

vyvoji a ristu shrnuje Obr. 17.
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Obrazek 17: Shrnuti nejbéznéjsich deformaci plidka dania pruhovaného (Danio rerio) béhem testovani reprodukéni a
vyvojové toxicity nanocastic stfibra. A) reprezentativni jedinec, zobrazené méritko odpovida 500 um. B) a, b)deformace
ocasni ploutve; ¢, d) deformace patefe; e) edém Zloutkového vacku a malformace srdce; f) srde¢ni malformace; g) jedinec

bez hlavy a bez ocasu. Zobrazené méf¥itko je 250 um (a, b), 1000 um (c-f) a 500 um (g). Pfevzato z [Browning et al., 2009].

Pro objektivni zavéry by bylo nutné provést dalsi sady experiment(, coZ nebylo
vzhledem ke zdravotnimu stavu chovu mozné. | pres nové dodavky dospélych jedincl
z chovl od rdznych dodavatelll se nepodarilo chov obnovit, jedinci se postupem casu prestali
vytirat, coz vyustilo vupIné zruSeni vSech testl toxicity na modelovém organismu
Danino rerio na oddéleni CETA spole¢nosti VUOS a.s., kde bylo testovani provadéno. Jeliko?
timto krokem pfisel VUOS o jediny modelovy organismus, na kterém bylo mozné provést test
embryondini a vyvojové toxicity na embryu a vackovém pliddku dle OECD 212 a jeho
modifikaci s Fizenou velikosti aglomeratu Ag NPs, bylo pfistoupeno k opatfeni jiz oplozenych
jiker kapra obecného zrybi lihné Mokriny. Testy na tomto modelovém organismu jsou

zpracovany v kapitole nasledujici.

2.4.3 Modifikace testu vyvojové toxicity Ag NPs — kapr obecny
Bé&hem semistatického testovani embryonalni toxicity Ag NPs na kapru byla mérena
velikost aglomeratd Ag NPs vzniknuvsich po uplynuti expozi¢ni doby pripadajici na jeden
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testovaci den (6 hodin) v M203/75 pomoci DLS. Vysledky méreni jsou uvedeny na Obr. 18,
ktery prezentuje histogramy velikosti aglomeratd viech testovanych koloidd. Je z néj patrné
formovani variabilné velikych aglomerdtl, kde slinedrné vzrlstajici koncentraci Ag NPs
dochdzi k témérlogaritmickému narlstu velikosti aglomerdtl, rapidnimu vymizeni
primarnich nanocastic s velikosti okolo 50 nm a viditelné zvySeni poctu Castic priblizné okolo
400 nm. Histogramy na Obr. 18 nemaji jednotné méritko a zvysujici se koncentrace Ag NPs
vede nejen k vymizeni primarnich ¢astic, ale dochazi i k posunu hydrodynamickych praméra
¢astic k vétsim velikostem. Vysledky tedy jasné demonstruji tvorbu aglomeratd, jejichz
fyzikalné-chemické vlastnosti jsou podstatné odlisné od vlastnosti pdvodniho koloidu. Tyto
vysledky by mohly byt potvrzenim hypotézy prezentované pri predbézném testovani
koloidnich roztokli Ag NPs na organismu Danio rerio a pozorované béhem testovani

s variabilni velikosti aglomeratl. Se vzristajici koncentraci dochazi k formovdéni tak velkych

aglomeratd, Ze nemohou setrvat ve vznosu a sedimentuji na dno experimentdlni nddoby.
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Obrazek 18: Histogramy distribuci hydrodynamickych primeéra aglomeratd v M203/75 o riznych koncentracich Ag NPs.

Hodnoty v hornich ¢astech obrazka predstavuji koncentraci Ag NPs.

Embrya umisténa v kontrolni skupiné vykazovala po celou dobu testu normalni rlist a
nebyly u nich pozorovany abnormality v chovani ani v ristu. Mortalita u kontrolnich skupin

nepresahovala sedmy den experimentu hodnotu 3 %, zvySend frekvence vymény média
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a s tim spojend castéjSi manipulace s embryi neméla pozorovatelny vliv na vyvoj, chovani,
rast ani mortalitu embryi. Vtomto experimentu s6 hodinovou expozi¢ni dobou byla
pozorovdna umrtnost ve vSech testovanych koncentracich Ag NPs po 144 hodinach (Ghyn 60
aZz 90%). Z dat nevyplyvaji Zadné vyznamné statistické rozdily (Mann-Whitneyho test, p> 0,05)
mezi jednotlivymi koncentracemi a neni zde mozné pozorovat jakykoli vztah mezi davkou
Ag NPs a posuzovanou toxikologickou odezvou, avsak je mozné konstatovat, ze od
koncentrace Ag 50 umol.I" a vy3e byl pozorovén pomalejsi vyvoj embryi. 3. den od oplozeni
se v koloidu o koncentraci 100 pmol.I" vykulilo pouze 7 % jedincd, zatimco v koloidu
o koncentraci 10 pmol.I" to bylo 27 % a v kontrolni skupiné jiz 67 % embryi. Od této
koncentrace zacinaly byt jikry na povrchu chorionu obaleny vrstvou aglomeratl a nékteré
tyto aglomeraty byly pozorovény i uvnitf chorionu. U pladkd byly pozorovény deformace
ocasu a patere, edém srdce a neschopnost se vykulit z chorionu. V nékolika pripadech doslo
pouze k ¢aste¢nému vykuleni, kdy hlava plidku zlstala v chorionu a tim doslo k thynu
jedince. Pfi kultivaci embryi v koloidnim roztoku Ag NPs o koncentraci 10 pmol.I" provedené
semistatickym zplsobem (vyména média jednou za 24 hodin) byla 7. den experimentu
vyslednd mortalita 30 %. U takto kultivovanych embryi nebyly pozorovany deformace,
ani zadné abnormality v pigmentaci ¢i fenotypu, dfive pozorované pfi testech ekotoxicity
Ag NPs provddénych na plidku ddnia pruhovaného. Test toxicity aglomerdti Ag NPs
o velikosti 200 nm vykazoval obdobny pridbéh a vysledky mortality byly jen lehce nizsi (3%)
nez vysledky testovani semistatickym zplsobem, bylo vSak moZné pozorovat vyrazné
abnormality ve vyvoji jedinc. Mezi nej¢astéjsimi abnormalitami se vyskytovaly deformace
patere, zdlomky a absence ocasu, edém srdce &i Zloutkového vacku a krevni srazeniny
v srdecni oblasti. V kontrastu s témito daty jsou vysledky testovani pro velikost aglomerat(
400 nm, kde je mezi jednotlivymi body na kfivce davka - ucinek mozné nalézt statisticky
vyznamné rozdily (Mann - Whitney, p<0,05). Nejvy$3i testovanad koncentrace (50 uymol.l")
vykazuje vyslednou korigovanou mortalitu mezi 90 a 100 %. VyraznéjSich toxickych ucinkd na
embrya a pladky kapra obecného bylo dosazeno vy3simi koncentracemi 400 nm aglomeratd.
Stejnd koncentrace Ag NPs vsemistatickém experimentu je vyznamné méné toxicka.

Divodem muze byt fakt, Ze prfi ném dochdzi ksedimentaci aglomerovanych d<astic
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z experimentalniho prostoru. Avsak v tomto pripadé mizZe do vysledk( zasdhnout fakt, Ze
vysedimentované aglomerdty se usazuji na chorionu nevykuleného embrya a tim muze dojit
k mechanickému naruseni chorionu, blokddé prirozenych biologickych funkci a parcidlnimu

zvySeni koncentrace Ag" v tésném okoli embrya.

V praci [Chen et al., 2013] je prezentovano vyznamné zvySeni bioakumulace Zeleza
v embryich a plidcich medaky japonské, které jsou vystaveny plisobeni aglomeratd oxid
Zeleza a v praci [Zhu et al., 2012] jsou prezentovany testy toxicity nanodastic Zeleza na daniu
pruhovaném. V obou pracich byla potvrzena vyssi mortalita a vyskyt malformaci pro testy
s aglomeraty nanocdastic. Na dilezitost peclivého sledovani aglomerace nanodastic
v ekotoxikologickych testech upozorriuje i prof. Melanie Auffan [Auffan et al., 2014]. Ve své
praci z roku 2013, ve které byla sledovdna toxicita CeO, na dafniich uvadi opacny efekt, nez je
tomu v pripadé€ testovani toxicity na rybim embryu. Uvadi, Ze skutec¢na doba expozice
nanodasticim a jejich aglomeratim je béhem provddéného testu s dafniemi pouhé 2 hodiny
a po uplynuti této doby pak jiz nedochdazi k Zddné vyznamné expozici dafnii nanocasticim,
které sedimentuji z experimentdlniho prostoru na dno [Auffan et al., 2013]. Aglomerace
Ag NPs mUze mit i dal3i sprazené ekotoxikologické dopady, jako jsou zmény v biologické
dostupnosti jinych kovi [Boran et al., 2016] a nebo zmény podminek béhem testd chronické
toxicity [Bruneau et al., 2016]. Dalsi mozny negativni efekt aglomerace nanodastic je
publikovan v praci [Campos et al., 2013], ve které byl prokdzan ubytek potravy z vodniho
sloupce, ktera sedimentovala spolu s nanocasticemi TiO,. Ty sami o sobé Zadnou toxicitu
nevykazuji, aviak Ubytek potravy se ve vysledku projevil na sniZzenfi rlstu a Zivotaschopnosti
hrotnatek. Koncentracni rozsah Ag NPs pouzity v modifikovaném semistatickém testu
s fizenou velikosti aglomerdtd je v porovnani s koncentracemi environmentdiné relevantnimi
znacné nadhodnocen, avsak cilem této studie nebylo samo testovani akutni, vyvojové,
embryonalni & reprodukeni toxicity Ag NPs, ale vyvoj metody umoziujici testovani
ekotoxicity nanodastic a jejich aglomerdtl presné definované velikosti. To také reflektuje
neshodu se stavajicimi studiemi o toxicité stfibra pro ryby, které prezentuji mnohem vyssi
efektivni koncentrace EC50 a to 50 pg.I" pro medaku japonskou [Kashiwada et al., 2012]

a 500 pg.I" pro ddnio pruhované [Bar-llan et al., 2009].
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Graf 13: Shrnuti vysledk( testovani embryonalni a vyvojové toxicity Ag NPs. (A) testovani provedené semistatickym
zplGsobem, (B) velikost aglomeratd 200 nm, (C) velikost aglomerat 400 nm. Chybové tsecky nejsou zobrazeny z divodu
pfehlednosti. *** - Statisticky vyznamné rozdily mezi viemi tfemi koncentracemi 10 vs. 25 vs. 50 umol.I"' (Mann-Whitney
test, p <0,05).

Zavérem této subkapitoly plnéni dil¢ich cild 2a, kterd byla zamérena na akvatické

prostfedi a aglomeracni chovani nanocastic vném, je dobré konstatovat, Zze byl vyvinut

a otestovdn novy metodicky postup testovani ekotoxicity Ag NPs a jejich aglomeratl na
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rybim embryu a vackovém plidku za pomoci modifikace stavajicich béznych testl zplisobem,
ktery je zalozen na predbézné fyzikdlné-chemické charakterizaci chovani testovaného
nanomaterialu v expozi¢nim médiu. Tento experimentdlni design byl UspéSné publikovan
v ¢asopise Environmental Science and Pollution Research [Oprsal et al., 2015]. Avsak
pravdépodobnost uvedeni vySe popsaného metodického postupu do praxe pro rutinni
testovani ekotoxicity nanomateridld na vodni organismy je velice nizkd. Dlvodem je znacna
naroc¢nost na lidské zdroje a fakt, Ze pfi vyssich koncentracich nanomateridl(i v expozi¢nim
médiu je potfeba ménit koloid za cerstvy tak rychle, Ze se to prakticky neda stihnout. Jistou
modifikaci, kterd by umozZnila realizaci navrhovaného pfistupu je automatizace pripravy
a vymény experimentalniho koloidu, nebo pfimé davkovani primarniho koloidu do

pratocného systému, v kterém by byl pokusny organismus umistén.

