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ANOTACE

Hlavnim cilem pifedlozené diplomové prace bylo ovéfeni moznosti provedeni testl
ekotoxicity nanocastic stiibra (AgNPs) a nanocastic stfibra se sulfidizovanym povrchem
(Ag@AQ2S-NPs) v koloidni form& na vybraném modelovém organismu (roupice druhu
Enchytraeus crypticus) v prostiedi agar6zového gelu. Agar byl zvolen jako expozi¢ni médium
namisto um¢lé ptidy nebo sedimentu zejména diky piedpokladu, Ze pti jeho vhodném postupu
ptipravy dojde k homogennimu rozptyleni testovanych nanocastic (NPS) Vv celém objemu
testovaci jednotky a rovnéz ke snizeni miry aglomerace NPs. Vysledky této prace by mohly
napomoci zavést do ekotoxikologickych laboratofi novy pfistup pro testovani riznych typa
NPs a sjednotit vychozi podminky pro testovani téchto latek napii¢ rtiznymi pracovisti
zabyvajicimi se problematikou ekotoxicity nanomateriali.

V teoretické Casti diplomové prace je pojednavano o pouzitém expozi¢nim médiu (agar),
problematice zavadéni NPs do agaru popf. jinych hydrogelti a nasledné charakterizaci tohoto
média, pouzitém modelovém organismu a testovanych NPs, véetné jejich predikovanych
environmentalnich koncentraci a ekotoxickych ucinki pro zastupce riznych trofickych
urovni.

V experimentalni ¢asti jsou uvedeny a diskutovany vysledky provedenych testi ekotoxicity
a doprovodnych experimentl vztahujicich se k témto testim. ProtoZe bylo u kovovych NPs
prokazano nékolik mechanismt toxického ucinku (napf. uvoliiovani iontt z povrchu NPS)
a v odbornych kruzich existuji diskuze, zdali toxické ucinky tohoto typu NPs jsou disledkem
uvolnovani kovovych ionti z jejich povrchu nebo disledkem zejména jejich velmi malych
rozmérd, byla nejprve v prostfedi agarézového gelu zjistovana toxicita Ag® ionti (testovano
ve form¢ AgNOs).

V ramci provedenych experimenti byl zaznamenan velice nahly ucCinek AgNO;
na mortalitu testovacich organismi, kde doslo k zméné z Zadné toxicity na totalni mortalitu
béhem naristu koncentrace o pouhych 9,6 mg Ag/kg agaru. Naproti tomu u obou typil
testovanych NPs byla u zvolenych koncentraci pozorovana pouze slabd odezva modelovych
organismt, pficemz maximalni mortality (11,67 %) bylo dosazeno u expozice modelovych

organismu koncentraci AgNPs odpovidajici 100 mg Ag/kg agaru.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Testing toxicity of surface modified silver nanoparticles in culture medium suppressing

agglomeration

ANNOTATION

The main aim of this Diploma Thesis is to verify the possibility of carrying out tests
of ecotoxicity of silver nanoparticles (AgNPs) and sulfidized silver nanoparticles
(Ag@AQg,S-NPs) in  colloidal form on the selected model organism (potworm
Enchytraeuscrypticus) in agarose gel. The reason why agar was chosen as the exposure
medium instead of artificial soil or sediment was mainly based on the assumption that
if asuitable preparation procedure is used, the tested nanoparticles (NPs) will
be homogeneously dispersed throughout the contents of the test unit, and agglomeration
of the NPs will be reduced as well. The results of this thesis might help to establish a new
approach for testing various types of NPs in ecotoxicological laboratories and unify
the starting conditions for testing these substances across different departments dealing with
the problem of ecotoxicity of nanomaterials.

The theoretical part deals with the used exposure medium (agar), the issue of introducing
NPs into agar and other hydrogels, as well as the characterization of this medium. It also deals
with the used model organism and the tested NPs, including their predicted environmental
concentrations and ecotoxic effects on the members of various trophic levels.

The experimental part presents and discusses the results of the conducted ecotoxicity tests
and the supporting experiments related to these tests. Due to the fact that several mechanisms
of toxic effects had been proved for the metal NPs (e.g. ion release from the surface
of the NPs), and there have been discussions among experts, whether the toxic effects of this
type of NPs are caused by the release of metal ions from their surface or rather by their very
small size, the first thing tested was the toxicity of Ag” ions in agarose gel (tested in the form
of AgNO3).

Within the conducted experiments, a very sudden effect of AgNOjz; was noted
on the mortality of the test organisms with a shift from no toxicity to the total mortality during
the increase of concentration by only 9,6 mg Ag/kg of agar. In contrast, only a weak response
of model organisms was noted at the selected concentrations for both types of the tested NPs,
whereas the maximum mortality (11,67 %) was achieved by exposure of model organisms

to AgNPs concentration equivalent to 100 mg Ag/kg agar.
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UvVOD

Nanomaterialy jsou podle Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) materidly
s jakymkoliv vngjsim rozmérem v nano-méfitku (1-100 nm) nebo s vnitini ¢i povrchovou
strukturou v nano-méiitku. Nanomaterial 1ze dale definovat jako jako piirodné, nahodile
(vedlejsi produkty) nebo zdmérmné vyprodukovany material obsahujici ¢astice v nevdzaném
stavu nebo jako agregaty ¢i aglomeraty a kde 50 % a vice z celkového poctu castic mé jeden
nebo vice vnéjsich rozmeéra ve velikostnim rozmezi 1-100 nm [1]. Do skupiny nanomaterialt
spadaji tzv. nanocastice (NPs), které 1ze definovat jako materidly majici vSechny tfi rozméry
v rozmezi 1-100 nm [2].

Exponencialni rozvoj aplikaci nanomaterialti vyuzivanych napt. pti vyrobé kosmetickych
ptipravki, potravinovych doplikt, 1é¢iv, katalyzatorl, biosenzort atd. vede ke zvySenému
riziku jejich uvolfiovani do riznych slozek Zivotniho prostiedi (ZP). I pres skute¢nost,
ze roéni produkce nanomateridlli je odhadovéna na tisice tun, moznosti zjiStovani jejich
skute¢ného dopadu na ZP jsou pomémé omezené [3]. Nanomaterialy piedstavuji vyrazné
heterogenni skupinu latek jak z hlediska jejich chemického sloZeni (nanomaterialy byly
pfipraveny z vice nez 44 prvki), tak rovnéz z pohledu primérné velikosti Castic a jejich
distribuce, naboje a povrchového slozeni atd., coz jsou parametry vyznamnym zptsobem
ovliviiujici chovani nanomaterialii v ZP a jejich (eko)toxicitu [4].

AgNPs predstavuji v souCasnosti jeden znejvyuzivangjSich nanomateridli a vyroba
produktl obsahujici tyto ¢astice se prudce zvySuje. S jistou nadsdzkou lze tvrdit, Ze pouzivani
AgNPs v riznych produktech a vyvoj jejich novych aplikaci pfedbéhly samotny vyzkum
interakei téchto Castic s Zivymi organismy, vetné cloveéka.

Zatimco v pfipadé vyzkumu interakci NPs s vodnimi organismy existuje moZnost
kontrolovani fyzikalné-chemickych parametrii (mySleny ptedevS§im jevy oznacované
jako aglomerace popt. agregace) téchto Castic béhem samotné expozice (napt. periodickym
vyménovanim pouzitého expozi¢niho média), v pfipad€é ptid jsou moznosti kontroly téchto
parametri velmi omezené. Pravé z tohoto diivodu byl zvolen jako expoziéni médium agar,
jehoz klicovou ulohou je zachovani vychozich fyzikalné-chemickych parametru testovanych

NPs po dobu trvani celého experimentu.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Agar

Cesky 1ékopis 2009 definuje agar jako smés polysacharidii ziskanou z riiznych druhti fas
celedi Rhodophyceae, zejména rodu Gelidium. Agar se vyrabi extrakci fas varici vodou,
ziskany vytazek se za horka filtruje, zahustuje a susi. Tato latka se vyskytuje ve forme
prasku, stlacenych prouzka Sirokych 2—5 mm nebo nékdy ve vlockach [5]. Agar je tvoifen
zejména dvéma odliSnymi polysacharidy: agar6zou a agaropektinem. Neionogenni, gelujici
sloZzkou agaru je agar6za, zatimco agaropektin je ionogenni a gel netvoii. Obsah téchto
polysacharidu se v riznych typech agaru lisi, pfi€emz ne¢které komeréné dostupné agary jsou
agaropektinu zbaveny.

Agardza je linearni polysacharid tvofeny opakujicimi se jednotkami agarobidzy.
Agarobidza je disacharid slozeny z D-galaktézovych a 3,6-anhydro-L-galaktopyranézovych
podjednotek (obr. 1) [6].

A B
OH OH o)
O fa
o OH
HTO ,
OH HO
- =n
Obrazek 1 - Struktura opakujicich se jednotek agarobiozy (A = 1,3 p-D galaktoza;

B = 1,4-0-L-3,6-anhydrogalaktoza) [7]

Molekulova hmotnost agar6zy je piiblizné¢ 120 000 Da. Polymerni agar6zova vlakna
vytvaii Sroubovicovou strukturu, kterd je schopnd agregovat do vétSich celkl
nadsroubovicovych soustav, které¢ dosahuji poloméru 20-30 nm. Vldkna jsou kvazi-rigidni
avyznacuji se Sirokym rozsahem délky v zavislosti na koncentraci agardzy. Agardza
je zodpovédna za gelujici vlastnosti agaru. Tento polysacharid se velmi dobie rozpousti
V horké vodé (napt. agardza s nizkou teplotou tani se rozpousti pii teploté kolem 85 °C),
naopak ve studené vod¢ je agardza nerozpustna.

Po ochlazeni roztoku agaru (pii teplotach 3040 °C) dochazi k jeho tuhnuti a vzniku
polotuhé gelové latky [8]. Vznik gelu je zavisly na tvorbé vodikovych vazeb, s jejichz pomoci

se ndhodné spirdly spojuji v dvojité helixy. Zihfevem se agarové gely rozrusuji
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a po ochlazeni opét obnovuji, pficemz tento proces je zcela reverzibilni a miize se opakovat.
Reverzibilita tvorby gelu zavisi na pH popf. na ptitomnosti oxida¢nich ¢inidel [9].

Pti pH v rozmezi 4-10 jsou vodné roztoky agaru stabilni. Agar tvofi gel jiz pfi koncentraci
0,1 %. Teplota tuhnuti gelu se pohybuje kolem 40 °C, naopak k tdni dochdzi pii teploté
zhruba 90 °C [10].

1.2 Predpokliadané vyhody pouziti agaru jako expozi¢niho média pri
posuzovani ekotoxicity nanoéastic

Vétsina v soucasné dobé dostupnych studii zabyvajicich se ekotoxicitou NPs pro pudni
organismy je realizovana s vyuZzitim modelovych pud jako expozi¢niho média. Pti pouziti
modelovych pud pro testovani ekotoxicity NPs je velmi obtizné udrzet konstantni expozi¢ni
koncentraci NPs v celém objemu testovaci jednotky mimo jiné i proto, Ze NPs maji tendenci
Casto vytvaret aglomeraty a interagovat s pidnimi konstituenty. Pida je komplexnim
systémem minerald, organického materidlu, vody, plynt a Zivych organismil. VSechny tyto
komponenty mohou interagovat s testovanymi NPs a nasledné ovliviiovat jejich vyslednou
ekotoxicitu.

Pouziti agaru jako expozi¢niho média v experimentalni ¢asti této prace ma za ucel vyloucit
obtizné monitorovatelné interakce mezi pidnimi konstituenty a zkoumanymi NPs s cilem
se zaméfit pouze na G¢inky vybraného toxikantu (AgNPs popt. Ag@AJ,S-NPs).

Hlavni pfedpokladané vyhody pouziti agaru jako expozi¢niho média pro testovani
ekotoxicity NPs jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

— snadna, uniformni distribuce NPs
— niz8i riziko aglomerace
— moznost charakterizace pfipraveného expozi¢niho média

— reprodukovatelnost
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1.3 Zavadéni nanocastic do hydrogeli a jejich nasledna charakterizace
Jak jiz bylo stru¢n¢€ naznaceno, hlavnim cilem pfipravy expozi¢niho média (agar—AgNPs
popt. agar—Ag@AQg,S-NPs) Vv experimentalni ¢asti této prace je dosahnout homogenni
distribuce NPs v celém objemu testovaci jednotky s pokud mozno co nejmensi mirou vzniku
aglomerati. V nasledujicich odstavcich bude pojednavano o moznych zptisobech zavadéni

NPs do hydrogeli a jejich nasledné charakterizaci.

1.3.1 Zavadéni praskové formy nanocastic do hydrogelu a jejich charakterizace

Lee a kol. (2008) vysetiovali vliv CuNPs na rist sazenic fazole mungo (Phaseolus
radiatus) a pSenice seté (Triticum Aestivum) a jejich néslednou bioakumulaci v tkanich téchto
rostlin. CuNPs pouzit¢ v této studii byly charakterizovany pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu s energiovym filtrem elektront (EFTEM), nicméné piesna
informace o rozmérech pouzitych NPs zde uvedena neni (uveden pouze snimek
potizeny EFTEM). Hlavnim divodem volby agaru jako expozi¢niho média bylo dle autorii
tohoto cClanku potlaceni aglomerace testovanych CuNPs. Expozi¢ni médium
bylo pfipravovano prostiednictvim pifidavku agaru (praskova forma) a vhodného mnozstvi
CuNPs (praSkova forma) do ultracisté vody atimto zplisobem ziskané disperze byly
po pusobeni ultrazvuku (1 hod) z diivodu rozbiti aglomerati protfepany a nasledné rozlity
na testovaci jednotky (Petriho misky; 87 x 18 mm). Bezprostiedné po rozliti expozi¢niho
média byly testovaci jednotky z divodu potlaceni mozné aglomerace NPs umistény
do chladiciho boxu (teplota zde uvedend neni). Kazd4d testovana koncentrace byla
pfipravovana oddé€lené¢ pfimym vazenim NPs ajejich dispergaci v agaru. Piidavek NPs
se pohyboval v koncentratnim rozmezi 0 — 1 000 mg CuNPs/L agaru. Dle autori ¢lanku
se jednd o prvni studii vyuZivajici agar jako expozi¢ni médium pii posuzovani ekotoxicity
NPs pro rostliny.

Pro ovéfeni homogenni distribuce CuNPs v testovaci jednotce byl pouzit skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) s katodoluminiscenénim detektorem, pficemzZ testované
CuNPs byly pro tento ucel nahrazeny ZnNPs, které¢ vykazuji aktivni katodoluminiscencni
vlastnosti. Na obr. 2 je uveden snimek ZnNPs rozptylenych v agaru stejnym zplsobem
jako testované CuNPs potizeny SEM s katodoluminiscen¢nim detektorem. Na zaklad¢ tohoto
snimku Ize hovofit o homogenni distribuci ZnNPs s vyskytem pomérné velkého mnozstvi

aglomerati.
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Obrazek 2 — Snimek ZnNPs rozptylenych v agaru porizeny SEM s katodoluminiscencnim detektorem [11]

Pro Gi¢ely stanoveni Cu®" iontii uvolnénych b&hem ptipravy expozi¢niho média (ultrazvuk)
byla vodnd suspenze CuNPs o maximalni expozi¢ni koncentraci (I 000 mg CuNPs/L
deionizované vody) umisténa do ultrazvuku po dobu 1 hod a nasledné filtrovana s pouzitim
nylonové membrany s velikosti porii 0,2 pm. Koncentrace Cu®’ iontd ve filtratu byla méfena
pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES).
Timto zpisobem bylo zjisténo, ze roztok maximalni expozi¢ni koncentrace pouzité v této
studii (1 000 mg CuNPs/L) uvolnil 0,3 mg Cu®"/L deionizované vody. Tato informace
umoznila autorim rozlisit 4¢inky vyvolané Cu”" ionty a CuNPs, protoZe testy ekotoxicity
v agaru byly rovnéz realizovany s rozpustnou formou Cu (CuCl,.2H,0).

Ptiprava média gel—NPs je v této praci popsana velmi struc¢né, pricemz zde nejsou uvedeny
dalezité parametry, které mohou vyznamnym zptisobem ovliviiovat velikost ¢astic v pouzitém
expozicnim médiu (napf. teplota agaru, pii které jsou vnaseny CuNPs; pocet otacek
na magnetickém michadle; pouzita frekvence ultrazvuku atd.). Na charakterizaci testovanych
CuNPs a pfipraveného expozicniho média se autoii této prace pfiliS nezaméiovali a tudiz
je obtizné posoudit vhodnost tohoto postupu pro ptipravu média gel-NPs. Popis stanoveni
Cu®" jontd uvolnénych bshem piipravy expoziéniho média rovn&z postrada dalezité
informace a je nejednoznaény. Ctenafe tohoto &lanku mize zmast, zdali bylo stanoveni
uvolnénych Cu”" jontd realizovéano v agaru nebo ve vodg. PHmé stanoveni Cu”” iontd v agaru
by totiz vyZadovalo nepftetrzit€ zvySenou teplotu i béhem filtrace pies nylonovou membranu,
coz je experimentalné poméerné narocné [11].
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Baek a kol. (2011) posuzovali baktericidni ucinky nanocastic oxidu kovi
(CuO-NPs: 20-30 nm; NiO-NPs: 10-20 nm; ZnO-NPs: 50-70 nm; Sb,0O3-NPs:
90-210 nm) na bakteriich Escherichia coli, Bacillus subtilis a Streptococcus
aureus. Testovaci mikroorganismy byly v ramci této prace kultivovany
na LB agaru (Luria Bertani Agar), ktery obsahoval specifické koncentrace
testovanych NPs. LB agar byl vtéto praci pripravovan z LB média
(10 g/L trypton, 5 g/L kvasni¢ni extrakt, 10 g/L NaCl) a Bacto-Agaru.

Obecny postup pripravy expozicniho média byl pfejat z vySe citované prace
Lee a kol. (2008) s néekterymi modifikacemi. Nejprve byl pripraven 2% LB agar
(LB médium (I) + Bacto-Agar (s)), ktery byl nasledné podroben sterilizaci v autoklavu
pfi teploté 121 °C po dobu 15 min a po uplynuti této doby chlazen 10 min pfi laboratorni
teploté. Expozi¢ni médium gel-NPs bylo ptipravovano prostiednictvim ptidavku potiebného
mnozstvi NPs (praskova forma) do LB agaru. Timto zplsobem ziskané disperze byly
nasledné protiepany a za ti¢elem rozbiti aglomeratl vystaveny ptisobeni ultrazvuku. Ptidavek
NPs do LB agaru se pohyboval v koncentra¢nim rozmezi 0-350 mg NPs/L agaru v zavislosti
na typu testovanych NPs a modelovém mikroorganismu. Testy ekotoxicity byly realizovany
V Petriho miskach (87 x 18 mm). Piiblizné 17 mL 2% roztoku agaru se specifickou
koncentraci NPs bylo rozlito na kazdou testovaci jednotku a bezprostiedné po rozliti byly
testovaci jednotky umistény do chladiciho boxu (teplota uvedend neni) pro ucely potlaceni
mozné aglomerace NPS béhem tuhnuti gelu. Pro kazdou testovanou koncentraci byly
pfipraveny tii repliky.

V této praci rovnéZ stanovovali mnozstvi ionti uvolnénych z testovanych NPs. Pro tento
ucel byly roztoky LB média o maximalni expozi¢ni koncentraci CuO-NPs (125 mg/L),
NiO-NPs (200 mg/L), ZnO-NPs (125 mg/L) a Sh,03-NPs (350 mg/L) vystaveny pidobeni
ultrazvuku a nasledné filtrovany pies nylonovou membranu s velikosti pora 0,2 pm.
Stejn¢ jako ve vySe uvedené studii pouzivaji autofi tohoto cClanku ke stanoveni iontl
uvolnénych z povrchu NPs ICP-OES. Vyse uvedené roztoky LB média o maximalni
expozitni koncentraci jednotlivych typii NPs uvolnily 2,7 mg Cu®/L; 40 mg Ni?'/L;
6,8mg Zn®*/L a1,0 mg Sb*/L. Autofi rovnd? zaznamenali, e procentudlni mnoZstvi
uvolnénych iontd klesalo se zvySujicimi se koncentracemi NPs (obr. 3), pficemz tento

jev prisuzovali aglomeraci NPs pfi vyssich koncentracich.
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Obrazek 3 — Mnozstvi uvolnénych iontii [%] z povrchii CuO-NPs, NiO-NPs, ZnO-NPs a Sh,0;-NPs
(LB médium) [12]

Opét je u této prace obtizné posoudit kvalitu dispergace NPS V testovaci jednotce, protoze
autofi charakterizaci pfipravené¢ho expozi¢niho média zcela opomenuli. Charakterizace
expozi¢niho média gel-NPs je nezbytnd, nebot chovani NPs v gelu miZe vyznamnym
zptisobem ovlivnit jejich vyslednou ekotoxicitu (napf. aglomerace mize mit za nasledek
omezenou biodostupnost testovanych NPs a povede rovnéz k uvoliiovani mensiho mnozstvi
iontd kovi, které mohou byt z velké ¢asti za toxicitu NPs zodpovédné) [12].