2.5 EXPERIMENTALNI CAST - PInéni dil¢ich cilG 2b

Jak bylo podrobnéji popséno v kapitole ,,1.1.2. Nanodastice v padach“, tendence
k aglomera¢nimu chovani je v padach jesté vétsi nez je tomu ve vodném médiu ur¢eném pro
testovani ekotoxicity. Dlvodem ktomu je fakt, Ze aglomeraci neovliviiuji pouze ionty
rozpusténé ve vodé, ale i interakce nanodastic s ¢asticemi pady. Vyzkum déle komplikuje
charakterizace nanocastic v padni matrici, ktera je tézko resitelny tkolem. Rozhodli jsme se
proto ovéfit moznost vyuZiti agarového gelu jako kultivacniho a expozi¢niho média pro
puadni organismy. Dlvodem ktomuto pocindni byla snaha o potlaceni aglomerace
nanocastic, které ovliviiuji vypovidaci hodnotu pfi testovani ekotoxicity nanomateridlQ.
DalSim dlivodem je snaha o fyzikdlné chemickou charakterizaci dispergovanych nanocastic
v matrici, kterd mdze byt pripadnou alternativou k matricim bézné pouzivanym. JelikoZ se
toxicita nanodcastic pri terestrickych experimentech pohybuje fadové vysSe nez pfi testovani
ve vodném prostredi, nebylo s vyuzitim nami pripravenych koloid{i mozné zajistit koncentraci
Ag NPs v agarovém gelu v mife, kterd by byla toxikologicky vyznamna. Z toho divodu byly
zvoleny nanocastice oxidu zinenatého (ZnO NPs), které jsou znamy svoji ekotoxicitou,

je mozné je do expozi¢niho média davkovat v toxikologicky vyznamné koncentraci a s ro¢ni
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produkci okolo 9 miliond tun [Ebin et al., 2016] tvofi potenciondlné vyznamny polutant

Zivotniho prostredi.

ExperimentdIni design ekotoxikologickych testl, testovand koncentracni rada
nanodastic (50, 100, 200, 500 a 1000 mg Zn.kg"), kultivatni médium (agar) i sloZeni
rekonstituované vody vychazi z prace [Li et al., 2011]. V ni byla testovana ekotoxicita ZnO NPs
na krouzkovci Zizale hnojni (Eisenia fetida). Rozdil oproti této praci tkvi ve zvolenych
postupech dispergace praskovych ZnO NPs v agarovém gelu. Jelikoz v citované publikaci
zvolili postup sonikace tfepané suspenze ZnO NPs v agaru, jehoz deklarovana primarni
velikost byla 3045 nm, setkdme se v publikaci se snimky z TEM zobrazujici aglomeraty
ZnO NPs velikosti desitek mikrometrd. Snaha o testovani toxicity nanocastic, ne jejich
aglomerat(, nas vedla k pokustim o dokonalejsi dispergaci a deagregaci praskovych ZnO NPs
vagarovém gelu a ovéreni velikosti aglomeratd pomoci dostupnych charakterizacnich
metod. Bez pristupu k TEM je charakterizace nanodastic v agarovém gelu slozitym ukolem.

V pfipravenych vzorcich byla tedy ovéfovana moznost vyuziti jinych mikroskopickych technik.

Prvni metodou charakterizace ZnO NPs vagaru byla mikroskopie atomarnich sil
(AFM). Ta byla uskutecnéna na pristroji Solver Pro M (NT-MDT; Rusko) pomoci sondy HA_ NC
(typickd resonanéni frekvence 185 kHz, k = 4,6 N m™). Mé&feni bylo uskuteénéno
v semikontaktnim modu nastavenym na 40 % volné oscilace. Nicméné, vzhledem k povaze
analyzovaného vzorku, kde jsou nanocastice uchyceny v mékkém agaru, se nepodarilo
pomoci této techniky ziskat o vzorku jakékoli informace. S vétSim Uspéchem byl aplikovan
skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-5500LV (JEOL, Japonsko) s rentgenovym
energiové-disperznim detektorem GRESHAM Sirius 10 (IXRF Systems, Texas). Vlastni méreni
probihalo za nizkého urychlovaciho napéti 10 kV a pripravené vzorky mély koncentraci
ZnO NPs 50 a 1000 mg Zn.kg" agaru. Pfiprava vzork( pfed analyzou spodivala v rozliti
horkého agaru s nanodasticemi mezi pripravek sestaveny zpodloznich mikroskopickych
sklicek, vysuSeni vzorku a ndsledném pozlaceni. Pri suSeni vzorkd za prostého vakua
dochdzelo k aglomeraci nanocastic, a proto byly vzorky lyofilizovany pfi teploté nizsi nez
-115 °C. Voda byla sublimovéna pfi tlaku niZz$im neZ 60 Pa po dobu 6 hodin. Mira rozpousténi
ZnO NPs vrekonstituované vodé byla zjiStovana pomoci ICP-OES na spektrometru
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Optima 2000 DV (Perkin Elmer Inc.,, USA). Priprava vzorkl spocivala v centrifugaci
pripravenych koloidnich roztokl 10 minut a 96 hodin po jejich pripravé na laboratorni
centrifuze LMC-4200R (Biosan, Loty3sko), pfi 11000 x g po dobu 30 minut. Supernatant byl
z kyvet odebran a davkovan do odmérnych banék, kde byl nafedén 2M HNO; na pozadovany

objem a dévkovéan do koncentrického zmlZovace rychlosti 3 ml.min™.

JelikozZ testy na roupicich nepatfily do standardniho protokolu testli provadénych na
oddé&leni CETA podniku VUOS a.s., kde byly realizovéany, byl chov byl opatfen z Centra pro
vyzkum toxickych latek v prostfedi (RECETOX, Masarykova univerzita Brno). Testy
ekotoxicity byly realizovany v50 ml plastovych miskach naplnénych agarem. Ten byl
pripraven z agardzy (Bacto-Agar, BD, USA), destilované vody a z vodnych roztokl soli
(0,1 mol.I" NaHCOs; 0,01 mol.I" KCl; 0,2 mol.I" CaCl,; 0,1 mol.I" MgS0,). Agar byl po rozliti do
misek sterilizovan v autoklavu pfi 120°C po dobu 30 minut a po zchladnuti na laboratorni
teplotu byly pripravené plotny ockovany roupicemi. Experimentaini vzorky byly umistény do

termobox( a (WTW TS 606 CZ/4 — Var) a inkubovany pfi teploté 20 °C.

2.5.1 Nanocastice a modelovy organismus

Testované nanoddstice byly ziskdny od spole¢nosti Bochemie Group a.s. ve formé
prasku o deklarované cistoté 99,5 %. Primér sférickych nanocastic byl vyrobcem deklarovan
na 10 nm s rozsahem 5-50 nm a nanocastice mély mit dle specifikace Sesterecnou
krystalickou strukturu, kterd odpovida zinkitu. Jejich toxicita, respektive toxicita aglomeratl
téchto nanodastic, byla testovdna na roupici Enchytraeus crypticus. Pro potrfeby testovani
ekotoxicity ZnO NPs byly zvoleny dva rozdilné zplsoby vnaseni nanocdstic do agaru s cilem
nalézt postup vedouci kco nejvySsi homogenité disperze s co nejmensim zastoupenim

aglomerovanych nanodastic ZnO.
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2.5.2 Pfiprava expozi¢nich gelt

Prvni zplsob vndSeni praskovych nanoddstic spocival vjejich kryogennim mleti
spolecné s agarem a nasledné pfipravé gelu z takto pripravené smési ZnO NPs a agaru.
Kryogenni mleti bylo uskutecnéno v mlynu SPEX SamplePrep 6970EFM Freezer/Mill
(New Jersey, USA). Do mlecich nadob bylo navdzeno odpovidajici mnozstvi suchého agaru
a ZnO NPs. Pomér agaru a praskovych nanodastic byl volen tak, aby se koncentrace ZnO NPs
v pfipravovaném agaru pohyboval vrozsahu 50, 100, 200, 500 a 1000 mg.kg". Kazda
z testovanych koncentraci byla mleta separatné. Doba predchlazeni byla 10 min, délka
mleciho cyklu 1 min, chlazeni mezi cykly 1 min, pocet cykl(i 10 a frekvence impaktoru 12 Hz.
Namletd smés byla poté prevedena do Erlenmeyerovych banék, ndsledné bylo pridano
odpovidajici mnozZstvi rekonstituované vody, agar byl za stdlého michani zahrat na 85 + 5 °C
a pri této teploté udrzovan jednu hodinu. Nasledné byl horky agar rozlit do jednotlivych

testovacich nadob, ve kterych byly provedeny testy ekotoxicity.

Dalsim zplGsobem vnaseni ZnO NPs do agaru byla prostd sonikace téchto c3stic
v rekonstituované vodé, ze které bude gel pripravovan. Priibéh dispergace nanodastic byl
sledovéan pomoci DLS na pfistroji ZetaSizer (Malvern, USA). JelikoZz ani zplsob prosté
dispergace neposkytl uspokojivé vysledky, bylo pfistoupeno k pouziti povrchové aktivni
latky, ktera by zarudila lepsi solvataci a dispergaci ZnO NPs. Nejprve bylo vybirdno vhodné
dispergacni cinidlo, které by mélo nejnizsi toxikologickou odezvu. Ztoho ddvodu byly
vynechdny organické tenzidy se znacnou toxicitou a pro potreby dispergace byly pouzity
hexametafosfore¢nan sodny (NagP¢O,s) a dekahydrat pyrofosfore¢nanu sodného

(Na,P,0,.10H,0) v koncentraci 0,02 a 0,04 hm. %.

V rdmci provadénych experimentl bylo uskute¢riovdno zobrazovani nanocastic pomoci
SEM na pfistroji JEOL JSM-7500F s energiové disperznim rentgenovym (EDX)
mikroanalyzatorem IXRF Systems (detektor GRESHAM Sirius 10). Jako podloZni material pro
pripravu vzorkl byl pouZit vysoce orientovany pyrolyticky grafit, na ktery byl metodou ,,spin

coating® pri 90 x g nakdpnut pfipraveny koloidni roztok nanodastic. Vzorky byly nasledné
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vysuSeny pomoci vakua. Aby byla zajisténa vodivost, nasledné byly vzorky pozlaceny. Z toho

dlvodu byl pri v§ech EDX analyzach zaznamenan intenzivni pas zlata.

Pro potreby srovnani experimentdlné zjisténych hodnot ekotoxicity pro nanocastice
ZnO s toxicitou rozpusténého Zn*', byla pfipravena fada experimentalnich agar( s totoZnou
koncentra¢ni Zn** jako byla koncentrace Zn v nasledné pouzité koncentraéni fadé ZnO NPs,
tedy 50, 100, 200, 500 a 1000 mg Zn.kg"'agaru. Jako ve vodé rozpustna sl byl pouzit ZnCl,

(Penta, CR), ktery byl rozpustén v rekonstituované vodg, ze které byl agar pfipraven.