Li a kol. (2011) posuzovali ekotoxicitu a biodostupnost ZnO-NPs (sféricky tvar, primér
¢astic 30 +5 nm, praskova forma) na zizale hnojni (Eisenia fetida). Jako expozi¢ni médium
autofi zvolili agar, ktery pfipravovali s pfidavkem deionizované nebo rekonstituované
(0,2 mmol Ca(NOg3),; 1,0 mmol NaNOs; 0,1 mmol Mg(NO3), a 0,1 mmol KNO3; na litr
destilované vody; pH rekonstituované vody bylo 7,0 £0,2) vody, pfi¢emz vysetfovali vliv
pfitomnosti soli na vyslednou ekotoxicitu ZnO-NPs. Expozi¢ni médium gel-NPs bylo
pfipravovano prostiednictvim piidavku vhodného mnozZstvi agardzy (odpovidajici vzniku
2% gelu) a ZnO-NPs do deionizované popt. rekonstituované vody zahiaté na teplotu 80 °C.
Takto ptipravené disperze byly po plisobeni ultrazvuku (1 hod) protfepany z diivodu rozbiti
aglomeratti. Nasledn¢ bylo piipravené expoziéni médium pielito do plastovych nadob.
Po ochlazeni a ztuhnuti bylo médium nakrijeno na malé krychlicky (2 mm). Zvolené

testované koncentrace (0, 50, 100, 200, 500 a 1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru) byly
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ptipravovany ve tfech replikach. Kazda testovaci jednotka obsahovala 1 000 mL agaru
se specifickou koncentraci ZnO-NPs. Homogenni distribuci ZnO-NPS Vv agaru autofi

ovéfovali pomoci SEM. Snimky piipraveného expozi¢niho média (koncentrace

100 mg ZnO-NPs/kg agaru) poiizené SEM jsou uvedeny na obr. 4.

Obrazek 4 — Snimek expozicniho média agar-ZnO-NPs (koncentrace 100 mg ZnO-NPs/kg agaru) porizeny
SEM; (a) agar pripraveny s rekonstituovanou vodou, (b) agar pripraveny s deionizovanou vodou [13]

Znanéd aglomerace ¢astic byla pozorovana u kazdé pfipravované koncentrace. V jejim
dasledku dochéazelo k tvorbé objektt ruznych velikosti od nékolika stovek nanometrii
az n¢kolik mikrometri v priméru. U média ptipraveného s deionizovanou vodou
byl zaznamenan vyskyt vétsiho mnozstvi diskrétnich NPs nez v médiu pfipravovaném
z rekonstituované vody, zc¢ehoz lze usuzovat, Ze pfitomnost soli v expozicnim médiu
podporuje aglomeraci NPs. V souladu stouto informaci je i skute¢nost, ze u média

ptipraveného s deionizovanou vodou dochézelo k uvoliovani vétsiho mnozstvi iontt (obr. 5).
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Obrazek 5 — Rozpousténi ZnO-NPs béhem pripravy expozicniho média v nepritomnosti (DW — deionizovand
voda) a v pritomnosti (RW — rekonstituovand voda) soli [13]

Mnozstvi Zn?* ionti, které se mize bhem piipravy popf. expozice uvolnit z povrchu
ZnO-NPs do média bylo stanoveno nasledujicim zptisobem. Krychlicka agaru (2 mm) byla
rozmackana a centrifugovana pii odstfedivé sile 20 000 x g po dobu 15 min. Odebrany
supernatant byl nasledné filtrovan s pouzitim nylonové membrany s velikosti péra 0,2 pm.
Koncentrace Zn ve filtratu byla méfena pomoci plamenové atomové absorpéni spektrometrie
(FAAS) [13].

Hrda a kol. (2016) ve své praci zaméfené na testovani ekotoxicity ZnO-NPs na roupici
druhu Enchytraeus crypticus uvadi dva zptisoby vnaseni NPs do agaru, ktery zde vyuziva jako
expoziéni médium. Testované ZnO-NPs (praskova forma; Bochemie Group a.s.) byly
sférického tvaru s primérnou velikosti 10 nm s rozsahem 5-50 nm a minimalni Cistotou
99,5 %. ZnO-NPs byly krystalické struktury (zinkit). Pfipravované koncentrace byly 0, 50,
100, 200, 500 a 1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru. Prvni zptisob vnaSeni NPs do agaru spocival
v Kryogennim mleti suchého agaru s testovanymi NPs a nasledné dispergaci této smési
ve vodé. V ramci tohoto postupu byla vialka kryogenniho mlynu naplnéna 1 g agaru (prasek)
a odpovidajicim mnozstvim ZnO-NPs. Podminky mleti byly zvoleny nésledovné: doba
pfedchlazeni 10 min, délka mleciho cyklu 1 min, chlazeni mezi cykly 1 min, frekvence
impaktoru 12 Hz, celkovy pocet mlecich cykli — 3. Timto zplsobem ziskany praSek byl
pfeveden do Erlenmayerovy barnky, do které bylo nésledné pfidano vhodné mnoZstvi
destilované vody odpovidajici vzniku 2% agaru. Nakonec byla pfipravend smés za neustalého
michani zahtata na teplotu 85+5°C a po uplynuti 1 hod od dosazeni této teploty bylo
médium za horka rozlito do Petriho misek (rozlity objem expozi¢niho média 50 mL). Timto
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zpusobem pripravené expozicni médium bylo charakterizovano pomoci SEM s rentgenovym
energiové disperznim (EDX) mikroanalyzatorem. Ve wvzorku skoncentraci 1 000 mg

ZnO-NPs/kg agaru byly identifikovany aglomeraty ve velikostnim rozmezi 1-10 pm (obr. 6).

Obrazek 6 — Snimek expozicniho média o koncentraci 1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru porizeny SEM; A — zvétseni
2 000x, B —zvetseni 10 000x, (1) velky aglomerdt, (2) maly aglomerdt, (3) bublina agaru, (4) plocha vzorku [14]

Pomoci EDX analyzy byla v této praci ovéfovana pfitomnost Zn v identifikovanych

utvarech na povrchu vzorku (obr. 6a). EDX spektra téchto utvari jsou uvedena na obr. 7.
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Obrazek 7 — EDX spektra utvari identifikovanych na povrchu expozicniho média agar-ZnO-NPs; 1 — velky
aglomerat (1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru), 2 — maly aglomerat (1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru), 3 — bublina agaru
(1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru), 4 — plocha vzorku (1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru) [14]
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Z uvedenych EDX spekter je patrna zvysena koncentrace Zn v identifikovanych utvarech
na povrchu expozi¢niho média (spektrum 1 a 2). Relativni pomér intenzit ¢ar zinku a uhliku
jeu téchto utvari vyssi nez 2, pfiemz stejny pomér v ploSe vzorku a na utvarech agaru
(bubliny agaru) je mensi nez 1/3. Autofi této prace dospéli k zavéru, Ze u vzorku s koncentraci
1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru dochazelo k tvorbé velkého mnozstvi aglomerati NPs riiznych
velikosti, pfi€emz jistd ¢ast ZnO-NPs byla distribuovana v expozi¢nim médiu uniformé jako
identifikovan vyskyt aglomerat az na Grovni rozliSovaci schopnosti pfistroje (100 nm).

Podstatou druhého postupu vnaSeni ZnO-NPs do agaru byla ptiprava vodné disperze NPs,
ktera byla nasledné¢ po kapkach piiddvana do michaného agaru zahtatého na teplotu 85 5 °C.
Experimentalné bylo v této préci zjiSténo, ze prostd dispergace NPs v deionizované vodé
anasledny ultrazvuk (45 min) je zhlediska hodnot hydrodynamického priméru castic
nedostacujici. Z tohoto divodu byl jako dispergacni prostiedi zvolen 0,02% roztok
dekahydratu pyrofosfore¢nanu sodného (NayP,07.10H,0). V piitomnosti 0,02% roztoku
Na,P207.10H,O apo 45 min plsobeni ultrazvuku byl hydrodynamicky primér majoritni
frakce NPs (97,4 %) stanoveny metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) 164,6 nm
pti koncentraci koloidu 50 mg ZnO-NPs/L. Pti koncentraci koloidu 1 000 mg ZnO-NPs/L
byl hydrodynamicky primér majoritni frakce (96,6 %) 239,8 nm. Autofi této prace rovnéz
ovéfovali hodnoty hydrodynamického priméru castic v pfitomnosti 0,04% roztoku
NayP,07.10H,0 a 0,02 popt. 0,04% roztoku hexametafosfore¢nanu sodného (NagPsO1s),
pricemz vysledky nebyly tak uspokojivé, jako v ptipadé 0,02% roztoku Na,P,07.10H,0.

Nakonec byl pouzit postup, pii kterém byly 2/5 celkového objemu deionizované vody
potiebné k piipravé 2% agaru pouzity k piipravé vodné disperze NPs. Do tohoto objemu byla
pfevedena potiebnd navazka k ptipravé 0,02% roztoku NayP207.10H,0 a po jeho rozpusténi
i odpovidajici navazka ZnO-NPs. Timto zplUsobem pfipravena disperze byla nasledné
umisténa do ultrazvukové 14zn€ na 45 min. Déle bylo do Erlenmayerovych ban¢k navazeno
potfebné mnozstvi agaru a piidan zbyvajici objem (3/5) deionizované vody pro piipravu
2% média. Agar v Erlenmayerovych bainikach byl umistén na topnou desku s magnetickym
michadlem a zahtan na teplotu 85 £5 °C. Po 45 min od dosazeni této teploty byla po kapkach
ptidavana piipravena disperze ZnO-NPs v 0,02% roztoku Na,P,0;.10H,0. Charakterizace
pfipraven¢ho expozi¢niho média byla provadéna obdobné jako v piipad€ prvniho postupu
vnaSeni ZnO-NPs do agaru (snimky pofizené SEM a EDX analyza objekti lokalizovanych
napovrchu média, obr. 8 a 9). Ve vzorku expozicniho média s koncentraci

1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru byly identifikovany aglomeraty s nejvétsi velikosti 1 um, coz
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je vyrazn¢ mensi velikost nez v ptipad¢ prvniho postupu vnaseni ZnO-NPs do agaru, kde byly
pozorovany aglomeraty ve velikostnim rozmezi 1-10 pm. Hustota vyskytu aglomerati
je utohoto postupu rovnéz podstatné mensi (na pozorované ploSe identifikovany

2 aglomeréaty, kdezto u prvniho postupu 20-30 aglomerati).

Obrazek 8 — Snimek expozicniho média o koncentraci 1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru porizeny SEM; A — zvétseni
2 000x, B — zvétsent 10 000x; (1) aglomerat, (2) bublina agaru, (3) plocha vzorku [14]

EDX spektra vySe identifikovanych objektii (aglomerat, bublina agaru a plocha vzorku)

jsou uvedeny na obr. 9.
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Obrdazek 9 — EDX spektra utvari identifikovanych na povrchu expozicniho média agar—ZnO-NPs; 1 — aglomerdt
(1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru), 2 — bublina agaru (1 000 mg ZnO-NPs/kg agaru), 3 — plocha vzorku (1 000 mg
ZnO-NPs/kg agaru) [14]
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Na zékladé¢ uvedenych Udaji autofi této prace dospéli K zavéru, ze vnaseni ZnO-NPs
do agaru prostiednictvim piikapavani koloidniho roztoku téchto Castic je optimalnéjSim
zpusobem nez prvné uvedeny zpusob (kryogenni mleti agaru a ZnO-NPs) [14]. V odbornych
databazich je takika nemozné najit ekotoxikologickou studii, kterd by takto podrobné

charakterizovala ptipravené expozi¢ni médium gel-NPs.

1.3.2 Zavadéni koloidni formy nanocastic do hydrogeli a jejich charakterizace
Cui a kol. (2014) hodnaotili ekotoxicitu CeO,-NPs (koloidni forma) na salatu chiestovém
(Asparagus lettuce). Autoii tohoto c¢lanku podrobné charakterizovali primarni koloid

CeO,-NPs. Snimek pofizeny transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM) ukazuje,

ze pouzité CeO,-NPs byly komolého oktaedrického tvaru s primérnou velikosti 7,1 0,4 nm
(obr. 10).

Obrazek 10 — Snimek CeO,-NPs porizeny TEM [15]

Pti koncentraci koloidu 100 mg CeO,-NPs/L deionizované vody byl hydrodynamicky
prumér castic 99,3 +2 nm a NPs byly vroztoku dobie dispergovany s pozitivnim
zeta-potenciadlem +47,4 mV. Stanoveny hydrodynamicky primér NPs je vétsi nez v piipadé
snimki potizenych pomoci TEM, pficemz pii¢inou tohoto jevu je vznik hydratacni vrstvy
rozpoustédla na povrchu NPs. Spektrum potfizené rentgenovou difrakéni analyzou (XRD)
prokazalo u pouzitych CeO,-NPs kubickou strukturu fluoritového typu (spektrum v této praci
bohuzel uvedeno neni). Chemicka Cistota CeO,-NPs byla 99,98 %.

Testy ekotoxicity CeO,-NPs byly v této praci realizovany v agaru. Kazda testovaci
jednotka obsahovala 30 mL 0,5% agaru se specifickou koncentraci CeO,-NPs. Zasobni
roztoky CeO,-NPs v deionizované vod¢é byly nejprve sterilizovany pomoci UV zafeni
a dikladné rozdispergovany pomoci ultrazvuku, a to 15 min pfed pouzitim k piipravé
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expozi¢niho média agar—NPs. Autoklavovany agar (120 °C, 2 hod) byl dikladné smisen
s NPs (ptfikapavani zasobniho roztoku CeO,-NPs), pficemz byla pfipravena série suspenzi
agar-CeO,-NPs o koncentraci 0, 2, 20, 200, 500, 1 000 a 2 000 mg CeO,-NPs/L agaru.
Takto ptipravené disperze byly nasledné vystaveny pusobeni ultrazvuku pii teploté 60 °C
po dobu 15 min. Po uplynuti této doby byly suspenze rozlity do Petriho misek (90 x 18 mm)
arychle ochlazeny pfi teploté 20 °C v chladicim boxu z divodu potlaceni mozné aglomerace
NPs béhem tuhnuti gelu.

Pro ovéfeni homogenni distribuce CeO,-NPS Vv agaru autofi ¢lanku odebrali 10 vzorki
z 5 riznych mist u média s koncentraci 200 mg CeO,-NPs/L agaru (5 vzorkll z horni ¢asti

a 5 vzorki z dolni ¢asti média). Vzorkovaci schéma pro tuto analyzu je uvedeno na obr. 11.

2 1 4
7 6 9
3 1 o
8 6 10

Obrazek 11 — Vzorkovaci schéma pro ovéreni homogenni distribuce NPs v agaru, pét vzorkit odebirano z horni

casti (1, 2, 3, 4 a 5), pét vzorkii z dolni casti (6, 7, 8, 9 a 10) [15]

Obsah Ce ve vzorcich byl analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS). Na zakladé nasledujiciho grafu ziskaného z podpirnych

dat k tomuto ¢lanku Ize hovotit o homogenni distribuci ¢astic V testovaci jednotce (obr. 12).
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Obrézek 12 — Relativni obsah Ce ve vzorcich agaru (200 mg CeO2-NPs/L agaru); obsah Ce ve vzorku ¢. 1 byl
zvolen jako 1 [15]

Vyse uvedeny zplsob sice umoznuje oveéfit homogenitu rozptyleni NPs v ramci testovaci
jednotky, neposkytuje ovSem informaci o chovani téchto Castic v testovacim médiu (mysleny
predevsim jevy oznacované jako aglomerace popt. agregace). Zavérem lze k této studii uvést,
ze zasobni roztok testovanych CeO,-NPs byl charakterizovan podrobné, avsak piipravené
expozi¢ni médium nikoliv [15].

DalSim zplisobem pfipravy expozi¢niho média miize byt in-situ syntéza NPs nékterou
z ekologicky Setrnych metod a nasledny ptidavek potiebného mnoZstvi agaru do ptipraveného
koloidniho roztoku NPs. Napiiklad v praci Rhim a kol. (2013) timto zplGsobem pfipravuji
antimikrobialni nanokompozitni filmy agar-AgNPs. AgNPs pouzité k pfipraveé
nanokompozitnich filml byly syntetizovany nésledujicim zpiisobem. Nejprve byl piipraven
zasobni roztok AgNO;3 rozpusténim 6,299 g AgNOz; ve 100 mL destilované vody (zasobni
roztok obsahoval 0,04 g Ag/mL). Pro syntézu AgNPs byl rlizny objem zasobniho roztoku
(0; 0,2; 0,5; 1,0 a 2 mL) rozpustén ve 150 mL destilované vody a takto piipraveny roztok
byl ptiveden k varu. Pro redukci Ag” iontli v roztoku byly nasledné pfiddny 2 mL 1% roztoku
citronanu trisodného (NasCgHs07) a reakéni smés byla udrzovana pii teploté varu po dobu
1 hod. Ptipraveny koloid byl zeleno-zluté barvy. Pro pfipravu nanokompozitnich filmti agar—
AgNPs byly v piipravenych koloidech (obsahujici navic 1,2 g glycerolu — plastifikator)
rozpus$tény za intenzivniho michéani (30 min) a pfii teploté 95 °C 4 g agaru. Po uplynuti 30 min

bylo médium rozlito na sklenénou desku potazenou teflonem (24 X 30 cm) a nasledné
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vysuSeno za laboratorni teploty (24 hod). Po vysuSeni byl vysledny film oddé¢len od povrchu
desky, na které¢ bylo médium rozlito. Hmotnostni obsah Ag v pfipravenych filmech agar-
AgNPs byl 0; 0,2; 0,5; 1,0 a 2 %.

U takto pfipravenych filmti byla dale pomoci riiznych technik ovéfovana jejich barva
a transparentnost, struktura, prvkové slozeni, tepelna stabilita, mechanické vlastnosti,
paropropustnost a antimikrobidlni vlastnosti. Z hlediska pouziti téchto metod béhem
charakterizace expozicniho média pii testech ekotoxicity jsou dilezit¢ techniky
charakterizujici optické vlastnosti popf. strukturu ptipravenych filmu a jejich prvkové slozeni.

Optické vlastnosti filmi byly stanoveny méfenim jejich UV-VIS absorpcnich
a transmisnich spekter. Méfeni UV-VIS absorpce a transmise bylo v této praci provedeno
Vv intervalu vlnovych délek 200-700 nm. Vyslednd UV-VIS absorpéni a transmisni spektra

jsou uvedena na obr. 13.
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Obrazek 13 — Absorpcni (A) a transmisni (B) spektrum pripravenych nanokompozitnich filmi agar—AgNPS
(hmotnostni obsah Ag v jednotlivych vzorcich 0; 0,2, 0,5; 1 a 2 %) [16]

Z vyse uvedenych spekter je patrné, Ze kontrolni (bez ptidavku AgNPs) agar nevykazoval
pii zvolenych vlnovych délkdch Zadnou absorpci popi. transmitanci, pfi¢emZz agar
s ptidavkem AgNPs vykazoval absorpéni maximum nebo transmisni minimum (obr. 13)
pii vilnové délce cca 450 nm. Toto absorpéni maximum popf. transmisni minimum
je disledkem pritomnosti lokalizovaného povrchového plazmonu u AgNPs. Obecné
je plazmonovy rezonanéni pik u AgNPs pozorovan v intervalu vinovych délek 400-450 nm.
Z uvedeného absorp¢niho spektra je rovnéz patrné, ze se zvySujici se koncentraci

AgNPs v agaru se zvySuje absorpcni pik optické plazmonové rezonance. Absorpéni pik se
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muze pii vysokych koncentracich AgNPs v agaru rozsifit a absorpéni maximum posunout
K vétsim vInovym délkam, coZ lze piisuzovat tvorbé aglomeratd AgNPs. Siika absorpéniho
piku mize byt rovnéz pfi€itdna polydisperzit¢ AgNPs pfitomnych v agaru (¢im je absorpcni
pik $irsi, tim je systém agar-AgNPs polydisperznéjsi).

Na obr. 14 jsou uvedeny snimky jednotlivych vzorkd filmi agar-AgNPs pofizené
skenovacim elektronovym mikroskopem s autoemisni tryskou (FE-SEM) pfi urychlovacim

napéti Vaec = 1 kV a proudu elektronti [ = 10 pA.

Control Ag0.2% Ag 0.5%

Ag 1% Ag 2%

Obrazek 14 — Snimky antimikrobidlnich filmii agar—AgNPs (hmotnostni obsah Ag v jednotlivych vzorcich 0;
0,2; 0,5; 1 a 2 %) porizené FE-SEM [16]

Z uvedenych snimki lze usuzovat, Ze pfi nizSich koncentracich Ag (hmotnostni obsah
Ag0,2a 0,5 %) jsou AgNPs vagaru rozptyleny homogenné¢ s minimalnim vyskytem
aglomerati, pticemz pfti vyssich koncentracich Ag (hmotnostni obsah Ag 1 a 2 %) v agaru
dochazelo k tvorbé aglomeratlh AgNPs, coz je v souladu s Sirokymi absorpénimi/transmisnimi
pasy, které byly u téchto filmi zaznamenany.

Krystalickd povaha AgNPs v pripravenych filmech byla ovéfovana pomoci difraktometru

(pouzité napéti 40 kV a proud 30 mA) vybaveného zdrojem CuKa zafeni vinové délky
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0,15406 nm. Jednotlivé vzorky filml byly skenovany pfti laboratorni teploté v celém rozsahu
difrakéniho thlu 20 = 10-80° s rychlosti skenovani 0,5°/min. Na zdklad¢ vyslednych
difrakénich pikl autofi dospéli k zavéru, ze u filml s nizkym obsahem Ag (méné nez 0,5 %)
se vyskytovaly pouze krystaly stiibra s ploSn¢ centrovanymi krystalografickymi rovinami
oznacovanymi dle Millerova indexu symbolem 111, kdezto pfi vysSich koncentracich
Ag (vice nez 1 %) byly pozorovany krystalografické roviny 111, 200, 220 i 311. Primérna
velikost krystalith AgNPs v nanokompozitnich filmech se pohybovala ve velikostnim rozmezi
21,3-23,8 nm (stanoveno pomoci Scherrerovy aproximace).

Prvkové slozeni filmt bylo stanovovdno pomoci EDX analyzy pii urychlovacim napéti
Vae = 15 kV. Obsah C, O a Ag ve vzorcich byl stanovovan s pouzitim CaCOs, SiO;
a kovového Ag jako standardnich materidli.

Pro charakterizaci nanokompozitnich filml autofi pouzili i dal$i techniky, které jsou ovSem
v ramci charakterizace expozi¢niho média gel-NPs béhem ekotoxikologickych testii méné
vyznamné. Napiiklad hrubost povrchu filma byla pozorovana pomoci trojrozmérnych snimka
pofizenych mikroskopii atomarnich sil (AFM) vV nekontaktnim modu s velikosti skenu
20 um [16].

Zavérem lze konstatovat, ze postup pfipravy expoziéniho média agar-NPs je zavisly
predevsim na formé testovanych NPs (koloidni popft. praskova forma) a velikost aglomeratt
v médiu je zavisla zejména na koncentraci NPs v hydrogelu.

V ptipadé praSkové formy NPs mame tyto moznosti: 1) pfimé vnaSeni navazenych NPs
(za michani a urcité teploty) do pfipraveného agaru s naslednym ultrazvukem této smési,
2) kryogenni mleti agaru a NPs s naslednym ptidavkem vody a zahtati této smési na teplotu
85 +5 °C; 3) Resuspenze NPs v demineralizované vodé s pouZitim netoxického dispergantu
aultrazvuku (45 min), pfiprava agaru a opatrné piikapavani zasobniho roztoku
NPs do michaného agaru zahiatého na teplotu 85 +5 °C.

V piipadé¢ pouziti NPs v koloidni formé byly v odbornych databazich nalezeny
tyto dva postupy: 1) ptiprava zasobniho roztoku NPs v deionizované vodé, sterilizace tohoto
roztoku pomoci UV zafeni a dispergovani NPs pomoci ultrazvuku (15 min pfed pouzitim
K pripravé expozi¢niho média) a nasledné prikapavani tohoto zasobniho roztoku
do autoklavovaného agaru (120 °C, 2 hod) a ultrazvuk této smési (60 °C, 15 min); 2) piiprava
koloidniho roztoku NPs nékterou z ekologicky Setrnych metod a ptidavek agaru za stalého

michani pfi teploté, kdy dochdzi k jeho rozpousténi (85 +5 °C).
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1.4 Roupicoviti (Enchytraeidae)

Celed’ roupicoviti patii stejné jako Zizaloviti do fadu malostétinatct (tiida opaskovci, kmen
kouzkovci) [17; 18]. Mohou obyvat terestrické¢, limnické nebo motské prostiedi.
V soucasnosti je celosvétové popsano kolem 900 druhl, pfiCemz ve stfedni Evropé
se vyskytuje celkem 200-300 druhii z 20 roda [18; 19]. VétSina druht roupic jsou mali (1—
40 mm), bélavi Cervi, ktefi se obvykle rozmnozuji pohlavné, ovSem nepohlavni rozmnozovani
fragmentaci nebo partenogenezi je rovnéz mozné. Jejich télo je sloZeno z mnoha segmentt
s prstencitym nebo sedlovitym opaskem (clitellum), pfi¢emz jejich pocet se s vékem zvySuje
[17;20].

Roupice se tadi mezi vyznamné pudni dekompozitory. Jejich funkce v plidnich
ekosystémech je podobna jako u zizal, které mohou byt roupicemi u silné€ kyselych piid zcela
nahrazeny (zejména u lesnich pidd s nizkym pH). V téchto lokalitich mohou roupice
predstavovat hlavni taxon krouzkovcd. Roupice jsou mikrosaprofagové, piiCemz jejich
hlavnim zdrojem potravy je houbové mycelium (déle se zivi vice ¢i méné rozlozenymi zbytky
rostlin a mikroorganismy). V pidnich ekosystémech se béhem roku jejich primérné mnozstvi
pohybuje mezi 20 000 az 60 000 jednotlivci/m?, oviem v jejich poétu dochazi k silnym
sezénnim fluktuacim. Hustota osidleni roupicemi je ovliviiovdna mnohymi abiotickymi
(pH, vlhkost, teplota atd.) a biotickymi (kompetice, predace, parazitismus, vegetace atd.)
faktory. Roupice preferuji predev§im mirné kyselé az mirné€ alkalické pidy. VétSina roupic
se nachazi v horni vrstvé pidy (do 20 cm od povrchu), pfi¢emz jejich pocet s hloubkou klesa.
A. Federschmidt aJ. Rombke (1992) uvadi, Ze 70 % roupic se vyskytuje v hornich
8 cm plidniho profilu anékteré druhy v porovnani s ostatnimi preferuji vétsi hloubky.
Jejich vertikalni migrace zavisi na ro¢nim obdobi a vyskytu teplotnich inverzi. Horizontalni
migrace je rovnéZ mozna. U roupic bylo dale prokézéano, Ze se vyskytuji v multidruhovych
agregacnich centrech. Vysvétlenim takového chovani mize byt pfitomnost potravy, ptiznivé
fyzikélni podminky, heterogenni kontaminace ptidy atd [17; 19].

Roupice lze v laboratornich podminkach snadno kultivovat v agaru nebo v artificialnich
pudnich substratech a jako potrava jim mohou byt doddvany ovesné vlocky [21]. Z divodu
jejich vysoké ekologické relevance, klicové role ve fungovani ptidnich ekosystémi
a prakti¢nosti pifi manipulaci v laboratornich podminkach (krat§i Zivotni cyklus a mensi
prostorové naroky na chov a testy ekotoxicity v porovnani s Zizalami) jsou roupice (zejména
druhu Enchytraeus albidus a Enchytraeus crypticus) pii testech ekotoxicity vhodnym

a pomérné oblibenym modelovym organismem [18; 19].
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V soucasnosti jsou roupice rodu Enchytraeus pouzivany v ramci testli provadénych podle
mezinarodnich smérnic 1SO 16387 (Vliv znecistujicich latek na Enchytraeidae (Enchytraeus
sp.) — Stanoveni vlivu na reprodukci a na pieziti) a OECD 220 (Reproduk¢ni test roupic).
Tyto smérnice doporucuji pro testy ekotoxicity pouziti druhu E. albidus, ackoliv je mozné
pouziti i jinych alternativnich druhti rodu Enchytraeus (zejména E. crypticus).

E. albidus je nejznaméjsim druhem rodu Enchytraeus pouzivanym v pudni ekotoxikologii.
Pii dosazeni dospélosti (pifiblizn€ 21 dni pfii teploté 18 °C) se velikost dospélych jedinch
pohybuje mezi 15 a 40 mm. V zavislosti na environmentalnich podminkach jsou pozorovany
u roupic tohoto druhu rozdily v celkovém vyvojovém cyklu (33-74 dntli), embryonalnim
vyvoji (12—-18 dnt), poctu vajicek pripadajicich na jeden kokon (7-10) a Vv procentualnim
mnozstvi zivotaschopnych kokonid (40-50 %). Idedlni reprodukéni teplotou pro tento druh
je 15 °C, ackoliv jejich reprodukce muze probihat Vv teplotnim rozmezi 12-22 °C. Teploty
nad 25 °C mohou reprodukci potlacovat.

E. crypticus ma ve srovnani s vySe uvedenym druhem (E. albidus) nasledujici vyhody:
moznost snadného chovu v agaru, vys$si reprodukéni rychlost, kratSi generacni Cas a vySsi
tolerance vici $irsi Skale pidnich vlastnosti. Dospélci tohoto druhu dosahuji velikosti 3—
12 mm a jejich generacni Cas pii pouziti agaru jako kultivacniho média je pfii teploté 21 °C
piiblizné 18 dnt. Primérny pocet vaji¢ek piipadajicich na jeden kokon se miize pohybovat
mezi 1-35 s primérem 4,6 vaji¢ek vyprodukovanych za den [17]. Na obr. 15 jsou uvedeny

fotografie roupic druhu E. albidus a E. crypticus.

Obrazek 15 — Chov roupic Enchytraeus albidus (A) a Enchytraeus crypticus (B) [22]
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1.5 Mozné zpusoby posuzovani ekotoxicity nanocastic na krouzkovcich

V této kapitole bude pojednavano o zpisobech, které lze aplikovat pro stanoveni
ekotoxicity nanomaterialt v ptudnim prostfedi s vyuzitim krouzkovcti jako testovacich
organismil. Krouzkovci se jevi jako vhodny modelovy organismus pro biomonitoring zejména
z davodu jejich trvalého piimého kontaktu s plidou, a to jak vnéjSim povrchem (kize),
tak vnitinim povrchem (stfevni vystelka). Ztéchto duvodt Ize krouzkovce pouzivat

cey

pii vyzkumech interakci nanomaterialli s Zijicimi organismy a v posuzovani bezpecCnosti
téchto latek [23].

Hned na tvod je dulezité zminit, Ze testovani ekotoxicity NPs je spojeno s otazkou,
zdali ekotoxikologické parametry (endpointy), béZné€ posuzované u tradi¢nich chemikalii jako
napt. mortalita a rast, jsou dostateCné citlivé pro stanoveni ekotoxickych ucinki NPs.
Naptiklad v praci Scott-Fordsmand a kol. (2008) se uvadi, ze nejvice citlivym
ekotoxikologickym parametrem u zizal (Eisenia veneta) pii testovani ekotoxicity
dvousténnych uhlikatych nanotrubic (koncentrace az 495 mg/kg) a nanocastic fulerenu
Ceo (koncentrace az 1 000 mg/kg) byla reprodukce (produkce kokontll), pficemz pfii téchto
koncentracich nebyly zaznamenany zadné u¢inky na schopnost lihnuti a mortalitu [24].

Nebezpecnost a rizika expozice nanocasticim lze hodnotit za pouziti riznych endpointt.
Témito endpointy mohou byt profily proteinii, metabolitl a genové exprese, které piedstavuji
rychlou a citlivou odezvu testovacich organismli vi¢i kontaminaci prostfedi. Endpointy
na bunécné Urovni zahrnuji indukci apoptdzy, produkci reaktivnich forem kysliku (ROS),
zmény potencialu mitochondridlni membrany, sniZeni hladin adenosintrifosfatu (ATP),
produkci cytokintl, zmény ve fagocytarni aktivité atd. Uéinky NPs lze posuzovat i na urovni
tkanové (histologické zmény), na urovni organismu (mortalita, rist a reprodukce) a na Grovni
populaéni (rychlost rustu populace a stupen distribuce v ramci stanovisté) [23].

Za dalsi citlivy endpoint ekotoxikologickych testi s krouzkovci lze povazovat chovani.
Pii pouziti zizaly hnojni (Eisenia fetida) jako testovaciho organismu bylo u AgNPs prokazano
unikové chovani. Zmény v chovani mohou byt dilezité pro interpretaci faleSné negativnich
vysledkil. Zejména zizaly mohou vykazovat obranny mechanismus (pohyb v kontaminované
pudé dokola a vyhybani se potrave), ktery zabranuje samotné expozici a v akutnich testech
ekotoxicity, kde je posuzovanym endpointem mortalita, mize dojit k faleSné negativnim
vysledkim. Mé&feni télesné hmotnosti testovacich organismil a mnozstvi internalizovanych

NPs muze tudiz napomoci interpretovat ziskana data [25].
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1.6 Nanocdastice stiibra a jejich environmentalni transformace

AgNPs zaujimaji mezi kovovymi nanomaterialy vyjimecné postaveni nejen diky jejich
unikatnim katalytickym a optickym vlastnostem, ale zejména z divodu jejich vysoké
biologické aktivity. Biologické aktivita kovového stfibra je znama jiz tisice let, ovSem stiibro
ve formé nanocastic vykazuje pii porovnani s makroskopickymi formami stiibra mnohem
vy$8i aplikaéni potencial [26]. V soucCasnosti nachazeji AgNPs uplatnéni v Siroké Skale
aplikaci. Pouzivaji se napiiklad v katalyze, fotonice, biologickém znackovani nebo povrchem
zesilené Ramanové spektrometrii (SERS) [27]. Dale se zkouma vyuziti AgNPs v oblasti
biosenzord, cilené distribuce 1é¢iv nebo v medicing, kde o tyto Castice vzristd zdjem
vzhledem k jejich antibakterialnim uc¢inkum [28]. Z diivodu velmi rozsahlého pouzivani NPs
je nutné sledovat, jakym zptusobem je zachazeno s produkty obsahujici tyto Castice, které
jiz dale nenachazi uplatnéni a stavaji se odpadem. AgNPs se mohou uvoliovat
do ZP z rozli¢nych zdroji v riiznych formach. Do ZP se mohou uvolnit v piipadé, Ze nejsou
recyklovany, bud’ jako pevny odpad ze sklddek nebo jako emise z Cistiren odpadnich vod,
ale i jako zbytkovy odpad ze spaloven. Dal§im zdrojem uvoliiovani AgNPs do ZP mohou byt
rizna odvétvi prumyslu (napf. potravinaisky nebo textilni primysl) a medicinské aplikace
[29].

Po uvolnéni AgNPs do ZP dochazi k jejich transformacim. Mezi tyto transformace
lze zatfadit zmény v agregacnim a oxidaénim stavu, precipitaci sekundéarnich fazi
(napf. uvoliiovani Ag’ iontd a jejich nasledné interakce sS* a HS™ ionty za vzniku
Ag>S-NPs), sorpci anorganickych/organickych ligandl, fotodegradaci atd [30; 31]. Jednou
zbéznych environmentéalnich transformaci AgNPs je jejich sulfidace. Elementarni
Agnapovrchu AgNPs snadno podléha oxidaci na Ag  ionty, které mohou nasledné
interagovat s anorganickymi  popf. organickymi sulfidy nebo jinymi latkami
obsahujicimi S za vniku Ag,S-NPs nebo core-shell nanostruktur Ag@Ag,S-NPs (jadro
tvofeno elementarnim stiibrem a ,,slupka® tvofena AgS). Tyto NPs se bézné vyskytuji
v kalech z ¢istiren odpadnich vod apfi nasledné potencidlni aplikaci téchto kall
na zemédélské pudy se mohou dostat do rtiznych slozek ZP (napf. do povrchovych vod
apud). Na zaklad€ soucasnych poznatkli 1ze prfedpokladat, ze sulfidace snizuje dostupnost
Ag" iontd v disledku niZs§i rozpustnosti Ag,S (s) a tudiz miize omezovat i vyslednou
ekotoxicitu AgNPs [32].

Jelikoz je tato prace zaméfena na posuzovani ekotoxicity AgNPs a Ag@Ag,S-NPs, bude

Vv nasledujicich odstavcich pojednavano o vlivu sulfidace na vyslednou ekotoxicitu AgNPs.
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Naptiklad v praci Levard a kol. (2013) posuzovali a porovnavali ekotoxicitu nanocastic
stiibra stabilizovanych polyvinylpyrolidonem (AgNPs-PVP; primérna velikost 37,3 £5,8 nm)
s obdobnymi nanocasticemi, které byly podrobeny castecné sulfidaci (zvoleny hmotnostni
pomér S:Ag byl u téchto castic 0,019; 0,073 a 0,432). Jako testovaci organismy autoii zvolili
embrya dania pruhovaného (Danio rerio), embrya halan¢ikt (Fundulus heteroclitus), had’atko
obecné (Caenorhabditis elegans) a okiehek nejmensi (Lemna minuta). Testy ekotoxicity byly
v této studii realizovany v rtiznych médiich (tab. 1). Zvolené testované koncentrace byly
pro jednotlivé modelové organismy a stupen sulfidace rGzné. Naptiklad test ekotoxicity
s had’atkem obecnym v EPA médiu (nizka iontova sila a koncentrace CI” iontl) byl realizovan
pii koncentracich 0; 0,5; 1 a 2 ppm pro ¢astice bez sulfidace (hmotnostni pomér S:Ag = 0)
a pti koncentracich 3; 15; 30 ppm pro Castice s riznym stupném sulfidace (hmotnostni pomér

S/Ag=0,019; 0,073; 0,432).

Tabulka 1 — Zdkladni charakteristiky expozicnich médii pouzitych v praci Levard a kol (2013); X* —
monovalentni ionty (Na*, K*, CI"), X** — divalentni ionty (Mg**, Ca?*, SO4*); H.m — Hutnerovo médium [32]

Testovaci Koncentrace Koncentrace Iontova sila Konduktivita

Expozi¢ni médium organismus X" [mmol] X% [mmol] [mmol] P [mS]

. , Embrya Dania reria a
Deionizovana voda . - - - - -
Fundulus heteroclitus

EPA médium Caenorhabditis 12 0.6 36 77 36
elegans

Hutnerovo médium (H.m) Lemna minuta 6,0 3,0 27,0 5,0 1,9

H.m + 1,75% artificialni

o Lemna minuta 34,7 9,1 66,0 51 2,4
moiska voda

Caenorhabditis

K* médium 104,0 6,0 83,0 57 83,0
elegans

Embryo médium Embrya Dania reria 16,5 2,1 235 7,3 235

10% 10 (Instant Ocean) ~ CmeryaFundulus 59 207 2243 81 10,0

heteroclitus

Autofi této prace na zaklad¢é vysledkl zjistili, ze i velmi nizky stupent sulfidace AgNPs
(hmotnostni pomér S:Ag = 0,019) vyznamnym zpisobem sniZuje jejich ekotoxicitu u vSech
vybranych testovacich akvatickych a terestrickych eukaryotickych organismii. Vliv sulfidace
na ekotoxicitu AgNPs byl nejvyrazngjsi u média s nizkou iontovou silou (deionizovand voda).