Experimentdlni vzorky pfipravované sonikaci ZnO NPs byly pripraveny tak, Ze
z celkového objemu rekonstituované vody potrebné na pripravu agaru byly 2/5 pouzity na
pfipravu disperze. Do tohoto objemu vody byla prfevedena navazka disperga¢niho cinidla
(Na4P,0,.10H,0) a po jeho rozpusténi i odpovidajici mnoZstvi ZnO NPs. Disperze byla
ultrazvukovdna v lazni Bandelin (Sonorex, Némecko). Do Erlenmeyerovych banék bylo
navazeno odpovidajici mnozstvi agaru, dispergacniho cinidla a nasledné zbyvajici mnoZstvi
destilované vody. Pyrofosfore¢nan byl pfidan i do kontrolni skupiny, aby byla zajisténa
objektivita vysledkd, v obou pripadech se jeho mnoZstvi rovnd 0,02 % hm. Agar byl za
energického michani zahrat k 85 + 5 °C a po 45 minutdch od dosazeni této teploty byla do
takto vzniklého koloidu béhem 15 minut prikapana disperze ZnO NPs. Pfi testovani
ekotoxicity byly roupice vystaveny pulsobeni ZnO NPs vkoncentracnim rozsahu
50, 100, 200, 500 a 1000 mg Zn.kg" agaru po dobu 96 hodin a byly pouZity Petriho misky
naplnéné 50 ml testovaciho agaru. Sledovanym toxikologickym endpointem byla korigovana
mortalita, tedy procentudlni imrtnost téchto krouzkovcl ve srovnani s kontrolni skupinou.
Kazdy experiment byl proveden ve trfech replikdch. Testovacinadoby byly béhem testu
umistény vtermoboxu pfi teploté 20 °C vetmé. Po 96 hodindch byl zjistén pocet

zivych roupic a jedinci, ktefi nereagovali na mechanickou stimulaci, byli povazovani za mrtvé.
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2.6 VYSLEDKOVA CAST - PInéni dil¢ich cild 2b

2.6.1 Charakterizace nanocastic

2.6.1.1  DLS analyza vodnych disperzi ZnO NPs
Jelikoz byl experiment primarné zameéfen na pripravu expozi¢niho média do

ekotoxikologického experimentu, bylo nejprve pristoupeno k testovani moznosti dispergace
ZnO NPs pouhou ultrazvukaci michaného koloidu bez pridavkd jakychkoliv dispergacnich
cinidel, ¢i smacedel, kterd by mohla ovlivnit vysledky test( toxicity. Vodné disperze ZnO NPs
o koncentracich 50 a 1000 mg Zn.I" byly umistény na dvé hodiny do ultrazvukové 1azn&
a vzorky pro analyzu distribuce velikosti ¢astic byly odebirany v 15 minutovém intervalu. Bylo
zjiSténo, Ze delSi doba sonikace vede ke zmenseni velikosti aglomeratd do doby 45 minut. Po

v v/

uplynuti této doby nebylo jiZz pozorovano vyrazné klesani Dy aglomeratl ZnO. Jak je patrné

koncentraci (50 mg.I") po 45 minutové sonikaci sahal k mikronové velikosti, u koncentrace

1000 mg.I" to bylo 3,5 um.
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Obrazek 19: Znazornéni distribuce velikosti ¢astic vodné disperze ZnO NPs o koncentraci 50 mg.I" (A) a 1000 mg.I" (B) Zn

Po 45 minutové sonikaci.

ev v/

Déle byly analyzovany koloidy s prfidavkem disperganttl. Pyrofosfore¢nan poskytoval
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hodnoty hydrodynamického priméru &astic po 45 minutové sonikaci (164,6 nm pro
koncentraci 50 mg.I" a 239,8 nm pro 1000 mg.I", viz Obr. 20). Na zdkladé vy3e uvedenych
vysledkd byl pro pfipravu disperze expozi¢niho média pouzit Na,P,0,.10H,0 jako 0,02%

roztok a disperze byla za michani ultrazvukovana 45 minut.
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Obrazek 20: Znazornéni distribuce velikosti ¢astic vodné disperze ZnO NPs o koncentraci 50 mg.I" (A) a 1000 mg.I" (B) Zn

po 45 minutové sonikaci v pritomnosti dispergacniho ¢inidla (0,02% Na,P,0,.10H,0).

2.6.1.2 SEM analyza agarovych gelti s pfidavkem ZnO NPs

Pro ucely charakterizace nanocastic v pripravenych vzorcich agaru bylo ovérfovano
vyuziti mikroskopickych technik. K charakterizaci nanocastic v pfipraveném agaru pouZita
skenovaci elektronova mikroskopie a s vyuzitim této techniky jiz bylo moZno vzorky popsat
a vzdjemné porovnat. Na snimcich bylo zjisténo, Ze pouZiti pyrofosforecnanu jako
dispergatoru bylo ucelné a vedlo ke zmenseni velikosti aglomerdt. SEM snimky ze vzorkd,
které byly prfipraveny pomoci kryogenniho mleti praskovych nanodastic s agarem
o koncentracich 1000 a 50 mg Zn na kilogram agaru jsou zobrazeny na Obr. 21 A, B. Vzorky
které byly pripraveny zvodné suspenze dispergovanych ZnO NPs reprezentuji vzorky
o totoznych koncentracich, tedy o koncentracich 1000 a 50 mg Zn na kilogram agaru a jsou
zobrazeny na Obr. 21 C a D. Ve vzorku agaru s koncentraci nanocastic

1000 mg Zn.kg" pfipravené kryogennim mletim byly zaznamendny aglomeraty o velikosti
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1 - 10 pum, ve vzorku s koncentraci nano¢astic 50 mg Zn.kg" agaru nebyly aglomeraty
pozorovany az do urovné rozliSovaci schopnosti pristroje (100 nm). Jak je patrné ze SEM
snimkd vzorkl (C a D) pripravenych z dispergovanych koloidl, vzorky neobsahuji ¢astice
oznacené 1 tedy aglomeraty velikosti okolo 10 pm. To znaci vyssi miru dispergace ZnO NPs za
pomoci pyrofosfore¢nanu v porovnani skryogennim mletim. Stejné jako v predeslém
pfipadé, ve vzorku s koncentraci nanolastic 50 mg Zn.kg' agaru nebyly aglomerdty

pozorovany az do Urovné rozliSovaci schopnosti pristroje (100 nm).

2.6.1.3 ED XRF analyza agarovych gelti s pfidavkem ZnO NPs

Z ddvodu ujisténi se o skutecnosti, Ze pozorované aglomeraty jsou nanocastice ZnO,
byla provedena analyza spekter energiové disperzni rentgenové fluorescence (ED XRF), ¢imz
bylo zkoumano chemického sloZeni jednotlivych objektl a ovérovdna pritomnost zinku
v Utvarech na povrchu vzorku. Na SEM snimku je moZné od sebe rozlisit Ctyri typy objekt(
s rGiznymi poméry intenzit ¢ar zinku k uhliku (Zn/C). | kdyZ se od sebe objekty oznacené 1a 2
vyznamné lisi ve velikosti, pomér intenzity Zn/C je priblizné 3 pro oba. To znamen3, Ze tyto
objekty obsahuji vysoké koncentrace Zn a proto mlzou byt popsany jako velky a maly
aglomerdt ZnO NPs. Pomér intenzity Zn/C pro objekty oznacené 3 a 4 bylo kolem 1/3,
coz naznacuje mozné rozpousténi ZnO NPs do agarové matrice, pripadné dokonalou
dispergaci praskovych nanocastic az pod rozliSovaci moznosti techniky. Objekty oznacené 3
jsou s nejvétsi pravdépodobnosti bubliny, které maji odliSnou intenzitu signalu od hladkého
povrchu agaru, ktery je oznacen 4. To je pfimym duisledkem rozdilné topologie povrchu,
ktery byl modifikovan pfi pfipravé vzorku, pfi odtrhavani vzorku z podloZzniho skla na kterém

byl pripravovdan. Nejsou tedy dlisledkem zmén v chemickém sloZeni.
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Obréazek 21: Snimky agarového gelu s obsahem ZnO NPs pofizené za pomoci SEM. Utvary oznaéené 1 odpovidaji

aglomeratdm o velikosti 10 um, 2 jsou aglomeraty pod 1 um. Objekt 3 byl detekovan jako bublina, 4 je hladky povrch agaru.
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Obrazek 22: Vystup z ED XRF analyzy vzorkd agaru s NPs. (A) velky aglomerat oznaceny 1, (B) maly aglomerat oznaceny 2,

(€) bublina v agarovém gelu oznacena na fotografiich 3 a (D) je plocha volna plocha agaru bez aglomeratd a bublin

2.6.1.4 ICP-OES analyza kapalné frakce ziskané z agarovych gelii s pfidavkem ZnO NPs

Aby byl kvantifikovén pFispévek Zn** uvoln&ného z nanodastic k celkové toxicité ZnO
NPs, pred samotnym testovanim toxicity nanocdastic, bylo pfistoupeno k zjisténi mnoZzstvi
rozpusténého kationtu v expozi¢nim médiu 10 minut po jeho pfipravé a také 96 hodin poté
v obou typech experimentdalniho usporadani. Zavislost miry uvolnéného iontu na koncentraci
NPs je graficky zpracovédna v grafu 14. Koncentrace Zn** se ve vzorcich pfipravovanych
kryogennim mletim 10 minut po pfipravé pohybovala mezi 2,2 a 8,1 mg.I" a po 96 hodinéch
mezi 2,9 a 6,8 mg.I". Vtomto pfipadé se koncentrace uvolnéného Zn** zvy3uje s rostouci

koncentraci ZnO NPs. Tento trend neni pozorovan u vzork( pripravovanych za pomoci
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dispergacniho cinidla ani 10 min po pfipravé vzorkl, kdy se hodnoty pohybovaly mezi
17,7 @ 20,3 mg.I", ani po 96 hodinach, kdy byly v rozmezi 15,3 aZ 19,2 mg.I". V tomto pfipadé
vysledky nekoreluji se zvy3ujici se koncentraci ZnO NPs v koloidech (50 - 1000 mg.I")
a potvrzuji tezi, Ze rozpousténi nanocastic je funkci jejich velikosti [Franklin et al., 2007].

v

Z grafu 14 plyne, Ze z &3stic, které byly Iépe dispergovény, bylo uvolné&né vétsi mnoZstvi Zn*".
Nejvétsi mnozstvi bylo uvolnéno v koncentraci nejnizsi, kde bylo dosazeno dle DLS nejvyssi
miry dispergace a nejmensiho priméru distribuce velikosti c¢astic. Da se tedy fici,
ze aglomerace nanodastic snizuje miru rozpousténi, coz je vsouladu spozorovanimi
publikovanymi v praci [Li et al., 2011]. Jak je uvedeno v nasledujici kapitole, koncentrace
uvolnéného Zn* pohybuje hluboce pod nami zjisténou hodnotou

ECso (37,2 mg Zn".kg" agaru) a tak je moZné pfispévek Zn** k celkové toxicité ZnO NPs zcela

zanedbat.
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Graf 14: Mira rozpousténi ZnO NPs béhem testovani ekotoxicity u vzorkd pripravenych kryogennim mletim (A) a za
pomoci dispergace ultrazvukem s pouzitim pyrofosfore¢nanu (B) méreno po 10 minutach od pfipravy a po 96 hodinach.
Koncentrace je méfena v supernatantu vzniklém centrifugaci koloidd. Use¢ky predstavuji standardni odchylku od stFedni

hodnoty.
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2.6.2 Test toxicity Zn**

Po kvantifikaci miry uvolfiovani Zn** z ZnO NPs bylo dal$im krokem provedeni test(
ekotoxicity Zn®*. Ktestovani toxicity zine¢natého kationtu bylo pFistoupeno zddvodu
absence relevantnich informaci o toxicit€, ¢i ekotoxicité ZnO pro krouzkovce obecné. Rozdily
bélavou (Enchytraeus albidus) je 72,6 mg Zn na kilogram suché ptidy [Novais et al., 2012] aZ po
hodnotu 1598 mg Zn na kilogram suché pudy v praci [Spurgeon et al., 1997]. | kdyZ patfi
Enchytraeus crypticus v toxikologii kbéZzné vyuZivanym modelovym organismdm
[Roelofs et al., 2016], je v dostupné odborné literature pomérné obtizné nalézt dostatek
relevantnich informaci o toxickych ucincich zine¢natého kationtu pro E. crypticus. Napriklad v
praci [Posthuma et al., 1997] byly akutni a chronické G¢inky Zn*" testovany v artificialni ptdé.
Hodnota LCs, byla vypoétena na 336 mg Zn’"kg' suché plGdy a hodnota
EC50 118 mg Zn*".kg" suché pldy. V préci [Lock and Janssen, 2003] byla testovana toxicita
Zn** na vodni roupice E. variegatus a vtéto praci prezentovana hodnota LCs, Cinila
2,984 mg.l" expozi¢niho média. Publikované hodnoty ECy, pro E. crypticus ziskané pfi
testovani v artificidlni p4dé a ndmi zjist&né hodnoty z testl v agaru se lisi rddové, jak je
patrné z tabulky 11, kterd shrnuje dostupné publikované udaje testovéni toxicit Zn** na

pudnich organismech.