U jednotlivych druht testovacich organismi byl rovnéZz zaznamenéan rizny vliv sulfidace
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na ekotoxicitu AgNPs. Naptiklad u okfehku nejmensiho a embryi halancikt sulfidace zvysila
hodnoty ECsy a LCsy az o tad, zatimco u had’atek obecnych se hodnota LCsy zvysila 5-krat
a u dania pruhovaného pouze o 14 %. Toxicita AgNPs byla rovnéz ovlivnéna piitomnosti
ruznych soli v jednotlivych expozi¢nich médiich. Ve vSech piipadech byla zaznamendna nizsi
toxicita nesulfidizovanych AgNPs-PVP v médiich svyS$i iontovou silou. Pii vysSich
hodnotach iontové sily nebyly pozorovany projevy toxicity u halanciki, dania pruhovaného
nebo okiehku nejmenSiho exponovanych ,Cistym™ nebo sulfidizovanym AgNPs-PVP
pii koncentracich (napt. >50 mg/kg), které jsou podstatné vysSi nez environmentalné
relevantni koncentrace (pouze u testu s hdd’dtkem obecnym byla zaznamenana toxicita
v médiu s vyssi iontovou silou). Vyse uvedené vysledky jsou graficky znazornény na obr. 16

[32].

Embrya dinia pruhovaného Had atko obecné
Deionizovana voda EPA médmm (3,6 mM)
Bez sulfidace 35.5 Bez sulfidace & |
0.019 40.5 0.019 5.5
0.073 -$0 0.073 6.4
0.432 >S50 0.432 26.1
Embryo médum (23.5 mM) K* médmum (83 mM)
Bez sulfidace »SO  Bez sulfidace 6.1
0.019 »50 0.019 1
0.073 »30 0.073 s 8.1
0.432 0.432 3.5
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30
LC (ppm) LCy, (ppm)
Embrya halanéika Okiehek nejmensi
Deionizovana voda Hm (27 mM)
Bez sulfidace g 14,1 Bez sulfidace ws 13,1
0.019 143 0.019 100
0.073 >200 0.073 »100
0.432 =200 0.432 «100
10% 10 (159 mM) : Hm + 1,75% artificidlni mo¥ska voda
Bez sulfidace 190.5 Bez sulfidace =100
9019 >200 0.019 ~100
0.073 200 0.073 *100
0432 >200 0432 =100
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100
LC, (ppm) EC., (ppm)

Obriazek 16 — Hodnoty LC50 a EC50 [ppm] pro embrya dania pruhovaného, embrya halanciki, hadatko
obecné a okrehek nejmensi; se zvySujicim se hmotnostnim pomérem S/Ag klesa u AgNPs-PVP citlivost
testovacich organismii; hodnoty oznacené symbolem > prekracuji rozsah testovanych koncentraci; H.m. —

Hutnerovo médium [32]

V praci Reinsch a kol. (2012) se zabyvali otdzkou, jakym zplisobem ovliviiuje pocatecni
velikostni distribuce a agregacni stav AgNPs-PVP miru sulfidace a nasledné jaky vliv
ma rizny stupen sulfidace téchto ¢astic na rust bakterii Escherichia coli. Pro tyto Gcely autofi

pouzili dva typy AgNPs-PVP. Tyto castice byly charakterizovany pomoci TEM, méteni
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hydrodynamického priméru a zeta-potencidlu. DLS a zeta-potencial byly u obou typta
nanocastic méfeny v 0,1 mM roztoku NaNO3 obsahujicim 0,1 g AgNPs/L pii pH = 7 £0,2.
Prvnim typem byly polydisperzni a zagregované AgNPs-PVP (praskova forma). Ze snimki
pozizenych pomoci TEM je ziejma polydisperzita Castic. Priméry téchto €astic se pohybuji
ve velikostnim rozmezi 30—80 nm a vétSina aglomeratd ma v praméru 75-200 nm. Pomoci
DLS bylo zjisténo, ze vétSina NPs byla pfitomna ve formé aglomeratt s hydrodynamickym
primérem 265 nm. Druhy typ AgNPs-PVP (ve form& vodné disperze) byl pii porovnani
svySe uvedenym relativné monodisperzni s prumérnou velikosti jednotlivych ¢éstic
v rozmezi 25-30 nm (zjisténo pomoci TEM). Hydrodynamicky primér majoritni frakce
stanoveny metodou DLS byl 83 nm. Oba pouzité typy AgNPs-PVP, bez ohledu na jejich
agregacni stav, mély podobny naboj a zeta-potencial (-30 mV az -40 mV pii pH = 7 £0,2).

Vysledky charakterizace obou typtt AgNPs-PVP jsou uvedeny na obr. 17.
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Obrazek 17 — (A) TEM snimek AgNPs-PVP (polydisperzni, zagregované); (B) Graf velikostni distribuce
AgNPs-PVP (polydisperzni, zagregované) ziskany pomoci DLS; (C) TEM snimek AgNPS-PVP (neagregované);
(D) Graf velikostni distribuce AgNPs-PVP (neagregované) ziskany pomoci DLS [33]

Pfed samotnou sulfidaci byly oba typy AgNPs-PVP promyty za ucelem odstranéni
piebyteénych Ag" iontli ze zasobnich roztoki téchto ¢astic. Po promyti byly oba typy
AgNPs-PVP podrobeny sulfidaci (po dobu 48 hod) prostfednictvim redispergace promytych
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¢astic v roztocich NapS o rtuzné koncentraci (0; 0,1; 0,5; 2; 8 nebo 15 mM). Zvolena
koncentrace AgNPs-PVP v téchto roztocich byla 800 mg/L. Kazdy roztok Na,S byl navic
za laboratorni teploty a tlaku probublavan vzduchem (130 Cms/min). Molarni pomeéry
redukované siry a stiibra (vyjadfovano jako molarni pomér HS/Ag) se u takto piipravenych
roztokli pohybovaly v rozmezi hodnot 0 az 2,02. Po 48 hod sulfidace obou typi AgNPs-PVP
byly tyto Castice podrobeny centrifugaci pii 51 485 X g po dobu 20 min, dale promyty
a redispergovany v deionizované vodé. Po sulfidaci byly u obou typi AgNPs-PVP
zaznamenany zmeény v barveé (vyrazné ztmavnuti z Sedé az modroSedavé barvy na tmave
Sedou/Cernou) a agregacni stabilité. U druhého typu NPs (neagregované) se po maximalni
sulfidaci (molarni pomér HS/Ag = 2,02) hodnota hydrodynamického priméru majoritni
frakce posunula z 83 nm na 115 nm, pfi¢emZ tento systém byl pii porovndni s ptivodnimi

AgNPs-PVP vice polydisperzni a obsahoval i nékteré mikrometrové aglomeraty (obr. 18).

-
o
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Obrizek 18 — Graf velikostni distribuce AgNPs-PVP (neagregované) po maximdlni sulfidaci (moldrni pomér
HS-/Ag = 2,02) po dobu 48 hod [33]

Hodnota zeta-potencialu byla u obou typu sulfidizovanych AgNPs-PVP shodna
(~-20 mV £10 mV pti pH = 7 v 0,1 mM roztoku NaNO3 u molarnich poméra HS/Ag mezi
hodnotami 0-0,27) a byla niz8i nez v piipadé nesulfidizovanych ¢astic. Pfi molarnim poméru
HS/Ag > 0,27 byla hodnota povrchového naboje ziskanych NPs (0 mV +10 mV) blizka
izoelektrickému bodu (pH ~ 7).

Vliv sulfidace na inhibici ristu bakterii E. coli (ATCC kmen 33876) byl stanoven
prostiednictvim expozice téchto bakterii pii po&ateéni populaci 1 az 2 x 10° CFU/mL (CFU —
kolonie tvorici jednotky) ,,Cistym* nebo sulfidizovanym AgNPs-PVP (s riznym stupném
sulfidace) pfi koncentraci 50 mg Ag/L v 5 mM roztoku NaHCOs3 s pH upravenym pomoci
HCI na hodnotu 7. Zvolena doba expozice u tohoto testu byla 360 min.

Na zaklad¢ ziskanych dat autofi dospéli k nékolika zavérim. Zaprvé, sulfidace snizovala
uobou typu AgNPs-PVP jejich schopnost inhibovat rlst bakterii E. coli, pfiCemz

se zvySujicim se stupném sulfidace klesala schopnost téchto Castic inhibovat rast bakterii
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(obr.19). Zadruhé, pokles v inhibici riistu bakterii koreloval spoklesem Ag' iontd
ptitomnych v roztoku Na,S po ukonceni sulfidace. Nakonec, inhibice riistu bakterii

korelovala se ztratou povrchové plochy v dusledku aglomerace sulfidizovanych AgNPs-PVP.

A Control (no NP)
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Obrazek 19 — Toxicita AgNPs-PVP (A — zagregované; B — neagregované) s riiznym stupném sulfidace; N —
pocet zivotaschopnych mikroorganismii [CFUI/mML], Ny — pocdtecni koncentrace mikroorganismii pied expozici
[CRUIML/; koldcové grafy znaci miru sulfidace testovanych AgNPs-PVP, Sedd oblast zndzoriiuje procentudlini
obsah AQ®, cernd oblast obsah Ag,S [33]

Autofi tohoto ¢lanku rovnéZ zjistili, Ze pocatecni velikostni distribuce a agregacni stav
AgNPs-PVP ovlivitovaly vlastnosti vyslednych sulfidizovanych castic. U vétSich ¢astic nebo
aglomeratli dochazelo k pomalej$i oxidaci/sulfidaci a sulfidace byla z hlediska kinetiky
limitovana difuzi sulfidu. Napfiiklad pii nejvyssi koncentraci Na,S (15 mM) pouzité béhem
sulfidace doslo u neagregovanych AgNPs-PVP téméi ke kompletni sulfidaci (3,4 % Ag’
a 96,6 % Ag,S), zatimco u zagregovanych AgNPs-PVP za stejnych reakénich podminek doslo
k mensimu stupni sulfidace (20,3 % Ag’ a 79,7 % AgS). Slozeni sulfidizovanych
AgNPs-PVP bylo v této praci stanoveno pomoci metody EXAFS (rozSifend rentgenova
absorp¢ni  spektrometrie jemnych struktur). VySe uvedené informace naznacuji,
Ze u polydisperznich systémi s vyskytem vétSich Ccastic nebo aglomerati dochézelo
k pomalejsi sulfidaci a tyto ¢astice nasledné vykazovaly vyssi toxicky potencidl nez druhy typ

sulfidizovanych AgNPs-PVP (neagregované) [33].
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1.7 Predikované environmentalni koncentrace nanocastic stiibra

Jaké lze olekavat koncentrace AgNPs v pudach popi. v jinych slozkiach ZP? Na tuto
otazku nelze v soucasnosti podat jednoznacnou odpovéd’, nicméné existuje nékolik studii,
ve kterych se autofi pokouseli pomoci pravdépodobnostniho modelovéani predikovat mozné
koncentrace téchto &astic vriznych slozkach ZP (vody, pidy, sedimenty a ovzdusi)
popt. v jinych environmentalnich systémech (napf. vytoky =z Cistiren odpadnich vod,
Cistirenské kaly, pevné odpady, popel a polétavy prach ze spaloven odpadi atd).
Napftiklad v praci  Gottschalk a kol. (2009) se =zabyvali vypoctem predikovanych
environmentalnich koncentraci 5 nanomateridlt (TiO,-NPs, ZnO-NPs, AgNPs, CNTs
a fullereny) s pouzitim pravdépodobnostni analyzy jejich materidlovych toki pro 3 rtzné
regiony (USA, Evropa aSvycarsko). Vtab. 2 jsou uvedeny hodnoty predikovanych
environmentalnich koncentraci AgNPs pro ovzdusi, povrchové vody, vytoky z Cistiren
odpadnich vod (COV) a ¢&istirenské kaly pro rok 2008 a hodnoty predpokladaného roéniho
nariistu koncentraci AgNPs (pocatecni rok 2008) pro pudy, ptidy oSetfované kaly a sedimenty.
Tabulka 2 — Simulované vysledky hodnot predikovanych environmentdalnich koncentraci AgNPs uvedené v préci

Gottschalk a kol. (2009); vysledky jsou vyjadioviny jako modus (hodnota s nejvétsi relativni cetnosti v daném

statistickém souboru) a jako rozpéti dolniho (Qg15) a horniho (Qogs) kvartilu [34]

EU u.S. Svycarsko

Modus Q15 Qogs | Modus Qpis  Qogs | Modus Qpis  Qoss Jednotka
Puda 227 174 587 | 83 66 298 | 11,2 87 412 Angkg'y®
Puda oSetfovand kaly 1581 1209 4091| 662 526 2380 Ang kgt y?!
Povrchové voda 0,764 0588 2,16 | 0,116 0,088 0,428 | 0,717 0,555 2,63 ng L
Vytok z COV 425 329 111 | 21 164 747 | 387 298 127 ng L*
Cistirensky kal 1,68 131 444 | 155 1,29 586 | 1,88 1,46 6,24 mg kg™
Sediment 952 978 8593| 195 153 1638 | 1203 965 10184 Angkg'y’
Ovzdusi 0,008 0,006 0,02 | 0,002 0,002 0,0097 | 0,021 0,017 0,074 ng m’

Jak je z vySe uvedené tabulky patrné, tato prace poskytuje v piipadé AgNPs v pidach
pouze piedstavu o ocekdvaném roc¢nim nartstu koncentrace, pficemz predpokladd nejvyssi
koncentrace AgNPs (s vyjimkou Cdistirenského kalu) v padach oSetfovanych kaly
a sedimentech. Autofi na zdklad¢ vysledkl této studie piedpokladali zvySeni koncentrace
AgNPs v sedimentech (U.S.) v Iétech 2008-2012 z 0,7 na 2,2 ug Ag/kg a v ptipadé¢ pud
osetfovanych kaly (U.S.) ve stejném obdobi nartist koncentrace z 2,3 na 7,4 ng Ag/kg [34].
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V praci Sun a kol. (2014) uvadi hodnoty predikovanych environmentédlnich koncentraci
pro totozné nanomateriadly jako v pfipadé vyse citované prace, pfi¢emz pouzili aktualizovana
data vztahujici se k pfedpokladanym objemiim produkce, uvoliiovani z riznych kategorii
produkt, materidlovym tokim napii¢ riznymi slozkami ZP popf. jinymi systémy
(napt. vytoky z COV, ¢istirenské kaly atd.), environmentélnim transformacim atd. V tab. 3
jsou uvedeny hodnoty predikovanych environmentalnich koncentraci AgNPs pro vytoky
z COV, povrchové vody, &istirenské kaly, ovzdusi, pevné odpady, popel ze spaloven odpadii
apolétavy prach ze spaloven odpadi (ve vypoctech byly zohlednény piedpokladané
materidlové toky AgNPs pro rok 2012) ahodnoty ptedpoklddaného roc¢niho narastu
koncentraci AgNPs pro sedimenty, pfirodni/méstské pidy a ptidy osetfované kaly.

Tabulka 3 — Simulované vysledky hodnot predikovanych environmentalnich koncentraci AgNPs uvedené v praci

Sun a kol. (2014); vysledky jsou vyjadiovany jako modus (hodnota s nejvétsi relativni Cetnosti v daném

statistickém souboru) a jako rozpéti dolniho (Qy 15) @ horniho (Qogs) kvartilu [35]

EU Svycarsko
Modus Qpis Qoes | Modus  Qpis  Qogs Jednotka

Vytok z COV 0,17 0,06 16 0,32 0,08 23 ng L*
Povrchova voda 0,66 0,51 0,94 0,45 0,37 0,73 ng L?t
Sediment 23 1,8 33 1,6 1,3 26 | Apgkg'y?
Cistirensky kal 0,02 0,01 0,08 0,04 0,02 0,16 mg kg™
Piirodni a méstské pudy 1,2 091 18 51 39 74 | Angkgty?
Puda oSetfovana kaly 011 0,09 065 Apg kgty?
Ovzdusi 0,003 0,003 0,004 0,01 0,01 0,02 ng m*
Pevny odpad 0,06 0,05 0,08 0,05 0,04 0,07 mg kg™
Popel ze spaloven odpadu 0,23 0,18 0,36 0,21 0,17 0,33 mg kg'l
Polétavy prach ze spaloven odpadt 0,38 0,24 0,85 0,33 0,22 0,77 mg kg'1

Vyse uvedenéné hodnoty predikovanych environmentalnich koncentraci a hodnoty
predpokladaného ro¢niho nértstu koncentraci AgNPs jsou vyrazné niZsi nez v piipadé€ prace
Gottschalk a kol. (2009), pticemZ diivodem jsou dle autort této studie nizs§i odhady produkce
AgNPs a zohlednéni sulfidace béhem tpravy odpadnich toki obsahujicich tyto ¢astice [35].

V praci Coll a kol. (2016) kvantifikuji environmentélni rizika shodnych nanomaterialii jako
v pfipadé¢ predchozich dvou studii pro vody, pudy a sedimenty s vyuzitim
pravdépodobnostniho rozlozeni citlivosti druhti (pSSD) a predikovanych environmentalnich

koncentraci uvedenych v praci Sun a kol. (2014). Ze ziskanych pSSD kiivek autofi ziskali
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hodnoty HCs (hrani¢ni koncentrace latky, kterd jeSté nema vyznamny vliv na populaci a ktera
ovlivni maximalné 5 % organismil), které byly nasledné pouzity jako hodnoty predikovanych
koncentraci, pfi nichZ nedochazi k nepfiznivym G¢inklim na zvazovany ekosystém (PNECs —
Predicted No Effect concentrations). Vysledné hodnoty téchto koncentraci pro rizné slozky
7P (vody, pudy a sedimenty) jsou shrnuty v tab. 4.

Tabulka 4 — Hodnoty PNECs odvozené ze stiednich hodnot patého percentilu pravdépodobnostniho rozlozeni

citlivosti druhii; v zavorkach je uveden 95% interval spolehlivosti [36]

Nanomaterial Vody [pg/L] Pidy [mg/kg] Sedimenty [mg/kg]
TiO,-NPs 15,7 (10,6 - 20,7) 91,1 (47,6 - 134,9)
AgNPs 0,017 (0,014 - 0,021) 8,2 (4,3-125)
ZnO-NPs 1,0 (0,60 - 1,38) 1,1(0,6-1,6)
CNTs 55,6 (39,9 - 78,0) 16,2 (8,5 - 23,8) 26,8 (14,0 - 39,9)
Fullereny 3,84 (2,7-5,3) 2,4 (1,3-3,5)

Hodnota PNEC pro AgNPs v pfipadé pid byla odvozena na zakladé pomérné¢ malého
mnozstvi dat zohlednujich vysledky studii realizovanych pouze na 4 modelovych
organismech (Phaseolus radiatus, Eisenia fetida, Enchytraeus albidus a Sorghum bicolor)
s pouzitim 6 riznych endpointd. Na obr. 20 je uvedena vychozi kiivka, ze které byla

odvozena hodnota PNEC pro AgNPs v piipadé pid.
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Obrazek 20 — Krivka pravdepodobnostniho rozloZeni citlivosti druhii (pSSD) pro AgNPs v puddch; modré kruhy
predstavuji vSechny datové body pouzité pro modelovani, cerveny kruh predstavuje geometricky priumeér pro

urdity druh a cervend linie predstavuje pravdépodobnostni rozlozeni citlivosti druhii [36]
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Dle vyse uvedené kiivky je hodnota NOEC (nejvyssi testovana koncentrace, ve které nebyl
pozorovan statisticky vyznamny ucinek v porovnani s kontrolni skupinou) v ptipadé AgNPs
pro roupici druhu Enchytraeus albidus 100 mg Ag/kg pudy [36]. Tato hodnota muze byt
napomocna pii hledani optimalniho koncentracniho rozmezi AgNPs v ramci testti ekotoxicity
provadénych v experimentalni ¢asti diplomové prace, ve které je pouzivan podobny modelovy

organismus (roupice druhu Enchytraeus crypticus).