Tabulka 10: Shrnuti dostupnych dat testovani toxickych u¢inkd Zn2+ na ptadni organismy.

Modelovy
] LGy, EC,, Autofi
organismus
Eisenia fetida 1340 705 [Lock and Janssen, 2003]
Eisenia fetida 662 - [Castro-Ferreira et al., 2012]
Eisenia fetida 1598 234 [Spurgeon et al., 1997]
Folsomia candida - 391 [Lock and Janssen, 2003]
Folsomia candida - 487 [Smit and Van Gestel, 1998]
Folsomia candida - 900 [Sandifer and Hopkin, 1997]
Enchytraeus albidus 72,6 35 [Novais et al., 2011]
Enchytraeus albidus 603 271 [Lock and Janssen, 2003]
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Pri prvotnich experimentech byla po 96 hodinach expozice pozorovana jista mortalita
v kontrolni skupiné, kterd vsak neprevySovala hodnotu 20 %. JelikoZz byla tato mortalita
pozorovana pouze v pripadé testovani toxicity zine¢natého kationtu a v dalSich testech ne,
tato zvySend mortalita v kontrolni skupiné mize byt pripisovéna nejen nedostatecné dlouhé
aklimatizacni dobé pred zapocetim testovani, ale i pocatecni neodborné manipulaci s jedinci.
Data, kterd byla pri testovani toxicit ziskdna, byla zpracovdna pomoci fitovdni metodou

nelinedrni regrese a k vypoctu hodnot EC50 byl pouZit Boltzmannlv model (rovnice 7).

_ (Ymax B Ymin)
Yy=Ymint—p—x

1+e P2

Rovnice 7

Parametr y pfedstavuje korigovanou mortalitu, x je logaritmem koncentrace Zn™,
P1 je inflexni bod kfivky davka - G¢inek (EC50) a parametr P2 je smérnici dané krivky.
V pripadé testovani toxicity zine¢natého kationtu uvolnéného z jeho chloridu byl pozorovan
sigmoidni prabéh kfivky (graf 15) a hodnota ECs, byla vypoctena na 37,2 mg Zn*".kg" agaru.
Tato ndmi zjisténd a publikovand hodnota [Hrda et al., 2016] a hodnoty publikované se lisi
rddové. PouZitim agaru, jako expozi¢niho média namisto pddy, mohlo dojit k vylouceni

interakci Zn** se slozkami plidy a tim i zvy3eni jeho biologické dostupnosti.

2.6.3 Testy toxicity ZnO NPs

Zjisténé hodnoty mortality pri testu ZnO NPs vagaru pripraveném pomoci
kryogenniho mleti se pohybuji v rozmezi 29-34 % a ani v nejvyssi testované koncentraci
(1000 mg Zn.kg" agaru) nebyla pozorovéna 100 % mortalita jedincg, z toho divodu nebylo
mozné zkonstruovat krivku davka-ucinek, ze které by bylo mozné urcit hodnotu EC50.
Hodnoty jsou charakteristické vysokym rozptylem a stfedni hodnoty dmrtnosti nevykazuji
Zadny, na celkové koncentraci ZnO NPs zavisly trend. Vysoky rozptyl hodnot dmrtnosti mize
byt zplsoben kombinovanym efektem heterogenniho rozlozZeni toxické formy zinku

a unikového chovéni organismd. Roupice, podobné jako jiné pldni organismy, se vyznacuji
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schopnosti tzv. unikového chovéni, ¢ehoz je v pldnich ekotoxikologickych testech hojné
vyuZivano pfi testovani toxicity chemikdlii. Nicméné, béhem testld se jedinci nachazel
v jednotlivych opakovanich na rlznych mistech bez jakékoli pravidelnosti, nahodile na
vickach testovacich nadob, na sténach a pouze ve velmi malé mife zavrtané v agaru ¢i na jeho
povrchu bez ohledu na testovanou koncentraci ZnO NPs. Vysledky ziskané pfi testovani
toxicity nanocdstic na vzorcich pripravenych z dispergovanych koloidl se zasadné liSily od
vysledkll z predchoziho experimentu. Zatimco u prvniho postupu bylo pozorovano
nepredvidatelné Unikové chovani, béhem téchto experimentl se roupice nachdazely ve
vétsiné pripadd zavrtané v agaru, pfipadné na jeho povrchu. Jak je patrné zgrafu 15,
umrtnost roupic se v jednotlivych opakovanich lisi jen velmi madlo, coZ mlzZe byt vysledkem
vyrazné lepsiho rozptyleni nanoclastic v agarovém gelu. Postup preddispergace nanocastic
do expozi¢niho média vedl k uzsi distribuci velikosti ¢astic s podstatné nizsi primérnou
velikosti ¢astic a tato skutecnost se odrdzi v monotdnné rostouci kiivce davka - ucinek, ktera
se pohybovala od 0 do 66,7%, av3ak ani pfi tomto designu experimentl nebyla pozorovana
100% umrtnost v Zadné z testovanych koncentraci a tak je i vtomto pripadé nemoziné
vypodist hodnotu EC50. Trendové chovani krivky davka - G¢inek m(iZe byt vysledkem prijmu

|épe dispergovanych ¢astic pozitim, které ve své praci popisuje [Li et al., 2011].

Z uvedeného grafu 15 je patrné, Ze toxicita oxidu zine¢natého vneseného do média ve
formé nanodastic je podstatné nizsi, nez je toxicita zinecnatého kationtu. Vzhledem k
vysledkim predchozich experimentld je tedy moZné predpoklddat, Ze v nasich
experimentech byla pozorovana toxicita vyvolana zejména dispergovanymi nanocasticemi
ZnO, pfipadné Zn*" ionty uvolnénymi prevazné z povrchu téchto neaglomerovanych
nanocastic do jejich nejblizsiho okoli, nikoli vSak do agarové matrice, coz bylo ovéreno

experimenty rozpousténi nanocastic.
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Graf 15: Logaritmické vyjadreni korigované mortality roupice E. crypticus po 96 hodinové expozici v agaru. ZnO NPs Kryo
popisuje experiment, ve kterém byly nanodastice do agaru dispergovany pomoci kryogenniho mleti. ZnO NPs koloid

oznacuje experiment, pri némz byly nanocastice dispergovany do agaru ve formé koloidniho roztoku.

Zavérem kapitoly je mozné konstatovat, ze pri kratkodobych testech toxicity
nanoddstic na paddnich a sedimentarnich organismech Ize agaru jako expozi¢niho média
s Uspéchem vyuZit, avSak nase prace [Hrda et al., 2016] a publikace [Li et al., 2011] jsou zatim
jedinymi dostupnymi zdroji informaci o testovani toxicity nanocastic v agaru. Zplsob vnaseni
nanodastic do agarového gelu ma zasadni vliv na kone¢nou velikost aglomerat( i distribuci
velikosti ¢3astic v pripravovanych gelech. Pri pripravé gell za pomoci kryogenniho mleti ¢astic
s praskovym agarem bylo ve vysledném gelu obsazeno mnozstvi velkych aglomeratd ZnO
NPs a nepredvidatelné Unikové chovani béhem testd i vysoky rozptyl hodnot Umrtnosti
naznacuje, ze tento postup nevede k zadané disperzi nanodastic vagaru a ztakto
koncipovaného experimentu neni mozno odhadnout, natoz statisticky vyhodnotit toxicitu
nanodastic. Vkontrastu stim postup, ktery zplsobil dokonalejsi dispergaci nanocastic
a snizeni primérné velikosti aglomerat poskytl relevantnéjsi vysledky. | kdyz ani v tomto
pripadé€ nebylo mozné vypocist hodnotu EC50, bylo jiZ mozno pozorovat vztah mezi davkou

ZnO NPs a mortalitou jedincl. Ze ziskanych vysledkd je moZné konstatovat, Ze toxicita ZnO

NPs je v porovndni s toxicitou Zn** nizsi. Ke stejnému vysledku dosla i studie provedend na
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chvostoskoku Folsomia candida provedenad v artificidlni padé [Kool et al., 2011], ¢i studie na
Zizale hnojni v pfirozené pldé [Garcia-Goméz et al., 2014]. Velice pravdépodobnou pfi¢inou
tohoto jevu je interakce nanodastic a jejich aglomeratd se slozkami matrice, vniz je

ekotoxikologicky experiment provadén.

2.7 EXPERIMENTALNI CAST - PInéni dil¢ich cilG 3

DalSim z parametrd, které vyjma aglomerace ¢i rozpousténi nanocastic vyznamné
ovliviiuji jejich toxicitu, je zména jejich chemického sloZeni v pribéhu jejich cesty
ekosystémem. Interakce nanodastic se slozkami Zivotniho prostredi ¢asto vede k adsorpci
latek na jejich povrchu, zméné jejich povrchové kompozice nebo naboje
[Meesters et al., 2016]. V pripadé Ag NPs je ve vodném prostredi s nizkym obsahem chloridd
nejcasté&jsim zplsobem transformace vznik vrstvy Ag,S okolo nanodastic a vznik core-shell
nanosystému Ag@Ag,S NPs [Levard et al., 2011]. Tento proces jsme se rozhodli modelovat
v laboratornich podminkach tak, ze byly dastice Ag NPs pfipravené redukci glukdzou
sulfidizovany, ndsledné charakterizovdny a bylo ovéreno jejich chovani v destilované vodg,
zivnych a expozic¢nich médiich. JelikozZ se jedna o Castice, s nimiz byly uskutecnény testy jejich
toxicity na hrotnatce, daniu a kaprovi, zptsob pripravy Ag NPs i vyuzivana charakteriza¢ni
technika je shodnd a to i pro environmentdIné relevantné pozménéné ¢astice Ag@Ag,S NPs.
Abychom zjistili, zda je néjaky rozdil v toxicité pdvodnich a modifikovanych nanocastic, byly
provedeny nejen porovnavaci testy cytotoxicity, ale vramci plnéni cile 3 byly provedeny
i testy ke zjisténi schopnosti pripravenych nanodastic prostupovat skrz bunécné membrany,
zachytdvat se vbunécném cytosolu a nasledné interagovat s ddlezitymi bunécnymi
organelami. VSechny tyto studie byly provedeny na bunécné kulture stfevniho epitelu
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), které patfili do standardni baterie test(

ekotoxicity na pracovisti, kde byly testy realizovéany (EAWAG, Svycarsko).
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2.7.1 Syntéza Ag@Ag,S NPs

Core — shell systém Ag@Ag.S byl syntetizovdn jako soustava, kde Ag komponenta
vystupuje jako jadro, které je uzavrfeno ve slupce z Ag,S. Stfibrné nanocastice, ze kterych byla
syntéza uskutecnéna, byly pfipraveny postupem na mokré cesté. Jednalo se o (dstice
redukované glukézou. Tento postup produkoval ze vSech pouzitych syntéznich cest koloid
s neuzsi distribuci velikosti Castic a zaroven se jednalo o reduk<ni Cinidlo s nejmensSimi
toxikologickymi dopady ze vSech testovanych. Nasledna sulfidace probihala modifikovanym
postupem, ktery vychdazel z prace [Levard et al., 2012]. Modifikace spocivala v pouziti jiného
stabiliza¢niho agens nanocdastic bé&hem sulfidace, jelikoZz v Levardové praci pouzity
polyvinylpyrrolidon (PVP) nevykazoval pri syntéze dostatecnou schopnost udrzet agregatni
stabilitu zpracovdvaného stfibrného koloidu a Ag NPs bé&hem sulfidizace aglomerovaly
v mikronové shluky. Jako nejvhodnéjsi stabilizacni agens pro syntézu Ag@Ag.S NPs byl
zvolen dodecylsiran sodny (SDS), ktery zabezpecil srovnatelné vysledky hydrodynamickych
primérd ¢astic s obdobnou polydisperzitou a rozloZzenim velikosti aglomeratd pfi tfech po
sobé jdoucich replikdch syntézy (Obr. 23). Nevyhodou uziti SDS jako stabiliza¢niho ¢inidla je
nutnost jeho odstranéni, cehoz bylo dosazeno opakovanou centrifugaci a promytim

stabilizovanych nanocastic demineralizovanou vodou.
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Results

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z.Average (d.nm): 48,35 Peak 1: 89,12 96,9 107.4
Pdl: 0,367 Peak 2: 3964 3.1 1095
Intercept: 0,854 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

— Record 492: Ag2SNPs 1 Record 496: Ag2SNPs 2 Record 500: Ag25NPs 3

Obrazek 23: Vysledky z méreni hydrodynamického priiméru tfi syntetizovanych Sarzi Ag@ Ag,S NPs. Z nich je patrné, Ze

syntéza nanocastic je reprodukovatelna.

Ag@AEg,S NPs byly pripraveny sulfidaci pripravenych Ag NPs pomoci vodného roztoku
sulfidu sodného. Nejprve byl pfipraven roztok 1 mol.l" Ag NPs, ktery obsahoval
0,1 mol.I" dusi¢nanu sodného a 0,001 mol.I" SDS. NaNO; vystupuje pfi této reakci jako
elektrolyt, ktery umozZnuje prenos elektrond béhem prvniho kroku sulfidace, kterym je
oxidace vzdusnym kyslikem rozpuSténym ve vodé. Do takto pfipraveného koloidniho
roztoku Ag NPs byl za stalého michani na magnetickém michadle po kapkach prikapano
10 ml 0,1 mol.I" roztoku sulfidu sodného a reakéni smés byla ponechdna michat po dobu
24 hodin. Po sulfidizaci byly nanoddstice promyty demineralizovanou vodou a findlné
zakoncentrovany pomoci centrifugace, ¢imZz byly odstranény vSechny nezreagované

chemikalie.
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2.7.2 Testy toxicity

2.7.2.1.1  Cytotoxicita

Pro experimenty, jejichz cilem bylo studovat cytotoxicitu a mechanismus prestupu
NPs pres strevni sténu ryb, byly jako modelovy organismus pouzily buriky stfevniho epitelu
pstruha duhového (RTgutGC), jez byly soudasti baterie ekotoxikologickych testl ve
vyzkumném uUstavu Eawag (Svycarsko), kde byly testy uskute¢nény. Kultura byla kultivovana
v 75 cm’ kultiva¢nich nddobdach (TPP, Svycarsko) v kompletnim Lebowitzové médiu L-15/FBS
pfi teploté 19°C a normalni atmosfére. Médium L-15/FBS bylo ménéno kazdy tyden. Buriky,
které dosahly konfluence, byly trypsinizovany a rekultivovdany v poméru 1:3

[Geppert et al., 2016].

Testy bunécné toxicity nanocastic byly provedeny v 24 jamkovych mikrotitracnich
destickach pro tkariové kultury. Do kazdé jedné jamky bylo vyseto 150000 bunék RTgutGC
v 1 ml média L-15/FBS a takto byly buriky ponechany v inkubatoru 48 hodin. Jelikoz byly buriky
ziskany desintegraci, je tfeba je nechat pfilnout k podkladu a teprve poté je mozné provést
testy cytotoxicity. RTgutGC jsou adherentni buriky a maji tendenci se pfilnout na dno misky
vijedné vrstvé a vytvofit tak bunécnou monovrstvu. Po uplynuti 48 hodin, kdy doslo
k prichyceni bunék ke dnu jamky a vytvoreni monovrstvy buné¢ného epitelu, bylo mozno na
buriky ddvkovat koloidni roztoky nanodastic v koncentra¢ni rfadé a zvysledkl vypodist
hodnoty EC50 pro jednotlivé organely v burice. Testy cytotoxicity byly vyhodnocovany
spektrofotometricky. Tato metoda je zaloZzena na interakci fluorescentnich barviv
s prislusnymi bunécnymi organelami. Barvivo AlamarBlue (AB) bylo pouZito pro stanoveni
miry poklesu bunécné aktivity. Jedna se o komercné dostupny roztok barviva resazurinu
[O'Brien et al., 2000]. Resazurin vnikd skrz bunéfnou membrdnu do cytosolu ve své
nefluorescentni formé a zde je, diky mitochondridini aktivité, konvertovdn mikrozomalnimi,

¢i cytoplazmatickymi oxidoreduktazami, na fluorescentni produkt resofurin (Obr. 24).

111



O

| .
N N
|
- NN -
O 0] (o] 0] (o] \O
Na

.
Na
Resazurin Resofurin

Obrazek 24: Pfeména nefluorescentniho resazurinu na fluorescentni resofurin, ktery je konvertovan mikrozomalnimi, ¢i

cytoplazmatickymi oxidoreduktazami v burice.

Acetoxymethylester-5-karboxyfluorescein diacetatu (CFDA-AM) je fluorescentni
barvivo, které bylo vyuzito pro méfeni integrity bunécné membrany. Po kontaktu s burikou
velice rychle difunduje skrz membrdnu do cytosolu, kde je konvertovdan pomoci
nespecifickych esterdz plazmatické membrany na 5-karboxyfluorescein (Obr. 25).
Z neporusenych bunék tento produkt redukce difunduje jen velmi obtizné a proto pokles
fluorescence  CFDA-AM  indikuje  poruSeni  integrity = plazmatické = membrany

(Schirmer, 1998 #314).
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Acetoxymetylester-5-koboxyfluorescein diacetat 5-karboxyfluorescein

Obrazek 25: Konverze acetoxymethylester-5-karboxyfluorescein diacetatu na 5-karboxyfluorescein pomoci bunécnych

esteraz plazmatické membrany.
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NeutralRed (NR) je barvivo stejné tridy jako methylenovd modrf a v bunécné
toxikologii je hojné€ vyuzivano ke stanoveni miry poruseni integrity lysozomalni membrany.
JelikoZz v porovnani s ostatnimi pouzitymi barvivy difunduje do buriky pomalu, je nutné
prodlouzit dobu expozice bunék az na 2 hodiny. Toto barvivo se akumuluje v lysozomech,
jejichz silné kyselé pH zplsobi protonaci dusikd fenazinového cyklu v polohdch 5 a 10
(Obr. 26). Tim zrusi aromaticitu celého systému. Poskozeni lysozomd tedy primo ovlivriuje

pokles fluorescence NR [Borenfreund and Puerner, 1985].
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Obrazek 26: Protonace barviva NeutralRed a vznik nefluorescentniho produktu

Protokol pro testy cytotoxicity vychazel z praci [Schirmer et al., 1997, Schirmer et al., 1998]
a byl modifikovan tak, aby bylo moZno jej pouzit pro koloidni roztoky nanocastic. Testy
cytotoxicity nanoddastic byly provedeny v 24 jamkovych mikrotitracnich destickach pro
tkanové kultury. Do kazdé jedné jamky bylo vyseto 150000 bunék RTgutGC v 1 ml média
L-15/FBS a takto byly buriky ponechany v inkubatoru 48 hodin. Pred zapocetim expozice
bunék nanodcasticim bylo kultivaéni médium L-15/FBS odstranéno a buriky byly dvakrat omyty
1 ml expozi¢niho média L-15/ex. Nasledné byly burky inkubovdny po dobu 24 hodin
v 1 ml média L-15/ex, které obsahovalo pfislusnou koncentraci Ag NPs a nebo Ag@Ag,S NPs.
Po uplynuti inkubacni doby byly buriky dvakrat oplachnuty L-15/ex a takto pripraveny material
byl podroben baterii testd cytotoxicity. Za toxikologické endpointy byla zvolena metabolickd
aktivita bungk, integrita jejich bunéné membrany a integrita lysozomalni membrany,
coz jsou v soucasnosti hojné vyuZivané markery toxicity nanocastic [Yue et al., 2015]. Testy
cytotoxicity byly vyhodnocovany fotometricky a vysledek je vyjadren jako procento bunéc¢né
vitality v porovnani skontrolni skupinou. Monovrstva bunék byla dvakrat oplachnuta

1 ml PBS a nasledné inkubovdna 30 minut s400 pL roztoku PBS obsahujicim 5% AB
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a 4 pmoll CFDA-AM. Po uplynuti doby inkubace byla mérena fluorescence
(Aex = 530 NM, Aem = 595 NM pro AB; Aex = 493 NM, Aem = 541 NM pro CFDA-AM). Buriky byly
oplachnuty 1 ml PBS a nasledné inkubovany 1 hodinu v 400 pl roztoku PBS obsahujiciho
1% NR. FindIni koncentrace NR v roztoku byla 50 pg.ml”. Po inkubaci byly buriky opldchnuty
1 ml PBS a po dobu 10 minut tfepany v extrakénim cinidle pro NR (50% ethanol, 49% H,O,
1% kyselina octova). Fluorescence byla mérena pri vinovych délkdch A, = 530 nm
a Aem = 645 nm. Veskeré testy cytotoxicity jsou vyhodnoceny jako procenta Zivotaschopnosti
v porovnani s kontrolni skupinou, kterou tvorily buriky inkubované dle totozného scénare

bez pridavkd nanodastic.

2.7.2.1.2 Akumulace a prostup

Vyzkum transepitelidiniho transportu a zachytu NPs uvnitf cytosolu burky byl
proveden vjiném experimentdlnim usporadani, nez tomu bylo v pripadé testovani
cytotoxicity. Bunécnd kultura RTgutGC muZe byt slspéchem péstovdna nejen na dné
mikrotitracnich jamek, ale burfiky mohou byt UspéSné péstovdny v monovrstvé na
semipermeabilnich membranach, které jim slouzi jako mechanicka podpora. Timto
experimentalni usporadanim je umoznéna in vivo studie nejen hromadéni nanocastic na
povrchu a uvnitf bunék, ale diky tomuto usporadani je mozné simulovat prostup nanodastic
(nebo kovovych iontl) skrz strevni bariéru do vnitfniho prostredi organismu. Bazolateralni
(spodni) ¢ast mikroaparatury byla naplnéna 1 ml média L-15/FBS a pred zapocetim test( byly
buriky ponechdny rdst alespori 3 tydny v inkubatoru pri teploté 19°C, dokud nebylo dosaZzeno
konfluence. Integrita bunécného epitelu byla sledovdana pomoci méreni transepitelialniho
elektrického odporu (TEER), mezi elektrodami E1 a E2 (Obr. 27), pomoci volt-ohm metru
EVOM v kombinaci s Endohm-6 méf¥ici celou (World Precision Instruments, Berlin, Némecko).
TEER bunék RTgutGC byl vypocten jako rozdil hodnot méreni mikroaparatur s bunécnou

kulturou a bez ni.
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Obrazek 27: Schématické znazornéni aparatury pro méreni transepitelialniho elektrického odporu bunék.