1.8 Ekotoxické ucinky nanocastic stfibra na bezobratlé organismy

1.8.1 Vliv nanocastic stfibra na ptidni bezobratlé organismy

V praci Topuz a kol. (2015) hodnotili a porovnavali ekotoxické U€inky dvou typt
nanocastic stiibra (AgNPs-Cit a AgNPs-PVP) a AgNO; (pozitivni kontrola kvantifikujici
tginky Ag” iontll) na roupici druhu Enchytraeus crypticus. Oba testované typy AgNPs mély
dle poskytovatele nominalni velikost 25 nm. Testy ekotoxicity byly v této praci provadény
Vv inertnim kfemenném pisku (zbaveného rezidui na bazi organického uhliku). Expozi¢ni
médium bylo pfipravovano smisenim 20 g pfedupraveného kiemenného pisku s 6 mL roztoku
testované latky o zvolené koncentraci obsahujici navic specifické koncentrace zakladnich
monovalentnich a divalentnich ionti (0,2 mM Ca2+, 0,05 mM Mg2+, 20 mM Na'
20,078 mM K). Na zékladé vysledki piedbéznych experimentii autofi zvolili pro kazdy typ
testované latky 6 koncentraci zasobnich roztokd (testované koncentrace Ag jsou Vv této praci
vyjadfovany Vv koncentracich zasobnich roztokti pouzitych k ptipravé expoziéniho média).
Ekotoxické ucinky AgNOs byly testovany pii nasledujicich koncentracich zdsobnich roztok:
0,5; 1; 2; 4; 8 al6 mg Ag/L. Oba pouzité¢ typy AgNPs byly testovany pii koncentracich
zasobnich roztoka 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25 a 50 mg Ag/L. Posuzovanymi parametry byly
vtéto studii zvoleny viabilita (pfevracena hodnota mortality) a bioakumulace
Ag Vv testovacich organismech v Case. Pro tucely stanoveni téchto ekotoxikologickych
parametr bylo vybrano 5 odlisSnych ¢asovych bodu (2., 3., 5., 7. a 10. den). Vysledky jsou
Vv této studii vyjadiovany dvojim zpisobem. Bud’ jsou vztahovany k pivodnim koncentracim
testované latky v zasobnim roztoku, ktery byl pouZit pro pfipravu expozicniho média
nebo jsou vztahovany k nameéfenym koncentracim Ag ve vodné fazi expozi¢niho média.
Pro lepsi interpretaci vysledkl jsou v tab. 5 uvedeny koncentrace Ag (mg/L), které byly
naméfeny ve vodné fazi expoziéniho média po dvou a sedmi dnech expozice. Zvyraznéné
hodnoty byly v této praci pouzity pro vyjadfovani stanovovanych parametrti (bioakumulace

a viabilita).
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Tabulka 5 — Primérné koncentrace Ag (mg/L; + standardni odchylka, pocet méreni n = 3) namérené po dvou
a sedmi dnech ve vodné fazi expozicniho média; vSechny roztoky byly pred analyzou filtrovany pres membranu

s velikosti porii 0,45 um; ZR — zdsobni roztok pouZity pro pripravu expoziéniho média [37]

AgNO;
ZR Den 2 Den7 Primér
0,50 0,016 +0,003 0,040 £0,005 0,028
1,00 0,044 +0,002 0,012 £0,001 0,028
2,00 0,038 +0,003 0,035 +0,006 0,037
4,00 0,237 +£0,050 0,192 £0,012 0,215
8,00 0,317 +0,080 0,296 £0,068 0,293
16,00 0,620 +0,083 0,569 £0,108 0,595
AgNPs-Cit
ZR Den 2 Den 7 Priumér
1,56 0,047 +£0,005 0,039 £0,003 0,043
3,13 0,099 +0,055 0,082 £0,045 0,091
6,25 0,194 +0,018 0,230 +0,089 0,212
12,50 0,654 +0,051 0,577 £0,182 0,616
25,00 3,36 +0,456 3,60 £1,09 3,480
50,00 9,74 £1,17 9,40 +1,39 9,570
AgNPs-PVP

ZR Den 2 Den 7 Pramér
1,56 0,033 +0,004 0,028 +0,008 0,031
3,13 0,081 +0,016 0,058 +0,013 0,070
6,25 0,078 £0,008 0,065 +0,028 0,072
12,50 0,370 £0,025 0,325 +0,034 0,348
25,00 0,403 +0,086 0,557 +0,168 0,480
50,00 1,07 +0,059 1,08 £0,269 1,080

Po desetidenni expozici byly hodnoty LCsy (vztaZzeno ke koncentracim Ag v zasobnich
roztocich pouzitych pro piipravu expozi¢niho média) u testovanych latek 1,53 mg Ag/L
(AgNOg3); 159 mg Ag/L (AgNPs-Cit) a 3,37 mg Ag/L (AgNPs-PVP). Hodnoty
LCso (vztazeno ke koncentracim Ag ve vodné fazi expozicniho média) poklesly b&hem
desetidenni expozice u AgNPs-Cit z hodnoty 7,43 mg Ag/L (naméfeno po dvou dnech
expozice) na 0,88 mg Ag/L (naméifeno po deseti dnech expozice) a u AgNPs-PVP
z hodnoty 0,2 mg Ag/L na 0,06 mg Ag/L. U AgNO; klesla hodnota LCsy po desetidenni
expozici z 0,15 mg Ag/L na 0,07 mg Ag/L. S narlstajicim ¢asem a expozi¢ni koncentraci
dochazelo u modelovych organismt k poklesu viability (resp. nartstala mortalita).

U nejvysSich tii koncentraci (vztazeno ke koncentracim Ag ve vodné fazi expozicniho média)
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Viabilita [%]

Viabilita [%]

AgNO; (0,215-0,595 mg Ag/L) a AgNPs-PVP (0,348-1,08 mg Ag/L) bylo u viability
(resp. mortality) dosazeno ustaleného stavu po 7 dnech expozice, kdezto u nizsich koncentraci
bylo tohoto stavu dosazeno az 10. den expozice. U AgNPs-Cit bylo u vSech testovanych

koncentraci dosazeno ustaleného stavu po 7 dnech expozice (obr. 21).
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Obrazek 21 — Casovd zavislost viability [%)] modelovych organismii (Enchytraeus crypticus) exponovanych
rizznym koncentracim AgNO5 (A), AQNPs-Cit (B) a AgNPs-PVP (C); expozicni koncentrace jsou v téchto grafech
vyjadiovény jako koncentrace Ag (mg Ag/L), které byly naméeny ve vodné fazi expozicniho média (zvyraznéné
hodnoty v tab. 5) [37]

Expozi¢ni koncentrace a Cas byly zdsadnimi parametry, které ovliviiovaly piijem
Agz AgNO; a obou typi AgNPs. Koncentrace Ag ve tkanich testovacich organismu
dosahovaly ustdleného stavu po sedmi dnech expozice. U nejvySSich dvou koncentraci
AgNO3 (0,293 a2 0,595 mg Ag/L) a AgNPs-PVP (0,48 a 1,08 mg Ag/L) nebyla ziskana zadna
data vztahujici se k bioakumulaci Ag v testovacich organismech, nebot’ u téchto koncentraci
vSechny modelové organismy uhynuly. Nejvyssi naméfené koncentrace Ag v exponovanych
organismech byly 28,1 mg Ag/kg u AgNO3 (naméfeno po sedmi dnech expozice koncentraci
0,215 mg Ag/L), 125 mg Ag/kg u AgNPs-Cit (naméfeno po deseti dnech expozice
koncentraci 9,57 mg Ag/L) a 77,5 mg Ag/kg u AgNPs-PVP (naméteno po péti dnech
expozice koncentraci 0,348 mg Ag/L).
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Na zéklad¢ vyse uvedenych vysledkli autofi této prace dospéli k zavéru, ze toxicita
AgNPs-PVP (vyjadfovana na zdklad¢ koncentrace Ag ve vodné fazi expozicniho média) byla
podobna toxicit¢ AgNOs, zatimco AgNPs-Cit vykazovaly pfi porovnani s témito dvéma
formami Ag nizs§i toxicitu. To naznacuje, ze toxicita AgNPs zavisi na povrchové stabilizaci
téchto ¢astic, kterd nasledné muze souviset s odlisSnou adsorpci téchto ¢astic na piskovou
matrici pouzitého expozi¢niho média [37].

V praci Ribeiro a kol. (2015) byly hodnoceny ekotoxické ufinky AgNPs (AgNM300K)
s vyuzitim markerti oxidativniho stresu na roupici druhu Enchytraeus crypticus. Pouzité
AgNPs byly dle poskytovatele sférického tvaru, bez povrchové stabilizace a vice nez 99 %
castic mélo pribliznou nominélni velikost 15 nm. Rozméry uvedené poskytovatelem autofi
ovetili pomoci TEM, ktera prokazala castice ve velikostnim rozmezi 17 £8 nm, piicemz
zde byly pfitomny i NPs mensi nez 5 nm. Jako biomarkery oxidativniho stresu autofi této
studie zvolili aktivitu enzymu katalazy (CAT), glutathion peroxidazy (GPx), glutathion
reduktazy (GR) a glutathion-S-transferazy (GST) a hladiny celkového glutathionu (TG),
metalothioneinu (MT) a lipidové peroxidace (LPO). Jako expozi¢ni médium zde byla pouzita
pfirodni standardni plida LUFA 2.2. Zvolené testované koncentrace byly pro AgNOs 45, 60
a96 mg Ag/kg suché vahy pidy a pro AgNPs 60, 170 a 225 mg Ag/kg suché vahy pudy.
Samotny postup testu byl piejat z OECD smérnice €. 220 (Test na reprodukci roupic, 2004)
s n€kterymi modifikacemi. Stru¢né lze postup testu shrnout nasledovné: kazda testovaci
jednotka se skladala ze sklenéné nadoby (@ 4 cm, objem 45 mL) obsahujici 20 g pudy
s potravou (vlhké véhy) a specifickou koncentraci testovaného kontaminantu. Do kazdé
testovaci nadoby (opatfené perforovanym vikem) bylo umisténo 50 testovacich organismd.
Testovaci nadoby byly udrzovany pii teploté¢ 20 £1 °C a fotoperiod¢ (16:8 hod). Pro kazdou
testovanou koncentraci bylo provedeno 5 replik. Pfi dosazeni vzorkovacich cast
(0.,3.a7.den) byly organismy z pudy opatrné sesbirany, oplachnuty vodou a pievedeny
do mikrozkumavky, dale zvazeny, zmrazeny v kapalném dusiku a skladovany
pii teploté -80 °C do doby uskute¢néni analyzy biochemickych markerd.

Autofi na zakladé vysledkli provedenych experimentl ucinili zavér, Ze AgNPs a AgNOs
vyvolavaji u modelového organismu (Enchytraeus crypticus) oxidativni stress odliSnym
zpusobem. Napiiklad u AgNPs dochdzelo v porovnani s AgNOs ke zpozdénému zvySeni
aktivity antioxida¢nich enzymt (CAT, GST, GPX), u kterych byla zaznamenana nejvyssi
aktivita sedmy den vzorkovani exponovanych roupic. Naproti tomu u AgNO3 byla nejvetsi
aktivita téchto enzymli zaznamenana béhem ttetiho dne expozice (obr. 22). Dal$im rozdilem

mezi t€mito latkami bylo ptivodni zvySeni hladin LPO nasledované stabilizaci u organismi
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exponovanych AgNOs, zatimco u AgNPs bylo pozorovano po sedmi dnech expozice pouze
mirné zvyseni hladin LPO. Hladiny MT byly zvySeny pouze u organismi exponovanych
AgNPs. Tyto rozdily mohou odrazet opozdéné ucinky AgNPs (v porovnani s AgNOj)

v diisledku pomalejsiho uvoliiovani Ag* iontt z jejich povrchu [38].
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Obrazek 22 — Vysledky analyzy vybranych biochemickych markerii oxidativniho stresu u roupic exponovanych
riiznym koncentracim AGNPS [expozicni koncentrace 60 (ECy), 170 (ECso) a 225 (ECgq) mg Ag/kg suché vihy
pudy] a AgNOs [expozicni koncentrace 45 (ECy), 60 (ECsp) @ 96 (ECgo) mg Ag/kg suché vihy pudy]; vzorky pro
tuto analyzu byly odebirdny nulty, tieti a sedmy den expozice modelovych organismii [38]

V priaci Cong a kol. (2011) posuzovali ekotoxicitu sedimentli se specifickymi
koncentracemi nano (< 100 nm), mikro (2-3,5 pum) a iontové formy Ag (AgNOs3)
na mnohostétinatci druhu Nereis diversicolor (Nereidka riznobarva). Pouzité AgNPs-PVP
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vykazovaly dle TEM polyedricky tvar s piibliznou velikosti v rozmezi 20-200 nm.
Hydrodynamicky primér a zeta-potencial byl méfen pomoci DLS u zasobniho roztoku
AgNPs-PVP o koncentraci 0,5 g Ag/L deionizované vody. Primérnd hodnota
hydrodynamického primeéru téchto castic byla 162 +4 nm a suspenze AgNPs byla
na zaklade¢ stanoveného zeta-potencialu (-49 +0,75 mV) velmi stabilni. Druhy typ castic
Ag (mikro-forma) byl charakterizovan pouze pomoci TEM, ktera odhalila polydisperzitu
téchto cCastic s Sirokou velikostni distribuci od 8 nm az po 3 um. Modelové organismy
(dospélci druhu Nereis diversicolor s pfibliznou velikosti 5—7 c¢m) byly sesbirany v prub&hu
zimy 2009 (04 °C) a jara 2010 (46 °C) v Rosklide Fjord, Dansko. Po pieneseni
do laboratofe byly tyto organismy umistény do sedimentu, ktery byl odebran na stejném misté
jako modelové organismy. Odebrany sediment byl pro ucely odstranéni neZadoucich
organismil nejprve pies noc lyofilizovan pifi teploté -50 °C, déale promyt a piefiltrovan.
Modelové organismy bylo dale nutné aklimatizovat na teplotu 15 °C. Zvolené expozi¢ni
koncentrace (pro vSechny tfi formy Ag) byly 0; 1; 5; 10; 25 a 50 pg Ag/g suché vahy
sedimentu. Stanovovanymi parametry u odebranych vzorkii modelovych organismil
po desetidenni expozici tfem formam Ag byly poSkozeni DNA (urovano pomoci
kometového testu) a bioakumulace Ag. Poskozeni DNA bylo u modelovych organismt
vySetfovano na coelomocytech. Bioakumulace Ag byla studovana pomoci atomové absorp¢ni
spektrometrie s grafitovou peci (GFAAS).

Autofi tohoto ¢lanku zjistili, Ze vSechny formy Ag byly schopny vyvolat poskozeni DNA
aze toto posSkozeni bylo zavislé na expozicni koncentraci a form¢é¢ Ag. Vyznamna
genotoxicita byla pfi porovnani s kontrolni skupinou (neexponovani jedinci) zaznamendna
Unano a mikro formy Ag pfi koncentracich 25 a 50 pg Ag/g suché vahy sedimentu
a u iontové formy Ag (AgNO3) pii koncentraci 50 pg Ag/g suché véhy sedimentu. Ze vSech
genotoxicita byla zaznamendna u iontové formy Ag. Vysledky kometového testu pro rtizné

expozi¢ni koncentrace AgNPs jsou uvedeny na obr. 23.
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Obrazek 23 — Vysledky kometového testu poukazujici na rizny rozsah poskozeni DNA v coelomocytech
modelového organismu (Nereis diversicolor) exponovaného riznym koncentracim AgNPs; (A) kontrolni skupina
S neposkozenou DNA; (B-F) vzorky modelovych organismii vystaveny zvySujici se koncentraci AgNPs (B —
1 ug/g suché vahy sedimentu; C — 5 ug/g suché vahy sedimentu; D — 10 ug/g suché vahy sedimentu, E — 25 ug/g
suché vahy sedimentu; F — 50 ug/g suché vahy sedimentu); G — pozitivni kontrola (poskozeni DNA iniciovano
pomoci UV zdreni) [39]

U vsech tii forem testované latky byla rovnéz zaznamenana bioakumulace Ag. U nejvyssi
expozi¢ni koncentrace (50 pg Ag/g suché vahy sedimentu) byly v tkanich modelovych
organismu stanoveny tyto koncentrace Ag: 8,56 +6,63 pg Ag/g suché vahy organismu
(AgNPs), 6,92 +5,86 pug Ag/g suché vahy organismu (mikro-forma Ag) a 9,86 +4,94 ug Ag/g
suché vahy organismu (AgNO3). Na zakladé analyzy koncentraci Ag ve tkanich modelovych
organismu autofi konstatuji, Ze se jednotlivé testované formy Ag neliSi v mife bioakumulace
[39].

V praci Shoults-Wilson a kol. (2010) posuzovali vliv povrchové stabilizace AgNPs
na jejich vyslednou ekotoxicitu pro Zizalu hnojni (Eisenia fetida). Zizaly byly v této studii
exponovany AgNOjz a AgNPs stabilizovanych pomoci PVP nebo kyseliny olejové (OA).
Experiment byl provadén podle standardizovaného postupu pro testovani reprodukéni toxicity
na zizalach (OECD smérnice €. 222) v artificidlnim pldnim substratu. Primérnd velikost
testovanych AgNPs-PVP byla podle snimkl potizenych TEM 56,35 £1,16 nm a AgNPs-OA
mely prumérnou velikost 50,60 £1,02 nm. Zvolené testované koncentrace u AgNOs byly
10 2 100 mg Ag/kg suché hmotnosti pudy a u obou typi AgNPs 10, 100 a 1 000 mg Ag/kg
such¢ hmotnosti pidy. Posuzovanymi parametry Vtéto studii byly rist, mortalita,

bioakumulace a reprodukce.
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Pii posuzovani ristu a mortality bylo zjiSténo, ze téméf vSichni exponovani jedinci
(uvsech forem Ag) prezili a pfi porovnani s kontrolni skupinou nebyly zaznamenany
ani rozdily v rastu. Mirné zvySeni v mortalit¢ bylo zaznamenano pouze u AgNPs-PVP
(koncentrace 10 mg Ag/kg suché hmotnosti pidy), kde byla na konci testu pozorovana
15% mortalita, pficemz u dvou koncentraci, které jsou o ad az dva vyssi byla mortalita nizsi.
Jediny parametr, ktery byl v této praci vyraznym zplisobem ovlivnén, byla reprodukce,
ato pii koncentraci 1 000 mg Ag/kg suché hmotnosti pudy (u AgNPs-PVP i AgNPs-OA),
kterou lze povazovat za environmentaln¢ irelevantni. Tato studie neprokazala u zvolenych

vvvvv

pouze mirna bioakumulace ¢astic v tkanich a snizena schopnost reprodukce [40].

1.8.2 Vliv nanocasticstiibra na vodni bezobratlé organismy

V praci Gomes a kol. (2013) byly posuzovany genotoxické ucinky AgNPs na slavku
sttedomotskou (Mytilus galloprovincialis). Musle byly exponovany dvéma formam
Ag (AgNO3; a AgNPs) pii koncentraci 10 pg/L po dobu 15 dni a béhem této expozi¢ni
periody byly pomoci kometového testu posuzovany genotoxické ucinky na hemocytech.
Pouzit¢ AgNPs byly polydisperzni, sférického tvaru a velikost téchto castic byla
dle poskytovatele < 100 nm. Piesnd charakterizace rozmérti pouzitych AgNPs pomoci TEM
v této praci chybi (je uveden pouze snimek pofizeny TEM). Modelové organismy byly
sesbirdny v laguné Ria Formosa (jizni Portugalsko) a nésledné aklimatizovany po dobu sedmi
dnti v pfirodni moiské vodé za konstantni teploty a aerace. V ramci experimentu bylo
50 musli umisténo do 25 L akvéria naplnéného 20 L pfirodni moiské vody se specifickou
koncentraci AgNPs nebo Ag’ iontii (10 ug Ag/L motské vody). Expoziéni médium bylo
z divodu aglomerace AgNPs vyménovano kazdych 12 hod. Pro tucely stanoveni miry
poskozeni DNA pomoci kometového testu byly vzorky hemolymfy odebirany po 0, 3, 7 a 15
dnech expozice. Na zaklad¢ zjisténych vysledkt autofi dospéli k zavéru, ze AQNPs
(stejn€ jako AgNO;3) zplsobovaly u vybraného akvatického modelového organismu
poskozeni DNA. Rozsah tohoto posSkozeni byl zavisly na dob& expozice. Ve vysledcich
kometového testu se toto poSkozeni projevilo vznikem tzv. ocasu komety, jak je patrné

Z obr. 24.
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Obrdazek 24 — Srovnani vysledkii kometového testu; (4) kontrolni skupina, (B) vzorek modelového organismu

exponovany AgNPs, (C) vzorek modelového organismu exponovany rozpustné formé Ag (AgNOs) [41]

Z vyse uvedenych snimkti kometového testu je ziejmé, Ze iontova forma Ag (AgNOs)

V praci Asghari a kol. (2012) byla hodnocena ekotoxicita tifi typit AgNPs (2 typy
v koloidni form¢é a jeden typ v prasSkové form¢) a AgNOs; pro hrotnatku velkou
(Daphnia magna). Prvni typ nanocastic (AgNPsl) byl dle poskytovatele ve form¢ koloidu
o koncentraci 20 000 mg AgNPs/L, pficemz tyto Castice byly sférického tvaru s velikosti 5—
25 nm. Druhy typ nanocéstic (AgNPs2) byl rovnéz v koloidni formé a koncentrace tohoto
koloidu byla 4 000 mg AgNPs/L. Tyto nanocastice byly dle poskytovatele sférického tvaru
s primérnou velikosti 16,6 nm. Treti typ nanocastic (AgNPs3) byl ve formé prasSku
a podle informaci poskytnutych vyrobcem se jednalo o nanocastice sférického tvaru
s prumérnou velikosti 20 nm. Test akutni toxicity byl v této praci realizovan podle OECD
smérnice €. 202 (Daphnia Sp. Test akutni imobilizace) a byl proveden v aerovaném
M4 médiu se specifickymi koncentracemi testovanych latek, které bylo kazdych 24 hod
vyméiovano z diivodi potlaceni aglomerace a poklesu koncentrace testované latky.

Testované koncentrace jsou uvedeny v tab. 6.
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Tabulka 6 — Expozicni koncentrace testovanych latek pouzité v akutnim imobilizacnim testu dafnii [42]

Typ testované latky Koncentrace [mg/L]
AgNPs1 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,01
AgNPs2 0,001 0,0012 0,0015 0,0017 0,002 0,0022 0,0025 0,0027 0,003 0,0032
AgNPs3 01 0,125 0,150 0,175 0,2 0,225 0,25 0,275 0,3 0,32
AgNO; 0,001 0,0012 0,0015 0,0018 0,0021 0,0024 0,0027 0,0029 0,0032 0,0034

fv N

po 48 hod expozici 100% mortalitu, byly 0,006 mg/L (AgNPsl), 0,00325 mg/L (AgNPs2),
0,275 mg/L (AgNPs3) a 0,0032 mg/L (AgNO3). Nejvyssi koncentrace, které u exponovanych
organismil nevyvolaly zddnou mortalitu, byly 0,002 mg/L (AgNPsl), 0,001 mg/L (AgNPs2),
0,1 mg/LL (AgNPs3) a 0,0015 mg/L (AgNOs;). Primérné hodnoty ECsy pro imobilizaci
exponovanych organisma byly 0,004 mg/L. (AgNPsl), 0,002 mg/L (AgNPs2), 0,187 mg/L
(AgNPs3) a 0,0023 mg/L (AgNO;3). Uvedené vysledky naznacuji, Ze AgNPs3 (praskova
forma) suspendované v expozi¢nim médiu vykazovaly mensi toxicitu nez AgNPsl a AgNPs2
(koloidni forma), pficemz toxicita koloidni formy AgNPs (AgNPsl a AgNPs2) byla blizka
toxicit¢ AgNO; [42].

V praci Nair a kol. (2011) byly posuzovany eko- a genotoxicita AgNPs na larvach vodniho
pakoméra Chironomus riparius. Pouzité AgNPs (koloidni forma) mély dle poskytovatele
velikost < 100 nm (koncentrace zasobniho roztoku koloidu zde uvedena neni). V rdmci testu
akutni toxicity byly tyto larvy vystaveny piisobeni AgNPs pfti koncentraci 0,5; 1; 2 a 4 mg/L
expozi¢niho média po dobu 24 hod. Pro posuzovani chronickych u¢inki AgNPs byly pouZity
koncentrace 0,2; 0,5 a 1 mg/L, pfiCemz tento experiment probihal po dobu 25 dnt.
U chronicky exponovanych jedinci byla rovnéz posuzovana pomoci kometového testu mira
poskozeni DNA. Poskozeni DNA bylo na rozdil od akutni toxicity AgNPs posuzovano
u adultnich jedinct (Ctvrté vyvojové stadium — imago). Testované AgNPs byly v pouZitém
expozi¢nim médiu charakterizovany pomoci TEM a DLS (pfi jaké koncentraci zde uvedeno
bohuZel neni). Dle TEM byly AgNPs v expozi¢nim médiu pfitomny jako diskrétni Castice
bez pfitomnosti aglomerat. Podle DLS se hydrodynamicky primér AgNPs v pouzitém
expozicnim médiu pohyboval v rozmezi 40—70 nm, pfiCemz majoritni frakce téchto Castic
méla hydrodynamicky primér 50 nm. Autofi tohoto ¢lanku zjistili, Ze AgNPs pfi zvolenych
expozi¢nich koncentracich nevykazovaly vliv na mortalitu pfi akutni, ani chronické expozici.
V ramci chronické expozice vSak bylo zjisténo, Ze pii koncentraci AgNPs 1 mg/L. doslo

v porovnani s kontrolni skupinou k poklesu poctu jedinct, ktefi se zakuklili na 64 %. DalSim
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zjisténim bylo, ze dospélosti dosdhlo vzdy vice samicich jedincli nez samcich (obr. 25).
AgNPs rovnéz ovlivitovaly schopnost reprodukce. Pomoci kometového testu bylo zjisténo, ze
u exponovanych organismi dochazelo rovnéz k poskozeni DNA a aktivaci popf. inaktivaci

riznych gent [43].
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Obrazek 25 — Vyvojové parametry zaznamenané u pakomdra Chironomus riparius po 25 denni expozici AgNPs
[43]

Zavérem lze konstatovat, ze kazdy autor pouziva pro studium ekotoxicity AgNPs jiné
modelové organismy vodnich bezobratlych zivoCichi a porovnavat ekotoxické ucinky mezi
jednotlivymi druhy téchto organismi je prakticky nemozné, protoze kazdy organismus
vykazuje odlisnou citlivost vi¢i AgNPs v zavislosti na trofické tirovni, kterou zastupuje. Dalsi
faktory, které vyznamnym zptisobem ovliviiuji vysledky téchto testll, jsou rozméry pouzitych

AgNPs, dale jejich povrchova stabilizace a pouzité expozicni médium.

57



2  EXPERIMENTALNI CAST

Chov testovacich organismt (roupice druhu Enchytraeus crypticus), ekotoxikologické
testy a veSkeré experimenty tykajici se této prace byly realizovany v laboratofich
Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice. Cilem této prace bylo ovéfeni
moznosti provedeni testi ekotoxicity AgNPs popi. Ag@Ag,S-NPs v agaru na roupici druhu
Enchytraeus crypticus. Klicovou ulohou zvoleného expoziéniho média (agar) bylo
(za predpokladu vhodného postupu piipravy) potlaceni mozné aglomerace testovanych NPs
a jejich homogenni distribuce v celém objemu testovaci jednotky. Roupice byly zvoleny jako
modelovy organismus zejména z diivodi jejich vysoké ekologické relevance, snadného chovu
a pomérné nizkych narokt na potravu a pottebny prostor. AGQNPs byly zvoleny jako testované
NPs z divodu jejich vysokého aplikacniho potencidlu (napf. textilni, potravinaisky
a zdravotnicky pramysl) a Ag@Ag,S-NPs z diuvodu vysoké ekologické relevance s ohledem

na environmentalni transformace.

2.1 Chov testovacich organismi (roupice Enchytraeus crypticus)

Roupice pouzité k zalozeni chovu byly ziskany z Centra pro vyzkum toxickych latek
v prostfedi (RECETOX, Brno). Chov byl v rdmci této prace realizovan v plastovych Petriho
miskach s ventilaci (90 x 15 mm), které byly naplnény 50 mL chovného agaru (2% agar).
Chovné médium bylo pfipravovano =z agaru V praskové formé (Bacto-Agar, BD),
deionizované vody a z vodnych roztoku soli (0,1 M NaHCOg3; 0,01 M KCI; 0,2 M CaCly;
0,1 M Mg@SO0,). V nasledujicim odstavci je struéné popsan postup piipravy chovného média.

Do kadinky o objemu 400 mL byla pteveda navazka 4 g agaru, ke které bylo nasledné
pfidano 193 mL deionizované vody (objem pfidané vody byl z divodu odpafovani béhem
sterilizace v tlakovém hrnci mirné navysen), 1,5 mL roztoku NaHCO3, 1,6 mL roztoku KClI,
2 mL roztoku CaCl,.2H,0 a 2 mL roztoku MgSQO,. Kadinka s takto pfipravenou smési byla
ptikryta hlinikovou folii a umisténa do tlakového hrnce (Barazzoni 5 It 22 cm) s teplotou
nastavenou na 120 °C. Po 30 min od dosazeni pozadované teploty Vv tlakovém hrnci (120 °C)
byl sterilizovany agar za horka rozlévan do pfipravenych Petriho misek v digestofti, kterd byla
z diivodu prevence mozné kontaminace vytena dikladné ethanolem. pH pfipraveného agaru
by se mélo pohybovat v rozmezi hodnot 7-7,5. Po zchladnuti agaru byly roupice do tohoto
média pfevedeny jemnou manipulaci pomoci StéteCku. Chovné misky byly umistény
Vv termostatované skiini (WTW TS 606 CZ/4 — Var) pii teploté 20 °C ve tmé. Roupice byly

krmeny dvakrat tydné na jemno namletymi sterilizovanymi ovesnymi vlockami a pfesazovany
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do nov¢ pripravené¢ho agaru kazdy mésic. Jednou tydné byl chov kvuli riziku kontaminace
(napft. roztoci) kontrolovan pod optickym mikroskopem.
Pro testy ekotoxicity byli vybirani dospélci (s viditelnym opaskem a vajicky) vzdy v poctu

dvacet jedinct na jednu testovaci jednotku.

2.2  Design ekotoxikologickych testt

Design ekotoxikologickych testli byl inspirovan praci Li a kol (2011). V této praci byly
posuzovany akutni ekotoxické ucinky ZnO-NPs na zizalach druhu Eisenia fetida za vyuziti
agaru jako expozi¢niho média [13].

V nasem pfipadé¢ byly testovaci organismy vystaveny pasobeni = AgNPs
popt. AQ@AQ,S-NPs v agaru po dobu 96 hod. Posuzovanym parametrem byla procentualni
umrtnost testovacich organismii (mortalita) v porovnani S kontrolni skupinou. Testy
ekotoxicity byly realizovany v plastovych Petriho miskach (shodné s chovnymi miskami),
které byly naplnény 50 mL agaru (2%) se specifickou koncentraci testovaného kontaminantu.
Kazda z testovanych koncentraci, véetné kontrolni skupiny, byla vzdy pfipravovana ve tfech
replikach. Z divodu potladeni mozné aglomerace testovanych NPs byla Kk piipravé agaru
pouzita pouze deionizovand voda a Bacto-Agar (bez ptidavku soli, jak je tomu v ptipadé
chovného agaru). Testovaci jednotky byly b&hem testu umistény pii teplot¢ 20 °C
v termostatované skiini (WTW TS 606 CZ/4 — Var) ve tmé. Po uplynuti 96 hod
byl vyhodnocovan pocet prezivSich roupic. Jedinci bez reakci na mechanické stimuly byli

povazovani za mrtvé.

2.3  Testy ekotoxicity stFibrnych ionti

Vlastnimu testovani ucinki obou typti NPs piedchazelo zjistovani ekotoxicity rozpustné
formy Ag. Z divodu velmi dobré rozpustnosti ve vodé byl zvolen AgNO3 (p.a.,, PENTA
S.r.0.).

V ramci predbézného testu byly nejprve testovany koncentrace AgQNO; odpovidajici 2,4,
4,8; 9,6; 10 a 30 mg Ag/kg agaru. Dalsi série testli byla provedena v koncentra¢nim rozmezi
v okoli hodnoty LCsp odhadnuté na zaklad¢ vysledkd piedbézného testu: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75;
0,8 a 1,0 mg Ag/kg agaru. Pro piipravu jedné testovaci jednotky bylo tfeba do Erlenmayerovy
banky pievést 1 g agaru, 48 mL deionizivané vody a 1 mL zasobniho roztoku roztoku AgNO3
specifické koncentrace potfebné k ptipravé expozicniho média 0 zvolené koncentraci. Timto

zpusobem piipravené smeési, vcetné kontrolni skupiny bez piidavku testované latky, byly
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na magnetickych michadlech zahtaty a udrzovany pfi teploté 85 +5 °C po dobu jedné hodiny.
Po uplynuti jedné hodiny od dosazeni pozadované teploty byl agar za horka rozlévan
do pripravenych Petriho misek. Z diivodu potlac¢eni inikového chovani testovacich organismi
byl agar rozlévan i na vicka Petriho misek. Pro usnadnéni pohybu testovacich organismu byly
pomoci skalpelu Vv agaru po celém objemu vytvofeny vrypy. Vysledky téchto testd jsou

uvedeny v kapitole 3.1.

2.4 Testy ekotoxicity dusi¢nanovych ionti

Neni diivod predpokléadat, Ze by se na ekotoxicité¢ AgNO3z; vyznamnou mérou podilely NO3
ionty, nicmén¢ pro jistotu byl proveden test s NaNOj3 (p.a. PENTA s.r.0.). Ekotoxicita NO3
ionti byla posuzovana pii koncentraci NaNOjz odpovidajici 1 g NOsz/kg agaru.
Tato koncentrace podstatné pievySuje obsah NOj™ iontl b&hem testi ekotoxicity AgNO:s.
Jestlize v tomto testu nebude zaznamenan vliv NO3 iontd na mortalitu testovacich organismd,
nelze jej predpokladat ani u testi ekotoxicity Ag™ iontl. Expoziéni médium bylo pfipravovano
shodnym zptisobem jako v pripad¢ testii ekotoxicity AgNOs3. Vysledek tohoto testu je uveden
v kapitole 3.2.

2.5 Testované nanocastice a jejich syntéza

Testované NPs byly syntetizovany Ing. Jakubem OprSalem podle postupli uvedenych
Vv jeho dizerta¢ni praci (2016, Univerzita Pardubice). Struény postup syntézy obou typu
testovanych NPs je uveden v kapitolach 2.5.1-2.5.2.

2.5.1 Syntéza nanocastic stiibra (AgNPs)

AgNPs byly piipraveny modifikovanym Tollensovym procesem spocivajicim v redukci
diaminstfibrného komplexu ([Ag(NH3)2]NO3) maltosou. Zakladni postup syntézy je shrnut
Vv nasledujicich fadcich.

V Erlenmayerové baiice o objemu 100 mL bylo smichano 5 mL deionizované vody, 5 mL
10 mM roztoku dodecylsulfatu sodného (SDS), 10 mL 5 mM roztoku AgNO3, 10 mL 25 mM
roztoku amoniaku, 10 mL 50 mM roztoku NaOH a 10 mL 50 mM roztoku monohydratu
D-(+)-maltosy (pro ptipravu vétsiho objemu zasobniho roztoku AgNPs byly pouze navyseny
objemy vychozich latek pii zachovani jejich koncentrace a vySe uvedenych poméri).
Tato smes byla michéna pii laboratorni teploté po dobu 30 min a vznikly zluto-oranzovy

koloidni roztok byl nasledné pro ucely odstranéni supernatantu odstfed’ovan pii relativni
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centrifugacni sile (RCF) 10 800 X g po dobu 30 min. Po uplynuti 30 min byly odstfedéné
NPs redispergovany v deionizované vodé. Postup promyvani pfipravenych AgNPs
byl opakovan z divodu dokonalej$iho odstranéni supernatantu dvakrat [44]. Piipravené

AgNPs byly z divodu mozné fotodegradace uchovavany v tmavych lahvich .

2.5.2 Syntéza sulfidizovanych nanoc¢astic stribra (Ag@Ag,S-NPs)

Postup sulfidace AgNPs byl inspirovan praci Levard a kol. (2011) [45]. AgNPs byly
sulfidovany pomoci 0,1 M roztoku Na,S. Prvnim krokem tohoto postupu byla piiprava
1 M koloidni disperze AgNPs, kterd obsahovala 0,1 M NaNO; a 0,001 M SDS. NaNOs
vystupuje vramci této reakce jako elektrolyt umoziiujici pirenos elektrond nezbytnych
pro pritbéh sulfidace. K takto pfipravené koloidni disperzi bylo nasledné za stalého michani
na magnetickém michadle po kapkach pfidano 10 mL 0,1 M roztoku Na,S a reakéni smés
byla do ukonceni sulfidace michana po dobu 24 hod. Po 24 hod byly sulfidizované AgNPs
(Ag@AQ,S-NPs) odstredeny pti RCF 10800 x g (30 min) apoté resuspendovany

Vv deionizované vodé. Postup promyvani byl opakovan dvakrat [44].

2.6 Kvantifikace stfibra v pripravenych koloidech

Obsah stiibra v pfipravenych koloidech (AgNPs a Ag@AQ,S-NPs) byl kvantifikovan
metodou ICP-OES. 100 pL disperze NPs bylo smiseno s 400 pL koncentrované HNOs a takto
pfipravend smés byla zahiivana v mikrovinném mineralizacnim zatizeni Speedwave MW S-3+
(Berghof, Némecko) po dobu 10 min pii teplot¢ 230 °C a tlaku 130 bar. Po ukonceni
mikrovinného rozkladu byly ptipravené vzorky natedény 12 mL deionizované vody a obsah
Ag byl stanoven spouzitim ICP-OES (Integra XL2, GBC Australie). Vysledky téchto

stanoveni jsou uvedeny v kapitole 3.3.

2.7 Charakterizace testovanych nanocastic

Oba typy testovanych NPs byly pted zapocetim ekotoxikologickych testii ditkladné
charakterizovany. Stfedni hydrodynamicky prameér (Dy) a zeta-potencial ({-potencial) obou
typu testovanych NPs byly méfeny na pfistroji Zetasizer Zeta Plus (Brookhaven), pracujicim
na principu dynamického rozptylu svétla. Laser v tomto zafizeni pracuje pii vlnové délce
660 nm a jeho vykon je 35 mW. Hodnoty hydrodynamického priméru a zeta-potencialu byly
méteny po dobu 30 s pii deseti opakovanich a jsou vyjadiovany jako primérna hodnota

z téchto deseti méfeni, véetné smerodatné odchylky (SD). Dy a {-potencial byly proméfovany

61



po nafedéni zasobnich roztokd primarnich koloidi na koncentrace 100 (AgNPs)
a 150 mg Ag/L (Ag@AQ,S-NPs). Tato fedéni byla zvolena s ohledem na maximalni
expozi¢ni koncentrace v testech ekotoxicity.

Velikost testovanych NPs byla rovnéz ovéfovana pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu JSM-7500F (JEOL, Japonsko). Vzorky (zasobni roztoky primarnich koloidi
AgNPs a Ag@AQg,S-NPs) pro toto méfeni byly naneseny na mikroskopické skli¢ko technikou
odstredivého liti (spin coating) pii odstfedivé sile 90 X g. Timto zpiisobem pfipravené vzorky
byly nasledné za vakua vysuSeny a pro ucely zvyseni vodivosti povrchu vzorku pozlaceny.
Vlastni méteni probihalo pfi urychlovacim napéti 5 kV.

Na snimcich pofizenych SEM nebyly mezi testovanymi NPs pozorovany vyrazné rozdily
atloustku vrstvy Ag,S Vv piipadé Ag@Ag,S-NPs nebylo mozné pomoci téchto snimku
stanovit. Z téchto diivoda byla provedena XRD analyza s vyuzitim difraktometru Bruker D8
(Bruker, Némecko) vybaveného zdrojem CuKo zafeni. Pfiprava vzorkll pro tuto analyzu
spocivala v prostém naneseni malé kapky zdsobniho roztoku AgNPs popt. Ag@Ag,S-NPs
na mikroskopické sklicko, pficemz tyto vzorky byly ponechiny voln€ schnout v exsikatoru
po dobu 4 dnl. Pro fazovou analyzu testovanych NPs byla na ziskand data aplikovana
Rietveldova metoda, jejiz podstatou je optimalizace krystalické struktury pro nejlepsi shodu
mezi simulovanymi a experimentalnimi zaznamy [46]. Velikost krystaliti byla v pfipadé
Ag@AQg,S-NPs stanovena pomoci Scherrerovy aproximace [47].

Topografie AgNPs a Ag@AQ,S-NPs byla ovéfovana prostiednictvim mikroskopie
atomarnich sil (AFM) na pfistroji Solver Pro M (NT-MDT, Rusko) pomoci sondy HA NC
(resonanéni frekvence 185 kHz, k = 4.6 N'm™) v semikontaktnim modu nastaveném na 40 %
volné oscilace. Vzorky byly pfipraveny technikou odstfedivého liti pti odstiedivé sile 15 X g
na Cerstve pripraveny HOPG (vysoce orientovany pyrolyticky grafit) a za vakua vysuseny.