Pro testy absorpce a prostupu nanoclastic skrz epitel byly buriky po dosaZeni
konfluence v kultivacnich ndadobdch trypsinizovany, spocitdny a vysety v hustoté
62500 bunék.cm® v300 pl média L-15/FBS na mikroporézni prepazku apikalni &asti
mikroaparatury, ktera je znazornéna na Obr. 28 A. Bazolaterdlni ¢ast této mikroaparatury
byla naplnéna 1 ml L-15/FBS a buriky byly vtomto usporadani ponechdny rlist po dobu
alespon 3 tydn(, do té doby, neZ bylo dosazeno dokonalé konfluence frity. Kapalné médium
bylo ménéno v obou ¢astech mikroaparatury jednou za tyden, coz je dostatecnd frekvence
vymény k zajisténi optimdlniho rlstu bunék a zachovani jejich dostatecné metabolické
aktivity. Jako kontrola byl pouzit stejny experimentalni setup (Obr. 28 B) jako v pripadé
buné¢né kultivace, avsak na frity apikalni ¢asti mikroaparatury nebyly RTgutGC vysazeny.

Apikdlni ¢ast obsahovala 300 pl L-15/FBS a bazolateralni 1 ml L-15/FBS.

RTgutGC Bez bunék

A B

APkt 5 Apikalni st

Buriky Membrana

Bazolaterdlni &dst Bazolaterdini ¢ast

Obrazek 28: Nakres mikroaparatury urcené pro vyzkum zachytu a transportu nanodastic skrz bunécny epitel do vnitfniho

prostredi organismu. A — ¢ast experimentalni, B — ¢ast kontrolni
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Pred zapocletim testu transepitelidiniho transportu a zachytu NPs burnkou byla
odstranéna média, v kterych byly buriky kultivovany a z apikalni i bazolateralni ¢asti byly
dvakrat omyty 300 pL média L-15/ex. Ndsledné byly buriky inkubovany po dobu 24 hodin
v 300 pL L-15/ex o obsahu 1 mg.I" NPs. Experiment byl proveden pfi 19 ° C a pfi 4 ° C pro
kontrolu energetické zavislosti akumulace nebo transportu ¢astic a zodpovézeni otazky, zda
se jednd o transport aktivni ¢i pasivni. Toto experimentdlni usporadani vychazi z prace
[Geppert et al., 2016]. Kromé samotného experimentu s burikami byl proveden i experiment
s prazdnymi membranami bez bunék, aby byla provedena kontrola schopnosti nanocastic
aglomerovat na povrchu membran anebo diky koncentracnimu gradientu prochdazet skrze né

prostou difuzi do bazolateralni ¢asti mikroaparatury.

VSechny bunécné testy byly provedeny na alespori tfech rliznych pasdzich bunék
RTgutGC. Analyza vyznamnosti rozdil( byla provedena pomoci t-testu z dvou soubort dat,
pfipadné metodou ANOVA ndsledovana Dunnettovym post-hoc testem z tfi soubor( dat.

Hodnoty p > 0,05 byly povazovany za vyznamné.

2.8 VYSLEDKOVA CAST - PInéni dil¢ich cilG 3
2.8.1 Charakterizace Ag@Ag,S NPs

2.8.1.1 DLS

Castice byly po syntéze podrobeny testovani stability po nafedéni demineralizovanou
vodou na koncentraci 1 mg.I". Velikost hydrodynamického priiméru vznikajicich aglomeratd
a (-potencidl systému byl zaznamenan 1 hodinu po nafedéni na pozadovanou koncentraci
a nasledné po 24 hodinach. Hodinu po naredéni demineralizovanou vodou na koncentraci
1 mg.I" vykazoval koloid Ag NPs hydrodynamicky primér 39 + 2 nm a tato hodnota se
signifikantn& nezménila ani po 24 hodinach. V kontrastu s tim, hydrodynamicky prdmér ¢astic

koloidu Ag@Ag,S NPs narostl z 80 + 16 nm bé&hem 24 hodinové inkubace za stejnych
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podminek k481 + 302 nm. - potencidl byl negativni pro oba dva typy koloidl, Ag NPs
vykazovaly vyssi agregatni stabilitu jak na zacatku experimentu, tak po uplynuti 24 hodinové

inkubace. Vysledné hodnoty méreni véetné smérodatnych odchylek shrnuje tabulka 12.

Tabulka 11: Vysledky méFeni hydrodynamického priiméru a {-potencialu Ag a Ag@Ag,S NPs

Pocatecni hodnoty Po 24 hodinach inkubace
Dy nm SD Dy nm SD
Ag NPs 39,38 1,76 Ag NPs 47,60 6,68
Ag@Ag,S NPs 80,00 16,35 Ag@Ag,S NPs 481,33 301,81
(-potencial mV SD (-potencial mV SD
Ag NPs -22,60 5,63 Ag NPs -16,00 6,42
Ag@Ag,S NPs -11,67 1,35 Ag@Ag,S NPs -8,15 2,13

Pred samotnym zapocetim testd cytotoxicity a akumulace ¢astic v bunééném epitelu
bylo pristoupeno ktestovani agregatni stability pripraveného koloidu Ag@Ag,.S NPs po
naredéni médiem expozi¢nim (L-15/ex) i médiem kultivacnim (L-15/FBS). Koncentrace &astic
v koloidu byla 1 mg.l', co? odpovidd koncentraci pouZité pfi testovani transportu
a akumulace nanodastic v bunélném epitelu. Velikost hydrodynamického priméru
vznikajicich aglomerdtl a (-potencidl systému byl zaznamenan 1 hodinu po naredéni na
pozadovanou koncentraci a nasledné po 24 hodinach, coz byla redlna expozicni doba bunék.
Na rozdil od experimentl v demineralizované vodé, narlist hydrodynamického priméru
vznikajicich aglomeratd byl v L-15/ex pro oba typy <astic signifikantné vyznamny, kdyz jeho
velikost vzrostla na 603 * 138 nm pro Ag NPs a na 1410 * 573 nm pro Ag@Ag,S NPs.
V kompletnim médiu L-15/FBS, které obsahuje aminokyseliny, jez mohou nanodastice
stabilizovat, nebyl pozorovan signifikantni nardst velikosti ani pro Ag NPs (70 + 10 nm), ani

pro Ag@Ag,S NPs (65 * 48 nm). {-potencidl byl pro oba typy castic negativni ve vSech
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pripadech, i kdyZ v médiich L-5/ex i L-15/FBS je patrny v porovndani s demineralizovanou vodou
signifikantni Ubytek jeho hodnoty. Grafické zpracovdni vysledkd agregatni stability

prezentuje graf 16.
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Graf 16: Vysledky méfeni velikosti hydrodynamického priméru a {-potencidlu nanoé¢astic v riznych médiich pro testy
buné¢né toxicity po 1 a 24 hodinach. * oznacuiji signifikantni rozdily ve vyznamnosti mezi priméry ve vodé a biologickymi

médii, hashtagy oznacuji signifikantni rozdily vyznamnosti mezi 1 a 24 h inkubace; *, # p <0,05; ** ## p <0,01; *** p <0,001.

2.8.1.2 AFM

Topografie Ag@Ag,S NPs byla studovdna pomoci AFM pfi stejném maédu jako Ag NPs,
tedy pfi rezonan¢ni frekvenci hrotu 185 kHz, silou k = 4.6 N.m™. Ze snimk( nano&3stic
(Obr. 29 A) je patrné, Ze c¢astice maji i po sulfidaci sféricky tvar, jsou dobre dispergovény na
substratu a nenachdzeji se mezi nimi nanomdstky Ag.S, jak bylo publikovdno
[Levard et al., 2011] pro dastice stabilizované pomoci PVP. Mérené Ag@Ag,S NPs byly
45-55 nm vysoké s primérem pohybujicim se od 55 do65 nm. Na Obr. 29 B je zobrazen

topograficky sken téZe oblasti proveden v dynamickém nekontaktnim reZimu snimani,
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kdy raménko mikroskopu osciluje ptisobenim harmonické sily pfi maximalni vychylce cca 5 A,
tj. 0,5 nm, nad vzorkem a je sniman fazovy posuv kmitdni zplisobeny atomarnimi silami. Tato
technika je dle principu méreni nazyvana Dynamic Force Microscopy (DFM), tedy
mikroskopie dynamickych sil [Garcia and Pérez, 2002]. V tomto dynamickém mddu je mozno
detekovat nejen velikost a tvar nanodastic, ale jelikoZz je metoda zaloZena na detekci
lokdlnich mechanickych vlastnosti, jako je hustota a adheze hrotu mikroskopu k méfenému
vzorku, je mozné pozorovat, ze vSechny Ag@Ag.S NPs vykazuji totozné mechanické chovani
a podobné fazové posuny vici substrdtu. To je prinejmensim nepfimy dikaz homogenity

a integrity obalu Ag,S s jadrem.
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Obrazek 29: AFM topograficky sken (A) testovanych Ag@Ag,S NPs a sken fazového posunu (B) téZze zobrazované oblasti.

2.8.1.3 SEM
Dalsi mikroskopickou technikou, kterd byla zapojena do analyz vzorkd Ag@Ag.S NPs

byla SEM. Srovnani fotografii téchto castic s Ag NPs, ze kterych byly syntetizovany
(Obr. 30 A a B) poukazuje na Zadné pozorovatelné zmény kruhovitosti d(astic,
jejich rozpousténi, tvorbu nanomstk{ mezi jednotlivymi ¢asticemi, pripadné aglomeracni,
¢i agregatni chovani. SEM fotografie primarniho koloidu Ag NPs i nasledny sulfidovany
systém Ag@Ag,S NPs vykazuji stejnou velikost ¢astic pred i po sulfidaci s primérem &astic
pohybujicim se okolo 50 nm v obou pripadech. Ze snimkd je také moZné vizudlné detekovat,
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Ze se zde nenachdzeji Zddné nesulfidované ¢astice, avsak tloustka Ag,S vrstvy neni pomoci

SEM detekovatelna. Pro tento ucel byla pouzita rentgenova krystalograficka analyza (XRD).

*a

Ag NPs Ag@AEg-S NPs

Obrazek 30: SEM snimky syntetizovanych Ag NPs a z nich sulfidovanych Ag@Ag,S NPs

2.8.1.4 XRD

Analyza rentgenového difrakéniho obrazce Ag NPs poukazuje na kubickou
krystalografickou strukturu (Obr. 31 A), coz je ve shodé s publikovanymi krystalografickymi
daty (Sun, 2002 #45). Pfi analyze difrakéniho obrazce Ag@Ag,S NPs (Obr. 31 B) jsou dobre
patrné dvé krystalografické faze, jedna kubickd (modré linie), kterd odpovida stfibru a pak je
mozno vidét monoklinickou krystalografickou soustavu sulfidu stribrného (Cervené cary).
| to odpovida popisu uvedenému v praci [Levard et al., 2011]. XRD interferogram byl
podroben analyze pomoci Scherrerovy elementdrni konstruktivni teorie linedrni aproximace
[Langford and Wilson, 1978] zaloZené na kalkulaci Sitky pasu nélezejici prislusné interferenci
rentgenova zareni. Primérna velikost krystalitd byla vypoctena na 30,7 nm pro Ag jadro
a 18 nm pro obal tvoreny Ag,S. Tyto vysledky (celkovy primér Ag@Ag,S NPs odpovida
66 nm pro nesolvatované nanocastice) jsou v dobré shodé s vysledky méreni velikosti

primérd nanodastic pomoci AFM (55-65 nm pro nékolik vybranych NPs).
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Obrazek 31: Rentgenovy difraktogram Ag a Ag@Ag,S NPs.

2.8.2 Testy cytotoxicity

Ktestovani cytotoxicity Ag@Ag,S NPs v porovndni stoxicitou Ag NPs bylo
pristoupeno metodou analyzy koncentracni zavislosti davky nanocastic na Zivotaschopnosti
buné¢né kultury RTgutGC sledované pomoci miry enzymatické odpovédi tfi bunécnych
struktur. Jak je patrné z grafi 17, tyto analyzy vykazuji pro oba typy ¢astic sigmoidalni odezvu
ve vztahu ddvka - Ucinek a je patrné, Ze mezi toxicitou obou druhl nanocdstic neni

vyznamny rozdil.
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Graf 17: Porovnani rtiznych metabolickych odpovédi pri testovani cytotoxicity Ag@Ag,S NPs.
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Za pouziti 4 parametrické nelinearni regrese byly vypocteny hodnoty EC50, které
vychazeji pro Ag NPs 10,4 mg.I" pro metabolickou aktivitu, 5,8 mg.I" pro membranovou
integritu a EC50 pro lysozomalni integritu byla vypo¢tena na 0,89 mg.I". Hodnoty EC50 pro
Ag@Ag,S NPs vychazeji ve vysledku o néco vy33i a to 14,0; 9,4 a 5 mg.I" pro metabolickou
aktivitu, membranovou a lysozomalni integritu. Jak je patrné z 95% intervalu spolehlivosti
prezentovaného v tabulce 13, mezi hodnotami EC50 pro Ag NPs a Ag@Ag,S NPs neni
signifikantniho rozdilu pro metabolickou aktivitu a membranovou integritu, aviak je mozné
pozorovat statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami EC50 vypoctenymi pro integritu
lysozomdlni membrany. Ag@Ag,S NPs vykazuji znatelné vyssi hodnotu EC50, a proto jsou

z toxikologického uhlu pohledu v tomto parametru méné toxické.

Tabulka 12: Hodnoty EC50 (mg.l") testovanych Ag a Ag@Ag,S NPs vypoétené pro expozici RTgutGC po 24 hodinové

inkubaci.

Integrita
Metabolicka Integrita bunécné
lysozomalni
aktivita membrany
membrany
Ag NPs 10,4 (7,3 - 14,8) 5,8 (2,9 -11,5) 0,89(0,55 - 1,4)
Ag@Ag.SNPs 14,0 (9,7 - 20,2) 9,4 (6,2-14,2) 5,0 (3,9 - 6,4)

PFi aplikaci na bunécnou kulturu RTgutGC ve vyssich koncentracich vykazovaly oba
typy nanocdstic podobny toxicky efekt. Toxicita Ag NPs byla prokdzdna na rliznych typech
bunék, véetné rybich bunécnych linii [Farkas et al., 2011, Farkas et al., 2010, Yue et al., 2015].
Tato pozorovana toxicita byva vétsinou pfipisovana Ag” iontu uvolnénému z nanoddstic jejich
rozpousténim béhem experimentd [Kim et al., 2013]. Nutno podotknout, Enrique Navarro
vypracoval rozsahnou studii pokryvajici nékolik trofickych drovni, ve které poukazuje na
primy toxicky efekt Ag NPs [Navarro et al., 2008a, Navarro et al., 2008b, Navarro et al., 2015].

Ag@AEg,S NPs jsou povazovany za méné toxické nez Ag NPs, coz byva odlivodnéno mnohem
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nizsim potencidlem k rozpousténi povrchové vrstvy Ag,S [Levard et al., 2011]. Nase vysledky
z testovani cytotoxicity obou ¢astic nevykazuiji, s vyjimkou integrity lysozomalni membrany
bunék, signifikantni rozdil mezi ¢asticemi a z vysledkd testovani cytotoxicity plyne, Ze oba
druhy v testech pouzitych astic maji velmi podobné toxické ucinky na buriky RTgutGC.
Nicméné, skutecnost, Ze integrita lysozomalni membrany je vyznamné méné ovlivnéna
Ag@Ag.S NPs nez Ag NPs, ukazuje na rozdil téchto dvou typl ¢astic vzhledem k bunécné
odpovédi. Lysozomalni membrany jsou v naSich testech cytotoxicity nejcitlivéjsi organelou
v obou pripadech testovani toxicity nanocastic. To poukazuje na fakt, Ze jsou lysozomy
ovlivnény nejvice, jak je rovnéz uvedeno pro Ag NPs testované na zabernich burikach pstruha
duhového [Yue et al.,, 2015]. Ddvodem obdobné celkové toxicity obou ¢astic by mohl byt
fakt, Ze pochdzeji ze stejné Sarze syntézy, kde jediny rozdil byl ndsledny sulfida¢ni krok
v pripadé Ag@Ag,S NPs. To je rozdil od praci, ve kterych byly pouzity zcela odlisné Ag
a Ag@AEg,S NPs [Levard et al., 2011, Levard et al., 2013, Levard et al., 2012]. Odhlédneme-li od
toxicity nanocastic na jednotlivé bunécné organely a budeme se zabyvat toxicitou celkovou
vyjadienou jako EC50, hodnoty pro Ag NPs se pohybuji od méné nez 1 mg.I" do 10 mg.I",
zatimco hodnoty EC50 pro Ag@Ag,S NPs se nachdzeji v rozmezi od 5 do 14 mg.I". Dle
klasifikace uvedené v praci s ndzvem ,,0d ekotoxikologie k nanoekotoxikologii‘ [Kahru and
Dubourguier, 2010], Ize uvést, Ze Ag NPs mohou byt povaZovany za toxické | velmi toxické,
zatimco Ag@Ag.S NPs spadaji do kategorie Skodlivé [ toxické. Pomoci testu cytotoxicity bylo
ovéreno, Zze Zzadnd zexperimentdlnich podminek dalSich testl (teplota, koncentrace
nanodastic) nema vliv na Zivotaschopnost bunék a tim na vysledky provedenych

experimentd.

2.8.3 Akumulace a prostup

Z vysledk@ méreni TEER (tabulka 14) plyne, Ze se hodnoty TEER se po inkubaci
pohybovaly v rozmezi 32 + 1 Q x cm® v kontrolni skupiné a 29 + 2 Q x cm® pro buriky

inkubované s 1 mg.I" NPs. Zadny signifikantni rozdil mezi uvedenymi hodnotami zna¢i dobrou
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konfluenci monovrstvy bunék, kterd nebyla Zadnym zplsobem ovlivnéna interakci

s nanodcasticemi.

Tabulka 13: Vysledky méreni epitelialni bariérové integrity RTgutGC

TEER (Qxcm?)
Pred inkubaci Po inkubaci
19°C 4°C 19°C 4°C
Kontrola 29,5+2,9 31,1+ 4,1 32,11 30,6 +2,7
Ag NPs 28,1£3 28,9 +3,3 29,3%3,7 31,2 + 4,6
Ag@Ag,S NPs 30+2,4 20,1%2,7 20,1%2,2 29,9+1,3

Pri experimentech sAg NPs pri 19 °C zbyvalo po 24 hodinach inkubace vroztoku o
koncentraci1 mg.I" &astic v apikalni ¢asti mikroaparatury 38 + 12 % stfibra, 59 + 9 % bylo
akumulovdano v burikach a pouze 3 * 6 % stfibra byly translokovany do bazolateralni ¢asti. Pfi
snizeni inkubadni teploty na 4 °C nedoslo v pfipadé Ag NPs k signifikantnim zménam
vrozlozeni stfibra v jednotlivych kompartmentech mikroaparatury (Obr. 32 C). V kontrastu
s tim, pfi experimentech s Ag@Ag,S NPs se efekt snizeni teploty projevil. Pri teploté 4 °C bylo
v burikdch detekovdno pouze 22 + 6 % stribra. Tato hodnota je signifikantné nizsi nez pri 19 °C,
kde byla hodnota akumulace Ag@Ag,S NPs 52 * 9 %, nicméné, mnozstvi stfibra

translokovaného do bazolateralniho prostoru je také velmi nizké (Obr. 32 E)
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Obrazek 32: Porovnani obsahu stfibra v jednotlivych kompartmentech mikroaparatury.

Dle predpokladt je vyznamny rozdil v distribuci stfibra v jednotlivych kompartmentech,
pokud byl experiment proveden s membranami, na kterych nebyly inkubovany burky. Zde
stoupa mira podilu stfibra v bazolaterdlni ¢asti aparatury na 58 + 10 % pro Ag NPs pri 19 ° C
(Obr. 32 D, F). Pri testovani s burikami bylo ddle pozorovano vyznamné snizeni diftze stribra
z Ag@Ag,S NPs do bazolaterdlniho prostoru pri teploté 4 °C ve srovnani s 19 °C. To je
doprovéazeno zvySenym obsahem zbyvajiciho stfibra v apikalnim prostoru pfi teploté 4 °C.
Tento efekt se v3ak pfi testech s Ag NPs neprojevil. To naznacuje, Ze akumulace stfibra
vbunééném epitelu z Ag@Ag,S NPs probihd mechanismem aktivniho transportu,
pravdépodobné za pomoci endocytdzy, jak bylo dfive popsdno pro Ag NPs na rliznych
typech bunéénych kultur z rdznych zivocichd [Khan et al., 20153, Kim et al., 2009, Kim and
Choi, 2012, Wang et al., 2012, Maurer et al., 2016, Duran et al., 2015]. V kontrastu s timto

zjisténim mnozstvi akumulace stribra z Ag NPs se zda byt nezavisla na inkubadni teploté.
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To by mohlo byt vysledkem toho, Ze podstatna c¢ast aglomerdtli Ag NPs absorbuje na
buné¢né membrané RTgutGC bungék, setrva extracelularni a neni aktivné transportovana do
cytosolu, tak jak to bylo popsano na nanodasticich oxidu Zeleza pfi testovani prostupu
a akumulace nanodastic na epitelu lidskych mozkovych bunék [Mark et al., 2011]. Ve srovnani
s kontrolou provedenou bez bunék, translokace stfibra na modelu stfevni bariéry pstruha
duhového je velmi nizka pro oba typy zkoumanych nanodastic. Z toho Ize usuzovat, ze buriky
stfevniho epitelu pstruha duhového tvofi ucinnou bariéru branici transportu nanocastic do
bazolateralniho prostoru mikroaparatury, respektive vnitfniho prostoru ryby. | kdyz bylo
v bazolateralnim prostoru namérfeno malé mnozstvi stfibra, vysledky jsou v dobré shodé
s oCekavanim plynoucim z nezménénych hodnot méreni TEER pred a po provedenych
experimentech a jsou také ve shodé sdaty publikovanymi pri experimentech
s fluorescencnimi ¢asticemi  polystyrenu [Geppert et al., 2016]. Nicméné zvysledkd
experimentl neni mozno odpovédét na to, zda je pritomnost stfibra v bazolaterdini asti
ddsledkem prostupu neporusenych Ag nebo Ag@Ag.S NPs, ¢ se jednd o transport

rozpusténého stribrného kationtu.