Vysledky charakterizace obou typu testovanych NPs jsou shrnuty v kapitole 3.4.

2.8 Chovani testovanych nanocastic béhem pripravy expozi¢niho média
Experimentalné bylo oveéfovano, zdali ma zahtivani koloidniho roztoku AgNPs popf.
Ag@AY,S-NPs vliv na tvorbu aglomerati. K zahiivani dochazi béhem pfipravy expozi¢niho
média agar-AgNPs popf. agar-Ag@AQ,S-NPs, kdy je koloidni roztok téchto ¢&astic
pfikapavan po dobu 15 min do agaru zahtatého na teplotu 85 +5 °C. Tvorba aglomeratl
je predpokladana predevsim pii vyssich koncentracich NPs v agaru. Pro oba typy testovanych

NPs byly tedy pfipraveny vzdy dva roztoky o maximalni expozi¢ni koncentraci (pro AgNPs
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100 mg Ag/L; pro Ag@Ag,S-NPs 150 mg Ag/L), pficemz jeden byl vzdy zahfivan na teplotu
85 £5 °C po dobu 15 min a druhy nikoliv. Nasledné¢ byl utéchto roztokli méten
hydrodynamicky pramér ¢astic na piistroji Zetasizer Zeta Plus (Brookhaven).

Po tomto experimentu byly stejné roztoky podrobeny centrifugaci pfi RCF 11000 x g
podobu 99 min. Po uplynuti této doby bylo pomoci ICP-OES stanoveno mnozstvi
uvolnénych Ag® iontd. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zdali béhem piipravy
expozi¢niho média nedochazi vlivem zahiivani koloidnich roztoki NPs k uvoliovani

vyznamného mnozstvi Ag” iontii. Vysledky téchto experimentii jsou uvedeny Vv kapitole 3.5.

2.9 Testy ekotoxicity nanoc¢astic stfibra (AgNPs)

Jelikoz v odborné literatufe nebyly nalezeny Z4dné informace vztahujici se k testim
ekotoxicity AgNPs v agaru s vyuzitim krouzkovci jako modelovych organismi, bylo obtizné
urit vhodné rozmezi koncentraci AgNPs pro stanoveni hodnoty LCsy V ramci testu akutni
na ZnO-NPs byl ucinén ptedpoklad, ze hodnota LCsp zjisténa Vv agaru bude vyrazné nizsi,
nez hodnota zjisténd v piidé a naopak vysSi nez hodnota zjiSténd pfi testech na vodnich
organismech. Pro pilotni experiment byla tedy nakonec zvolena koncentrace AgNPs
odpovidajici 50 mg Ag/kg agaru. Tato koncentrace byla zvolena s ptihlédnutim k informacim
dostupnym V praci Coll a kol. (2016), o kter¢ je pojednavano v teoretické Casti této diplomové
prace (kapitola 1.7). Klicovou informaci pro rozhodovani pii volbé testované koncentrace
AgNPs byla hodnota NOEC ur¢ena pro roupici druhu Enchytraeus albidus, ktera ¢inila
100 mg Ag/kg pidy [36]. Protoze béhem pilotniho experimentu nebyla pozorovana zvysena
mortalita testovacich organismi v porovnani s kontrolni skupinou, byl nasledné proveden
experiment s dvojnasobnou koncentraci AgNPs — tedy 100 mg Ag/kg agaru.

Postup piipravy expozi¢niho média spocival v postupném piikapavani zasobniho roztoku
AgNPs specifické koncentrace do michaného agaru zahfatého na teplotu 85 +5 °C po dobu
15 min. Stru¢ny postup ptipravy expozi¢niho média je shrnut v nasledujicim odstavci.

Pro pfipravu jedné testovaci jednotky bylo nutné do Erlynmayerovy banky prevést
odpovidajici mnozstvi agaru (1 g) a objem deionizované vody (19 mL), pfi¢emz tato smés
byla zahiata na teplotu 85 £5 °C. Po uplynuti 45 min od dosazeni této teploty byla do agaru
po kapkach ptidavana vodnd disperze AgNPs (30 mL) koncentrace potfebné pro piipravu
expozi¢niho média testované koncentrace. Postup rozlévani, vytvoteni vrypt do expozi¢niho

média, stejné jako pocet testovacich organismii (20 jedinct v jedné testovaci jednotce) byly
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shodné s testy ekotoxicity Ag” iontl (kapitola 2.3). Testy byly provedeny vzdy ve tfech
replikach. Vysledky téchto testl jsou shrnuty v kapitole 3.6.

2.10 Testy ekotoxicity sulfidizovanych nanocastic stfibra (Ag@Ag,S-NPs)

Pii posuzovani ekotoxicity Ag@AQ,S-NPs byl na zaklad¢ vysledkd testi s AgNPs
proveden pouze test pii koncentraci Ag@Ag>S-NPs odpovidajici 150 mg Ag/kg agaru. Tento
test byl proveden dvakrat pii pouziti tii replik v kazdém z nich. Expozi¢ni médium bylo
ptipravovano obdobnym zpusobem jako v piipadé testa ekotoxicity AgNPs (kapitola 2.9).
Vysledky téchto testii jsou uvedeny v kapitole 3.7.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Testy ekotoxicity stFibrnych ionti

Vysledky testi ekotoxicity Ag" iontil pro roupice jsou shrnuty v tab. 7.

Tabulka 7 — Mortalita testovacich organismii (E. crypticus) vici kontrolni skupiné [%] v zavislosti na testované

koncentraci rozpustné formy Ag (AgNOs) — hodnoty priméru a SD vypocteny ze tiech replik

Testovana koncentrace Priamérna mortalita [%6] SD
[mg Ag/kg agaru] viadi kontrolni skupiné [%]
0,10 6,33 5,77
0,25 9,67 764
0,50 54,67 22,55
0,75 29,67 7,64
0,80 55,00 5,00
1,00 75,00 8,66
2,40 93,33 2,89
4,80 91,67 2,89
9,60 100,00 0,00
10,00 100,00 0,00
30,00 100,00 0,00

Hodnota LCsg byla vypoétena na zakladé vySe uvedenych dat s pouzitim nelinearni regrese

a Boltzmannova modelu:
Y = Ymin + (ymax - ymin)/(l + exp((Pl - X)/Pz))

Rovnice 1 — Boltzmanmiv model

kde y je procentualni timrtnost vuci kontrolni skuping, X je In davky Ag, parametr P;
piedstavuje inflexni bod (hodnota LCsp) a parametr P, smérnici kiivky. Béhem testd byla
v kontrolni skupiné¢ zaznamendna mirnd umrtnost nepiesahujici 10 %, coz obecné spliuje
validacni kritéria uvadéna v mezinarodnich smérnicich uréenych pro testovani ekotoxickych
ucinki chemikalii na krouzkovcich (napf. OECD 207, 220 a 1SO 16387). S vyuzitim vySe
uvedenych dat byla sestrojena kiivka davka-ucinek (graf 1). Vysoka hodnota regresniho
rabatu poukazuje na vhodnost pouZitého regresniho modelu. S vyuzitim ziskanych dat byla

vypoctena pro E. crypticus hodnota LCs 0,807 mg Ag/kg agaru.
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Graf 1 — Kfivka davka-iicinek pro E. crypticus, 96 hod expozice AgNOs

V dostupné odborné literatufe je pomérné obtizné najit dostatek relevantnich informaci
tykajicich se akutni toxicity rozpustné formy stiibra pro pidni bezobratlé. Z tohoto divodu
budou v nasledujicich odstavcich uvedeny vysledky vybranych studii vySetfujicich jak akutni,
tak chronickou toxicitu rozpustné formy stfibra pro plidni bezobratlé.

Naptiklad v praci Topuz a kol. (2015) posuzovali ekotoxické tc¢inky AgNOs3 na roupici
druhu Enchytraeus crypticus s vyuzitim piedupraveného kifemenného pisku (zbaveného
rezidui na bazi organického uhliku) jako expozi¢niho média. Hodnoty LCsy pro dvoudenni
a desetidenni expozici AgNO;3 (vztaZzeno ke koncentracim Ag ve vodné fazi expozi¢niho
média) byly v této praci 0,15 mg Ag/L (dvoudenni expozice) a 0,07 mg Ag/L (desetidenni
expozice) [37]. V praci Bicho a kol. (2016) hodnotili ekotoxické Géinky AgNOjz rovnéz
na roupici druhu Enchytraeus crypticus, pii¢emz jako expozi¢ni médium zde byla pouzita
standardni pfirodni ptida LUFA 2.2. Hodnota LCs (tfitydenni expozice) byla v této praci
75 mg Ag/kg suché vahy pudy [48]. V praci Kim a kol. (2012) testovali ekotoxicitu AgNO3
na had’atku druhu Caenorhabditis elegans v tzv. NGM médiu (rastové médium pro kultivaci
nematod na bazi agaru). Zde byla hodnota LCs (Jednodenni expozice) 22 mg Ag/L NGM
média [49]. V praci Diez-Ortiz a kol. (2015) posuzovali ekotoxicitu AgNO3 na zizale druhu
Eisenia fetida s vyuzitim standardni pfirodni pidy LUFA 2.2 jako expozi¢niho média.
Ekotoxické u¢inky AgNO3 byly v této praci posuzovany v raznych ¢asovych bodech (po 1, 9,
30 a 52 tydnech expozice). Zde uvedené hodnoty LCso byly 276 mg Ag/kg suché vahy pudy
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(Jednotydenni expozice), 319 mg Ag/kg suché vahy pudy (devititydenni expozice), 682 mg
Ag/kg suchd vahy pidy (tficetitydenni expozice) a 722 mg Ag/kg suché vahy pudy
(padesatidvoutydenni expozice) [50]. V praci Kwak a kol. (2014) testovali ekotoxicitu
AgNO; na zizale druhu Eisenia andrei. Jako expozi¢ni médium zde autofi pouzili OECD
artificialni ptidu. Hodnota LCsy (sedmidenni expozice) byla v tomto piipadé 530 mg Ag/kg
suché vahy pudy [51]. Pro lep$i porovnani budou v nasledujicim odstavci uvedeny i vysledky
vybranych studii, které byly realizovany v akvatickém prostiedi.

Naptiklad v praci Williams a kol. (1990) posuzovali ekotoxicitu AgNO3 na had’atku druhu
Caenorhabditis elegans v tzv. K'médiu (médium slozené z deionizované a destilované vody
se spefickou koncentraci Na* a K ionti pfidavanych ve formé NaCl a KC1). Hodnoty LCsy,
stanovené opét v riznych ¢asovyh bodech byly 5 mg Ag/L expozi¢niho média (jednodenni
expozice), 2 mg Ag/L expozicniho média (dvoudenni expozice), 1 mg Ag/L expozi¢niho
média (tfidenni expozice) a 0,1 mg Ag/L expozi¢niho média (Ctyfdenni expozice). V této
praci rovnéz stoji za povsSimnuti tabulka porovnavajici ekotoxicitu rozpustné¢ formy
vybranych tézkych kovu (Hg, Cu, Be, Al, Pb, Zn, Cd a Sr) pro totozny organismus
(Caenorhabditis elegans) v akvatickém prostiedi (K médium) a v agaru. Z tabulky je jasné
patrna mnohonasobné vyssi toxicita testovanych latek v akvatickém prostfedi. Napiiklad
u Hg?* iontd (testovano ve formé& HgCly) byla 24 hodinova hodnota LCsy stanovena na 10 mg
Hg/L expozi¢niho média, kdeZto u agaru byla tato hodnota desetinasobné vyssi (100 mg Hg/L
agaru). U Cu® iontd (testovano ve formé CuCly.2H,0) byla hodnota 24 hodinové LCsg
v akvatickém prostfedi 22 mg Cu/L expozicniho média, zatimco v agaru byla totozna hodnota
stanovena na 170 mg Cu/L expozi¢niho média [52]. V praci Kennedy a kol. (2010) hodnotili
ekotoxicitu AgNO; na hrotnatce druhu Daphnia magna Vv rekonstituované vodé stiedni
tvrdosti (obsah soli do 80 mg/L, vyjadfovéano jako CaCOg3). Primérna hodnota LCsg (vztaZeno
k celkové koncentraci Ag vexpozitnim médiu) byla Vvtéto praci stanovena
na 0,0012 mg Ag/L expozi¢niho média (dvoudenni expozice) [53]. V praci Erickson a kol.
(1998) rovnéz posuzuji ekotoxicitu AgNO3 na hrotnatce druhu Daphnia magna s vyuzitim
dvou typll expozi¢niho média (uméle piipravend laboratorni voda a redlnd voda odebrana
zteky Saint Louis). Oba typy pouzitych vod se vyznamnym zpusobem lisily v jejich
vlastnostech (napf. rozdilné pH; tvrdost; alkalita; koncentrace Ca?*, Mg*, Na*, CI, SO,*
iontl a celkovy obsah organického uhliku). Hodnoty LCs (96 hodinova expozice) byly v této
praci stanoveny na 0,00058 mg Ag/L (uméle pfipravena laboratorni voda) a 0,035 mg Ag/L
(voda z teky Saint Louis) [54]. Vyse uvedené informace jsou v pichledné formé shrnuty

Vv nasledujici tab. 8.
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Tabulka 8 — Hodnoty LCsy pro vybrané terestrické a akvatické organismy (AgNQOs); hodnota LCsq zjisténd

V ramci této prace je zvyraznéna zelenou barvou

Terestrické prostiredi

Doba expozice

Testovaci organismus LC Zdroj
g [dny] 50 ]
Enchytraeus crypticus 4 0,807 mg Ag/kg agaru Vlastni
Enchytraeus crypticus 2 0,15 mg Ag/L vodné faze expoz. média [37]
10 0,07 mg Ag/L vodné faze expoz. média
Enchytraeus crypticus 21 75 (66—84) mg Ag/kg suché vahy pidy [48]
Caenorhabditis elegans 1 22 (11-46) mg Ag/L NGM média [49]
Eisenia fetida 7 276 mg Ag/kg suché vahy pidy
63 319 (162-475) mg Ag/kg suché vahy pidy [50]
210 682 mg Ag/kg sucha vahy pady
365 722 (598-848) mg Ag/kg suché vahy pudy
Eisenia andrei 7 530 (400-700) mg Ag/kg suché vahy pidy [51]
Akvatické prostiredi
. . Doba expozice .
Testovaci organismus LCx Zdroj
[dny]
Caenorhabditis elegans 1 5 (3-10) mg Ag/L K" média
2 2 (1-10) mg Ag/L K média
[52]
3 1 (1-7) mg Ag/L K" média
4 0,1 (0,01-4,98) mg Ag/L K" média
Daphnia magna 2 0,0012 mg Ag/L expozi¢niho média [53]
Daphnia magna 0,00058 (0,00056—-0,00061) mg Ag/L modelové vody [54]

0,035 (0,032-0,039) mg Ag/L realné fi¢ni vody
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Na zéklad¢ diskutovanych vysledki 1ze dospét k zavéru, ze ekotoxicita rozpustné formy
stifbra vyznamnou meérou zavisi na typu pouzitého expoziéniho média a jeho
fyzikalné-chemickych parametrech. Napiiklad u had’atka druhu Caenorhabditis elegans byla
ve vyse citované praci Kim a kol. (2012) hodnota LCsy pro jednodenni expozici stanovena
na22 mg Ag/L NGM média [49], zatimco v praci Williams a kol. (1990), kde testovali
ekotoxicitu rozpustné formy stiibra ve vodném prostiedi, byla obdobna hodnota stanovena
na5 mg Ag/L K" média [52]. Na zakladé osobnich poznatkii a informaci dostupnych
v odborné literatuie 1ze predpokladat, ze ekotoxicita testovanych latek klesd v zavislosti na

typu pouzitého expozi¢niho média nasledovné: vodné prostiedi > agar > puda.

3.2 Testy ekotoxicity dusi¢cnanovych iontu

Test NO3 iontd (1 g NO3/kg agaru) vySel dle predbéznych piedpokladi negativné (nebyl
zaznamenan vliv na mortalitu testovacich organismi). Na zaklad¢ tohoto vysledku lze dospét
K zavéru, ze ani pii nejvyssi testované koncentraci AgNO3; (30 mg Ag/kg agaru), ktera
odpovida 17,2 mg NOs/kg agaru, nelze piedpokladat, ze by se na vysledné ekotoxicité
podilely NOj3™ ionty. Z tohoto divodu bude vysledek tohoto testu povazovan za vysledek

kone¢ny a neni nutné se dale zabyvat ekotoxicitou NO3” iontu, ktera je patrné velmi nizka.

3.3 Kovantifikace stfibra v pripravenych koloidech

Koncentrace zasobnich roztoki, vyjadiené jako primérné hodnoty ziskané ze tii stanoveni,

Cinily 348,2 mg Ag/L (AgNPs) a 215,8 mg Ag/L (Ag@Ag,S-NPs).

3.4 Charakterizace testovanych nanocastic

Hydrodynamické priméry a zeta-potencidly namétené u pfipravenych vzorkl koloidnich
roztokit AgNPs (100 mg Ag/L) a Ag@wAg,S-NPs (150 mg Ag/L) jsou uvedeny v tab. 9.
Vzorek koloidniho roztoku AgNPs, proméfeny 15 min po jeho ptipraveé, vykazoval
prumérnou hodnotu hydrodynamického priméru 48,5 +0,6 nm. U vzorku Ag@Ag,S-NPs
byla obdobna hodnota stanovena na 59,3 £1,5 nm. Zeta-potencial byl negativni pro oba

typy NPs, pticemz AgNPs vykazovaly vyssi agregacni stabilitu.
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Tabulka 9 — Hodnoty hydrodynamického priméru (Dy) a zeta-potencidlu ({-potencidal) namérené u vzorki
AgNPs (100 mg Ag/L) a Ag@Ag,S-NPs (150 mg Ag/L); hodnoty Dy a (-potencidlu jsou vyjadioviny jako

priumeérnd hodnota ziskana z deseti opakovani

Nanodastice Dy [nm] SD (-potencial [mV] SD
AgNPs 48,5 0,6 -22,6 5,63
Ag@Ag,S-NPs 59,3 1,5 -11,67 1,35

Snimky obou typu testovanych NPs potizené SEM jsou uvedeny na obr. 26. Na zakladé
uvedenych snimku Ize konstatovat, ze oba typy testovanych NPs maji piiblizné stejnou
velikost s primérem pohybujicim se okolo 50 nm. Na snimcich nebyly mezi testovanymi NPs
pozorovany vyrazné rozdily ve velikosti, tvaru, tvorbé mosti (Ag,S muize mezi AgNPs
vytvaret mosty) popt. aglomerat a NPs byly rozptyleny na substratu (mikroskopické sklicko)

homogenné.