Zavérem kapitoly Ize konstatovat, Ze byla vyvinuta nova metoda srovndvaci analyzy
cytotoxicity Ag a Ag@Ag.S NPs na bariérovém modelu stfevniho epitelu pstruha duhového.
Oba typy nanocastic vykazuji obdobny pribéh krivky davka - Gcinek na rznych
organelovych urovnich, Ag@Ag,S NPs se zdaji byti méné toxické, pokud jde o jejich vliv na
lysozomalni systém bunék. Inkubace bunék s obéma typy nanodastic vykazuje vysokou miru
bunécné akumulace stfibra, kterd je pravdépodobné sdruzenym vysledkem akumulace
aglomeratl na povrchu buné¢né membrdany a aktivniho vychytdvani nanocastic a stribrnych
iontd burikami pomoci endocytézy. Béhem inkubace je stfibro translokovdno do

bazolateralniho prostoru jen ve velmi omezeném mnozstvi, coZ podtrhuje bariérovou funkci

RTgutGC bunék, které brani transportu toxickych latek na stranu krve in vivo.
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3 ZAVER

Prezentovana diserta¢ni prace je zamérfena na problematiku testovani ekotoxicity
nanomateridld a definovani vyznamnych fyzikdlné-chemickych parametrl nanocastic
a expozi¢nich médii, které tyto testy ovliviiuji. Na&s zplsob resSeni tohoto aktudlniho
a nadmiru komplexniho problému spocival v nalezeni vhodnych zpilsobl charakterizace
fyzikalné-chemickych vlastnosti nanomateridld a jejich chovani v expozi¢nich médiich
a navrzeni experimentalnich postupd, které povedou k minimalizaci vlivu faktord zhorsujicich
reprodukovatelnost ¢ vypovidaci schopnost testd ekotoxicity nanoddstic. Pilotni
experimenty popsané v této praci byly provadény s vyuzitim klasickych OECD metodik, které
jsou koncipovany k testovani chemikalii rozpustnych ve vodé s tim rozdilem, Ze pro né byl
pouzit koloid stribrnych nanodastic (Ag NPs). K charakterizaci fyzikalné-chemickych
parametrd ovliviiujici chovani a osud Ag NPs v expozi¢nich médiich byly pouzivdny metody
dynamického rozptylu svétla (DLS) a spektroskopie ve viditelné a ultrafialové ¢asti spektra
(UV-Vis). Velikost a tvar ¢astic byly vyhodnocovany pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM)
a elektronové mikroskopie (SEM). Povrchovy ndboj koloidnich systémd byl zjistovan
meérenim (-potencidlu, koncentrace v koloidech pomoci emisni spektrometrie s indukcéné
vazanym plazmatem (ICP - OES). Krystalickd struktura d&astic byla urcovdna pomoci
rentgenové difrakéni analyzy (XRD). Jelikoz se jako nejpravdépodobnéjsi divod vysoké
nekonzistentnosti vysledkd ekotoxikologickych testl nanoddstic v kapalnych médiich jevi
jejich aglomeracni chovani a snizeni iontové sily vede ke zpomaleni aglomerace nanodastic,
byla ovéfovana moznost snizeni iontové sily expozi¢niho média. Maximalni mozna mira
naredéni je v3ak limitovana tim, Ze nesmi byt ovlivnén zdravy vyvoj embryi, pltdki a jedinc.
Ktémto testdm byly pouzity vodni organismy hrotnatka velkd (Daphnia magna), dénio
pruhované (Danio rerio) a kapr obecny (Cyprinus carpio). Timto byla stanovena maximalni

mozna mira narfedéni na 75% koncentrace piivodniho média M203.

Na zdkladé poznatkd o rychlosti a mife aglomerace Ag NPs pfi rlznych iontovych
sildch expozi¢niho média a rlizné koncentraci Ag NPs v ném, bylo moZno modifikovat

stdvajici klasické testy provadéné dle norem OECD na testy, pri kterych byly embrya a pladky
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vystaveny pUsobeni aglomerdtdi o maximalni velikosti 200 a 400 nm pri shodnych
koncentracich Ag NPs. Experiment byl konstruovan jako test s variabilni frekvenci vymény
expozi¢niho média. Z vysledkd vyplyva, Ze aglomeraty s vétsi velikosti (400 nm) jsou pro
plidky i embrya obou testovanych ryb toxic¢téjsi. Ddvodem ktomu by mohl byt fakt, Ze
aglomeraty o vétsi velikosti snadnéji sedimentuji na dno experimentdlnich nadob, kde
parcidlné zvysuji koncentraci Ag". Jelikoz se v tomto prostoru embryo vyskytuje po celou
dobu svého vyvoje, mliZze tak byt ovlivnéno aglomeraty a z nich uvolnénym Ag" vice, nez je
tomu v pripadé experimentl v mensi velikosti aglomeratl. Nicméné, ve viech testovanych

Ve

koncentracich u obou skupin maximdlnich velikosti aglomeratl se v testech s vétsi ¢i mensi
intenzitou vyskytovaly jedinci s deformacemi ocasni ploutve a pdtere, edémy patere
a Zloutkového vacku a malformacemi srdce. To by mohlo naznacovat jistou toxicitu Ag NPs
nezavislou na jejich koncentraci vexpozicnim médiu ¢i Zivotnim prostfedi. Avsak pro
potvrzeni, ¢i vyvraceni téchto teorii, by bylo potreba dalsich testl v riizném experimentalnim
usporadani, ve kterych by byla zapojena prinejmensim automatizace vymény koloidd, Iépe

pratocny systém s peristaltickym davkovanim nanodastic.

Pri testovdni ekotoxicity nanoddstic na pldnich organismech byla aglomerace
nanocastic potlacena pouzitim agaru jako expozi¢niho média. Testovany byly ucinky ZnO
NPs a ekotoxikologicky experiment byl proveden na roupici Enchytraeus crypticus. Bylo pfi
ném ovérovano, zda ma vysledna velikost aglomeratl dispergovanych v agaru vztah s jejich
toxicitou a jakd je toxicita ZnO NPs v porovndni s toxicitou Zn**. Z vysledk(i experimentd je
patrnd radové vyssi toxicita zineCnatého kationtu v porovnani s toxicitou nanocastic ZnO.
Mira dispergace hraje v toxicité také svou roli. Pri experimentech, kdy byly praskové
nanodastice v agaru dispergovany hidre nebylo mozno pozorovat jakykoli trend krivky ddvka-
ucinek. Za predpokladu, Ze byly nanocastice dispergovany lépe, v agaru se nenachdzely
aglomeraty vétsi nez 1 ym, vztah mezi koncentraci ZnO NPs a mortalitou zacina jiz nabyvat
trendového chovani, ale jelikoZ ani maximalni testovana koncentrace ZnO NPs nezp(sobila
v experimentdlnich skupindch 100% mortalitu, nelze sjistotou tvrdit, Ze castice s mensi

velikosti vyvoldvaji vyssi mortalitu. Avsak diky témto experimentiim Ize konstatovat, Ze pfi

kratkodobych testech toxicity nanodastic na pldnich a sedimentdrnich organismech Ize
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agaru jako expozi¢niho média s Uspéchem vyuzit, avsak nase prdce [Hrda et al., 2016]
a publikace [Li et al., 2011] jsou zatim jedinymi dostupnymi zdroji informaci o testovani
toxicity nanoddstic na pldnich organismech chovanych vagaru. Nase prace jako prvni
prichazi s hodnocenim dulezitych fyzikdlné-chemickych vlastnosti nanomateridl v agaru ve
vztahu kjejich toxicité na pldni organismy a prichdzi s moznym efektivnim zplsobem
dispergace praskovych nanodastic tak, aby byla v co nejvyssi mozné mire testovana toxicita
nanodcastic, ne jejich nékolika mikronovych aglomerati a zaroveri nebyla ovlivnéna

objektivnost a vypovidaci hodnota testovani.

Dalsim z vyznamnych parametrd, ktery vyjma aglomerace vyznamné ovlivriuje toxicitu
nanodastic, je zména jejich chemického slozeni, kniz dochazi pfi interakci nanodastic
s jednotlivymi slozkami Zzivotniho prostfedi. V pripadé Ag NPs je ve vodném prostredi
s nizkym obsahem chloridi nejcastéjSim zplsobem transformace vznik vrstvy Ag,S okolo
nanocastic a vznik core-shell nanosystému Ag@Ag,S NPs [Levard et al., 2011b]. Tento proces
jsme se rozhodli modelovat a se syntetizovanymi ¢asticemi provést srovndvaci testy rozdil(
v toxicité pred a po environmentalné relevantni transformaci. Testovani bylo provedeno na
buné¢né kulture RTgutGC strevniho epitelu pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a pro
srovnani toxicity plvodnich Ag NPs a modifikovanych Ag@Ag.S NPs, byly provedeny nejen
testy cytotoxicity, ale i testy ke zjisténi schopnosti pfipravenych nanocastic prostupovat skrz
bunécné membrany, zachytdvat se v bunéném cytosolu a ndsledné interagovat s dilezitymi
bunécnymi organelami. Celkova cytotoxicita obou typl ¢astic hodnocena jako mira viability
nevykazovala statisticky vyznamné rozdily. Rozdil byl zjistén pouze v pripadé testu, pomoci
néhoz byl posuzovan vliv nanocastic na integritu lysozomalni membrany bunék. Bylo
zjiSténo, Ze integrita lysozomalni membrany je vyznamné méné ovlivnéna Ag@Ag,S NPs nez
Ag NPs. Vysledky testovdni miry akumulace nanocdstic v buné¢ném epitelu RTgutGC a testd
prostupu nanocastic skrz néj pri rdznych inkubacnich teplotdch naznacuji, Ze akumulace
stiibra z Ag@Ag,S NPs probihd mechanismem aktivniho transportu, pravdépodobné za
pomoci endocytdzy. Tento efekt se pri testech s Ag NPs neprojevil. To by mohlo byt
ddsledkem toho, Ze se podstatna ¢ast aglomerdatd Ag NPs absorbuje na buné¢né membrané

RTgutGC bunék a zde setrvd jako extraceluldrni podil aglomerdtd a neni aktivné
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transportovdna do cytosolu. Tento fakt je vrozporu s teorii snadnéjsiho uvolfiovani Ag’
zAg NPs a jeho nasledného jednodussiho prostupu skrz bunéfnou membranu
[Mark et al., 2011]. Mohl by viak byt vysvétlen koagulaci Ag" s proteiny buné¢né membrany,
které diky ztraté své funkcnosti neumozni aktivni transport. Tak jako tak, translokace stribra
na modelu stfevni bariéry pstruha duhového skrz epitel je velmi nizka pro oba typy
zkoumanych nanodastic. Z téchto vysledk( Ize usuzovat na fakt, Ze buriky strfevniho epitelu

Ve

pstruha duhového tvofi i¢innou bariéru branici transportu nanodastic ze stfeva do krve.

Experimenty shrnuté v této prdci jasné prokazaly, ze stavajici OECD metodiky uréené
pro testovani ekotoxicity ve vodé rozpustnych chemikdlii nelze bez modifikaci pouZzit
k testovani ekotoxicity nanodastic. Chovani nanocastic v koloidnich systémech ma tak
zasadni vliv na vysledky test(l, Ze musi byt pri tvorbé metodik pro hodnoceni ekotoxicity
nanomateridld vyznamnym zplsobem zohlednéno. Podstatnou souddsti kazdého
testovaciho protokolu musi byt zevrubnd fyzikdlné chemicka charakterizace nanomaterial(
a jejich disperzi v expozi¢nich médiich. Testy musi byt modifikovany s ohledem na typ
posuzované nanocastice a na typ prostredi, v némz dochazi ke kontaktu s Zivymi organismy.
Velmi podstatnd je téz otdzka environmentalni relevance posuzovanych koncentracnich
drovni a sloZeni expozi¢nich médii. Protokoly pro testy ekotoxicity nanomateriadl& budou
patrné obsahovat méné univerzalné aplikovatelnych krokl, nez je tomu u testl jinych
polutantl. Tato konstatovani jsou plné v souladu se zavéry European Union-United States

Communities of Research publikovanymi v praci [Selck et al., 2016].
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