Obrizek 26 — SEM snimky AgNPs (A) a Ag@Ag>S-NPs (B); méFitko (100 nm) je zobrazeno v levé dolni casti
obou snimkii

Difrakéni zaznamy obou typt testovanych NPs jsou uvedeny na obr. 27. Na zakladé¢
Rietveldovy analyzy ziskanych dat byla u AgNPs prokazana kubicka struktura sttibra,
zatimco u Ag@Ag,;S-NPs byla prokazana mimo kubické struktury stfibra (jadro) rovnéz
akantitova jednoklonna struktura v ptipadé Ag,S (,.slupka®). Z difrakéniho zaznamu
Ag@AQ,S-NPs byla pomoci Scherrerovy aproximace stanovena prumérna velikost jadra

na 30,7 nm a praimérna velikost ,,slupky* tvofené¢ Ag,S na 18 nm.
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Obrazek 27 — Difrakéni zaznamy vzorkii AGQNPs (A) a AQ@AQ,S-NPs (B); modrda linie predstavuje kubickou
strukturu stribra, ¢ervend linie predstavuje akantitovou jednoklonnou strukturu Ag,S

Topografické snimky obou typi testovanych NPs potfizené pomoci AFM jsou uvedeny
naobr. 28a, b. Oba typy testovanych NPs byly dle pofizenych snimki sférického tvaru.
Topograficky profil jedné nanocastice stfibra s vyskou 46 nm a primérem 51 nm Vv poloving
této vysky je uveden na obr. 28c. U Ag@Ag,S-NPs byla stanovena vyska ve velikostnim

rozmezi 45-55 nm s primérem 55-65 nm Vv poloving jejich maximalni vysky.
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Obrazek 28 — Topografické snimky testovanych AgNPs (4) a Ag@Ag,S-NPs (B) a topograficky profil jedné

nanocastice stribra (C)
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3.5 Chovani testovanych nanocastic béhem pripravy expozi¢niho média

V ramci doprovodnych experimentl bylo zjisténo, ze zahtivani koloidniho roztoku AgNPs
popt. Ag@Ag>S-NPs na teplotu 85 £5 °C po dobu 15 min (doba, po kterou jsou testované
NPs zahtivany bcéhem pfipravy expozi¢niho média) nemd vyznamny vliv na hodnotu
hydrodynamického pruméru castic. U nezahfivaného roztoku AgNPs o koncentraci
100 mg Ag/L (maximalni expozi¢ni koncentrace u AgNPs) byla naméiena hodnota
hydrodynamického pruméru ¢astic 48,5 +0,6 nm, pii¢emz U zahfivaného roztoku byla tato
hodnota 49,6 +0,4 nm. Podobného vysledku bylo dosazeno iu roztoku Ag@AQJ,S-NPs
o koncentraci 150 mg Ag/L (maximalni expozicni koncentrace u Ag@Ag,S-NPS).
U nezahiivaného roztoku Ag@Ag,S-NPs byla naméfena hodnota hydrodynamického
priméru castic 59,3 +1,5 nm au zahfivan¢ho roztoku byla tato hodnota 61,9 +2,7 nm.
Vyse uvedené vysledky jsou shrnuty v tab. 10.
Tabulka 10 — Hodnoty hydrodynamického priméru castic (Dy) naméiené u roztokii AgNPs (100 mg AglL)

a Ag@AQg,S-NPs (150 mg Ag/L) pied a po zahiivani na teplotu 85 +5 °C po dobu 15 min; hodnoty Dy jsou

vyjadrovany jako priimérna hodnota ziskana z deseti opakovani

Nezahiivany roztok Zahtivany roztok
Nano¢astice Dy [nm] SD Dy [nm] SD
AgNPs 48,5 0,6 49,6 0,4
Ag@AQg,S-NPs 59,3 15 61,9 2,7

Dale bylo experimentalné ovéfovano, jaké mnozstvi Ag® iontli se miize uvolnit b&hem
ptipravy expozi¢niho média. Roztok AgNPs o koncentraci 100 mg Ag/L, ktery byl podroben
zahfivani na teplotu 85 =5 °C po dobu 15 min a nasledné centrifugovan pii odstfedivé sile
11 000 x g (99 min), uvolnil 1,3 mg/L Ag" ionti, coz odpovida 1,3 % piavodniho mnozstvi
Ag pritomného v takto zahfivaném roztoku. U nezahfivané¢ho roztoku totoZné koncentrace
bylo mnozstvi uvolnénych Ag® iontl pod detekénim limitem pouzité analytické metody
(< 0,01 mg Ag/L). Obdobnym zpiisobem byla ovéfovdna monost uvoliiovani Ag” ionti
uroztokit Ag@AQg,S-NPs o koncentraci 150 mg Ag/L. U obou roztokli (zahfivany
a nezahfivany) bylo mnoZstvi uvolnénych Ag" iontll v supernatantu pod detekénim limitem
pouzité analytické metody (< 0,01 mg Ag/L). U roztoku Ag@Ag,S-NPs se uvoliiovani Ag"
iontl z testovanych NPs neptedpokladéd vzhledem k pfitomnosti siry, kterd by méla s ptipadné

uvolnénymi Ag" ionty vytvaiet Ag,S.
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3.6 Testy ekotoxicity nanocastic stribra (AgNPs)
Vysledky obou provedenych testi ekotoxicity AgNPs pro roupice jsou shrnuty v tab. 11.

Tabulka 11 — Mortalita testovacich organismii (E. crypticus) vici kontrolni skupiné [%] v zavislosti

na testované koncentraci AgNPs — hodnoty pruméru a SD vypocteny ze tiech replik

Testovana koncentrace Priamérna mortalita vici kontrolni SD [%]
[mg Ag/kg agaru] skupiné [%] 0
50,00 5,00 0,00
100,00 11,67 577

V ramci testovanych koncentraci byla zaznamenana jen velmi slaba odezva modelovych
organismil. Pfi maximalni testované expozi¢ni koncentraci bylo dosazeno pouze 11,67%
mortality. Na zaklad¢ téchto informaci lze ucinit zavér, Ze ekotoxicita AgNPs je v pouZzitém
expozi¢nim médiu mnohondsobné nizsi, nez jak je tomu v piipadé rozpustné formy stiibra
(AgNOs3) a hodnota LCsg se nachazi vysoko nad maximalni testovanou expozi¢ni koncentraci
(LCso >> 100 mg Ag/kg agaru). Pro konstrukci kiivky davka-ucinek v celém jejim rozsahu
by bylo potieba pfipravit mnohem koncentrovanéj$i primarni koloid, coz se ani pii pouZiti
koncentra¢nich technik (centrifugace) nedatilo, jelikoz pifi vysSich koncentracich primarnich
koloidti dochézelo knarustu velikosti testovanych NPs v dasledku jejich aglomerace.
V souladu stouto skuteCnosti lze rovnéz dospét k zavéru, ze takto koncipované testy
vyuzivajici agar jako expozi¢ni médium jsou vhodné spiSe pro testovani praskové formy NPs,
u kterych jsme schopni dosdhnout vysSich expozi¢nich koncentraci nebo je tieba navrzeny
postup modifikovat pro testy chronické ekotoxicity sjinymi endpointy (napf. rizné
biochemické markery oxidativni stresu, reprodukce atd.), coz vzhledem k nedostate¢nému
technickému vybaveni laboratofi nebylo mozné. V nasledujicich odstavcich budou uvedeny
vysledky vybranych studii vysetfujicich akutni a chronickou toxicitu AgNPs pro pudni
bezobratlé.

V praci Bicho a kol. (2016) posuzovali ekotoxicitu AgNPs (NM300K, 17 +8 nm)
na roupici druhu Enchytraeus crypticus v pfirodni standardni pidé LUFA 2.2. Hodnota LCsg
(tfitydenni expozice), uvedena v této praci, byla 657 mg Ag/kg suché vahy pady [48]. V praci
Gomes a kol. (2013) posuzovali ekotoxicitu AgNPs-PVP (velikost dle poskytovatele 30—
50 nm; charakterizace pomoci TEM: 82 +2 nm; charakterizace pomoci DLS: 235 +4 nm)
na roupici druhu Enchytraeus albidus s vyuzitim OECD artificialni pudy jako expozi¢niho

média. Autofi této prace nezaznamenali u testovanych AQNPS-PVP vyznamny vliv
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na mortalitu ani pii nejvyssi testované expozi¢ni koncentraci a hodnota LCsy (Sestitydenni
expozice) se nachazela vysoko nad 1 000 mg Ag/kg suché vahy pudy [55]. V praci Diez-Ortiz
akol. (2015) hodnotili ekotoxické ucinky AgNPs (pfevazna cCast sférické Castice
ve velikostnim rozmezi 50-80 nm) na zizale druhu Eisenia fetida s vyuzitim piirodni
standardni piady LUFA 2.2 jako expozi¢niho média. Hodnoty LCsy byly v této praci
stanoveny na >>4395 mg Ag/kg suché vahy pidy (pro jednotydenni, devititydenni
a tiicetitydenni expozici) a 4 504 mg Ag/kg suché vahy pudy (padesatidvoutydenni expozice)
[50]. V praci Kwak a kol. (2014) uvadi, ze hodnota LCsy (sedmidenni expozice) pro Zizalu
druhu Eisenia andrei se v OECD artificialni ptd¢é u testovanych AgNPs-Cit (primérna
velikost ¢astic dle poskytovatele 9,9 nm; hydrodynamicky primér ¢astic stanoven autory
této prace na 50,6 nm) nachazi vysoko nad maximalni testovanou expozi¢ni koncentraci
(LCs0 >>2 000 mg Ag/kg suché vahy pady) [51]. V praci Khalil a kol. (2016) testovali
ekotoxicitu AgNPs (charakterizace pomoci TEM: 77,14 £19,32 nm) na zizale druhu
Aporrectodea caliginosa v OECD artificialnim pudnim substratu. Ani v této praci nebyl
zaznamenan vyznamny vliv expozice AgNPs na mortalitu testovacich organisml a hodnota
LCso (Ctyfdenni expozice) se opét nachazela vysoko nad 1 000 mg Ag/kg suché vahy pidy
[56]. V praci Kim a kol. (2012) vySetiovali ekotoxicitu AgNPs-Cit (hydrodynamicky pramér
¢astic 50,6 nm) na hadatku druhu Caenorhabditis elegans vjiz zminovaném médiu
pro kultivaci nematod (NGM médium), které se svymi vlastnostmi podoba agaru. Hodnota
LCs (jednodenni expozice) byla v této praci stanovena na 55 mg Ag/L NGM média [49].

Stejné jako v piipadé kapitoly 3.3 (Testy ekotoxicity Ag™ iontli) budou i zde uvedeny
vysledky vybranych studii vySetiujicich ekotoxicitu AgNPs v akvatickém prostiedi. Z diivodu
nedostatku dat vztahujicich se k ekotoxicit€¢ AgNPs pro plidni organismy ve vodnim prostiedi
budou uvedeny pro predstavu alesponn vysledky vybranych studii vysetiujicich ekotoxicitu
AgNPs pro akvatické organismy.

V praci Griffitt a kol. (2008) se zabyvali ekotoxickymi ucéinky AgNPs (velikost
dle poskytovatele 30-50 nm; charakterize pomoci TEM: 26,6 +8,8 nm) pro danio pruhované
(Danio rerio) a hrotnatku obecnou (Daphnia pulex). V této praci pouzité expozi¢ni médium
vykazovalo nasledujici vlastnosti: koncentrace rozpusténého kysliku 8,5-8,9 mag/L;
pH = 8,2 £1; tvrdost 142 mg/L (vyjadfovano jako mg CaCOs); vodivost 395 uS; koncentrace
amoniaku niz$i nez 0,5 mg/L. Hodnoty LCsp, uvedené v této praci, byly pro Danio rerio
7,07 mg AgQ/L (dvoudenni expozice) a pro Daphnia pulex 0,04 mg Ag/L (dvoudenni
expozice) [57]. V praci Zhao a kol. (2011) posuzuji ekotoxicitu AgNPs (charakterizace

pomoci TEM: 20 nm; charakterizace pomoci DLS: 40-50 nm) na hrotnatce druhu Daphnia
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magna, pfi¢emz jako expozi¢ni médium zde pouzivaji tzv. M7 médium (artificidlni voda
obsahujici specifické koncentrace CaCl,, MgSO4, KoHPO4, NaNO;, NaHCOs, NaySiOs,
H3BO3;, KCl a KH;PO,). Vramci dvoudenni expozice nebyl pozorovan vliv AgNPs
na mortalitu testovacich organismt ani pfi maximalni testované koncentraci (0,5 mg Ag/L),
tudiz i hodnota LCsp se v tomto ptipadé nachazi vysoko nad touto koncentraci [58]. Vyse

uvedené hodnoty LCsg jsou shrnuty v nasledujici tab. 12.
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Tabulka 12 — Hodnoty LCsy pro vybrané terestrické a akvatické organismy (AgNPs); hodnota LCsy zjisténd

V ramci této prace je zvyraznéna zelenou barvou

Terestrické prostiedi

Doba expozice

Testovaci organismus LC Zdroj
g [dny] 50 J
Enchytraeus crypticus 4 >> 100 mg Ag/kg agaru Vlastni
Enchytraeus crypticus 21 657 (578-735) mg Ag/kg suché vahy pudy [48]
AgNPs: 17 £8 nm
Enchytraeus albidus 42 >>1 000 mg Ag/kg suché vahy pudy [55]
AgNPs-PVP: 30-50 nm
Eisenia fetida 7 >> 4 395 mg Ag/kg suché vahy pudy
63 >> 4 395 mg Ag/kg suché vahy pidy
210 >> 4 395 mg Ag/kg suché vahy pudy [50]
365 4504 (1 342-7 666) mg Ag/kg suché vahy pidy
AgNPs: 50-80 nm
Eisenia andrei 7 >> 2 000 mg Ag/kg suché vahy pudy [51]
AgNPs-Cit: 9,9 nm (dle poskytovatele)
Aporrectodea caliginosa 4 >>1 000 mg Ag/kg suché vahy pudy [56]
AgNPs: 77,14 £19,32 nm (TEM)
Caenorhabditis elegans 1 55 (29-105) mg Ag/L. NGM média [49]
AgNPs-Cit: 50,6 nm (DLS)
Akvatické prostiedi
Testovaci organismus Doba expozice LC Zdroj
[dny] %
Danio rerio 2 7,07 (6,04-8,28) mg Ag/L
Daphnia pulex 0,04 (0,03-0,05) mg Ag/L [57]
AgNPs: 30-50 nm (dle poskytovatele)
Daphnia magna 2 >>0,5mg Ag/L
p g gAg [58]

AgNPs: 20 nm (TEM); 40-50 nm (DLS)
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Na zaklad¢ vySe uvedenych dat a vysledkii provedenych test ekotoxicity AgNPs lze u€init
zavér, ze akutni ekotoxicita téchto ¢astic neni s ohledem na jejich environmentalné relevantni
koncentrace v ptidach vyznamna a tcelnéjsi by bylo pouziti citlivéjSich ekotoxikologickych
endpointt (napf. reprodukce, biochemické markery oxidativniho stresu, posSkozeni DNA atd.).

V piipadé¢ dalsiho vyzkumu v této oblasti by bylo vhodné provést porovnani ekotoxicity
riznych druhtt NPs v odlisnych typech pud (napt. OECD artificidlni pida a pfirodni
standardni ptida LUFA 2.2.) a v agaru. Toto porovnani by mohlo s vyuzitim vhodného
matematického modelovani umoznit vyvinout rychlou metodu pro stanoveni a pfepocet akutni

toxicity testovanych NPs v agaru na rizna expozi¢ni média.

3.7 Testy ekotoxicity sulfidizovanych nanocastic stribra (Ag@Ag,S-NPs)
Vysledky obou provedenych testi ekotoxicity Ag@Ag,S-NPs pro roupice jsou shrnuty
v tab. 13.

Tabulka 13 — Mortalita testovacich organismii (E. crypticus) wiici kontrolni skupiné [%] zaznamenand po
96 hod expozici Ag@Ag,S-NPs v agaru (koncentrace 150 mg Ag/kg agaru) — hodnoty priméru a SD vypocteny

ze trech replik

Testovana koncentrace Priumérna mortalita vaci

0,

[mg Ag/kg agaru] kontrolni skupiné [%] SD [%]
150 3,33 5,77
150 5,00 8,66

Z uvedenych vysledki je patrné, Ze pii koncentraci 150 mg Ag/kg agaru bylo v rdmci dvou
provedenych testli (kazdy test tfi repliky) dosazeno maximalni primérné mortality 5 %,
pficemz tato mortalita nemusi byt disledkem expozice testovacich organismu
Ag@AQg,S-NPs, nybrz jejich $patnou fyzickou kondici. Vzhledem k vysledkiim téchto testl
nebyly realizovany testy s vysSimi koncentracemi, nebot’ se jednd o environmentilné
irelevantni koncentrace a pfipravit expoziéni médium s vy$§imi koncentracemi by bylo
s ohledem na koncentraci zasobniho roztoku Ag@Ag,S-NPs obtizné proveditelné. Hodnota
LCso se nachéazi v tomto piipadé vysoko nad zvolenou testovanou koncentraci (LCsg >> 150
mg Ag/kg agaru). V soucasné dobé nejsou k dispozici data vztahujici se k ekotoxicité
Ag@Ag,S-NPs pro pudni bezobratlé. V kapitole 1.6 je pojednavano o vlivu sulfidace AgNPs
na jejich vyslednou ekotoxicitu, pfi¢emz jsou zde uobou typu testovanych NPs (AgNPs

a Ag@AQg2S-NP) porovnany hodnoty LCsp pro riizné organismy.
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4  ZAVER

Cilem této prace byly testy akutni ekotoxicity dvou typi NPs (AgNPs a Ag@Ag,S-NPs)
na vybraném modelovém organismu (Enchytraeus crypticus) v gelovém kultivaénim prostiedi
(agar), jehoz klicovou tlohou bylo potlaceni mozné aglomerace testovanych NPs a jejich
homogenni distribuce v celém objemu testovaci jednotky. Na =zakladé provedenych
experimentll lze konstatovat, Ze pouziti agaru jako expozi¢niho média v testech akutni
ekotoxicity NPs je v ptipadé zvoleného modelového organismu mozné. V soucasnosti existuji
pouze dalsi dvé studie vySetiujici ekotoxicitu NPs v agaru s vyuzitim krouzkovcu jako
modelovych organismi. Jedna se o prace Lia kol. (2011) [13] a Hrda a kol. (2016) [14],
pficemz v obou piipadech byly posuzovany ekotoxické ucinky ZnO-NPs. Z tohoto diivodu
by bylo vhodné v ramci budouciho vyzkumu provést dalsi testy s riznymi nanomaterialy,
které by vhodnost daného postupu podpofily ¢i vyvratily.

Pti testovani ekotoxicity rozpustné formy stéibra (testovano ve formé AgNO;3) byla
zaznamenana silnd odezva modelovych organismi, kde 100% mortality bylo dosazeno
jiz pii koncentraci 9,6 mg Ag/kg agaru a hodnota LCsy byla stanovena na 0,807 mg Ag/kg
agaru. Pfi testovani ekotoxicity NOj3 iontl (testovano ve form& NaNOjs) nebyl zaznamenéan
vliv na mortalitu testovacich organismi az pii koncentraci 1 g NOs/kg agaru,
tudiz ekotoxické ucinky AgNOj3 byly zpisobeny vyhradné expozicici modelovych organismu
Ag’ iontim.

U obou typl testovanych NPs byla pozorovana jen velmi slabd odezva modelovych
organismi. Pii testovani ekotoxicity AgNPs byla pfi maximalni zvolené expozicni
koncentraci (100 mg Ag/kg agaru) zaznamenana pouze 11,67% mortalita. V piipadé
Ag@AQ,S-NPs bylo pti zvolené expoziéni koncentraci (150 mg Ag/kg agaru) dosazeno
maximalni mortality 5 %. Pro ziskani hodnot LCsy pro oba typy testovanych NPs by bylo
potieba pfipravit mnohem koncentrovangj$i primarni koloid, coz se ani pii pouZiti
koncentra¢nich technik (centrifugace) nedafilo, jelikoZ pfi vySSich koncentracich primarnich
koloidii dochéazelo k narGstu primérné hodnoty velikosti Castic, ale 1 k zdsadni zméne
distribuce velikosti ¢astic. Z téchto divodi rovnéz nebylo moZné vhodnym zpiisobem
posoudit a kvantifikovat vliv vybrané povrchové modifikace AgNPs (sulfidace) na jejich
vyslednou ekotoxicitu. Na zdklad€¢ uvedenych dat 1ze dospét k zavéru, Ze takto koncipované
testy vyuzivajici agar jako expozi¢ni médium jsou vhodné spiSe pro testovani praskoveé

formy NPs, u kterych jsme schopni dosahnout vyssich expozi¢nich koncentraci nebo je tieba
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navrzeny postup modifikovat pro testy chronické ekotoxicity s citlivéj$imi endpointy
(napft. rizné biochemické markery oxidativni stresu, reprodukce atd.).

Déle bylo experimentaln¢ zjiSténo, Ze zahtivani koloidnich roztokt testovanych NPs
nateplotu 85 =5 °C po dobu 15 min béhem piipravy expozi¢niho média vyznamnym
zpisobem neovliviiuje primérnou velikost testovanych NPs, vcetné jejich velikostni
distribuce. Experimentalné bylo rovnéz zjisténo, ze béhem ptipravy expozi¢niho média agar-
AgNPs popi. agar-Ag,S-NPs nedochazelo vlivem zahiivani koloidnich roztokti testovanych
NPs k uvoliiovani vyznamného mnozstvi Ag" iontll, které by mélo zasadni vliv na mortalitu
testovacich organismi. Zahiivany roztok AgNPs (85 +5 °C) o koncentraci 100 mg Ag/L
sice uvolnil 1,3 mg/L Ag® iontfl, coz by byla vzhledem k provedenym testim ekotoxicity
Ag’ iontll smrtelna koncentrace pro viechny testovaci organismy, nicméné v testech s témito
NPs nebyl zaznamenén vyrazny vliv na mortalitu testovacich organismii. Z tohoto divodu
Ize predpokladat, ze v agaru dochazi k mensi mife uvolinovani kovovych iontd z testovanych

NPs nez ve vodnych roztocich téchto ¢astic.
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