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1. Vypracujte literarni reSerSi zamérenou na problematiku vztahu mezi environmentalni re-
levanci a reprodukovatelnosti jednotlivych postupi testovani ekotoxicity nanocastic na pid-
nich organismech. PopiSte parametry experimenti, které zasadnim zpisobem ovliviuji kazdy
z téchto faktori, a diskutujte moznosti jejich optimalizace.

2. Vysvétlete, jaky vyznam maji jednotlivé slozky ptidniho prostiedi na vyslednou ekotoxi-
citu vybranych typi nanocastic. Zamérte se zejména na problematiku vztahu mezi danou
pudni slozkou a osudem nanocastice v pudé. Zjistéte, zda jiz byly definovany néjaké obecné
zakonitosti popisujici vliv sloZzeni pidy na ekotoxicitu nanocastic.

3. Na krouzkovci Enchytraeus crypticus provedte test ekotoxicity nanocastic ZnO v agarovém
médin modifikovaném pomoci pfidavku pisku a rageliny. Diskutujte, jak pfidavek obou mo-
delovych slozek pudy ovlivnil vysledky provadénych testii. Zhodnotte prednosti a nevyhody
tohoto postupu.
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Anotace

Teoreticka Cast prace shrnuje poznatky o ekotoxikologickych ucincich nanocéstic oxidu
zine¢natého. Zabyva se jejich vlastnostmi, transformacemi a piedevsim jejich osudem v pude¢.
Experimentalni Cast prace je vénovéana vyuziti zivnych médii na bazi agaru se zvysenou
environmentalni relevanci pii testech ekotoxicity nanocCastic. V této Casti prace jsou shrnuty
vysledky testll ekotoxicity Zn?* iontii a nanoéastic ZnO na krouzkovci z &eledi roupicovitych
(Enchytraeus crypticus) provadénych v agarovém zivném médiu s pfidavkem modelovych

pudnich slozek (pisek, raselina).

Klicova slova

Testy ekotoxicity, nanocastice, zinek, roupice (Enchytraeus crypticus), agar, puda

Tittle

Ecotoxicity testing of ZnO nanoparticles on Enchytraeus crypticus in agar medium with

increased environmental relevance.

Annotation

The theoretical part summarizes current knowledge regarding ecotoxicological effects of zinc
oxide nanoparticles. In particular, it deals with the sources of these nanoparticles, and their
fate, behavior and transformations in the environment. The experimental part is devoted to the
use of agar—based nutrient media with increased environmental relevance in ecotoxicity tests.
Results of Zn*? and ZnO nanoparticles ecotoxicity tests performed using annelid Enchytraeus
crypticus cultivated in agarose gel with the addition of model soil components (sand, peat) are

summarized in this part of the thesis.
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Uvod

Cilem diplomové prace bylo zvysit environmentalni relevanci agarového kultivaéniho média
pro testy ekotoxicity nanocastic na pidnim krouzkovci Enchytraeus crypticus. Toho bylo
mozné dosahnout za pomoci piidavki nékteré ptidni komponenty do agaru, protoze agar
je Cisté kultiva¢ni médium bez obsahu pudnich slozek. Jako ptidavné slozky byly zvoleny

pisek a raselina a pfi testech byla sledovana zména vysledné toxicity vlivem ptidavné slozky.

Teoreticka Cast prace je zamétfena na nanocastice oxidu zine¢natého a jejich osud v zivotnim
prostiedi. Popisuje, jakym zplisobem se nanocastice dostavaji do pudy a jaké parametry
mohou ovlivnit jejich vyslednou toxicitu Vv pudé. Pozornost je vénovana piedevSim
transformacim nanocastic v pude. Prace se zabyva také testovanim ekotoxicity v umélych
standardizovanych ptidach a srovnanim vysledku téchto testt s vysledky ziskanymi pfi pouziti
agarovych kultivaénich médii. Reseny jsou vlastnosti jednotlivych komponent pid a jejich
pisobeni na testovaci organismus v pfitomnosti toxické latky. Mald c¢ast je vénovéna
popisu a vlastnosti modelovaného organismu  Enchytraeus crypticus, pouzivaného

pii ekotoxikologickych testech.

V experimentalni ¢asti prace jsou shrnuty vysledky jednotlivych testi. Srovnany jsou
vysledky testovani zine¢natych kationtli a nanoc¢éstic oxidu zine¢natého. Déle jsou porovnany
vysledky tfi uprav agarového kultivaéniho média, které spocivaji v ptidavku raseliny, pisku

a kombinaci obou komponent.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Nanocastice oxidu zine¢natého

Nanotechnologie je v souc¢asné dobé jeden z nejrychleji se rozvijejicich technickych obort.
Produkce primyslové vyrdbénych nanocastic (ENPs) se stdle zvySuje a jejich uniku
do zivotniho prostfedni neni mozné zcela zabranit. V disledku toho je nutné feSit nejen
toxicitu samotnych nanocastic (NPs), ale také problematiku transformaci, které NPs
prodé€lavaji pti interakci s jednotlivymi slozkami zivotniho prostfedi. Mezi pfemény, které
nanocastice v zivotnim prostiedi prod€lavaji mizeme zafadit naptiklad rozpousténi, nebo
zmény chemického slozeni povrchu ¢astic vlivem adsorpce ¢i reakce s kyslikem. Vsechny
tyto transformace maji zdsadni vliv na pribéh interakci nanocéstic se zivymi organismy

a v dasledku toho i na jejich ptipadné ekotoxické ucinky [1].

Nanotechnologii myslime technicky obor, jehoZ podstatou je manipulace s objekty o velikosti
blizici se rozmérim jednotlivych atomt, ¢imz vznikaji materialy s netradicnimi vlastnostmi.
Za nanomateridly povazujeme takové hmotné utvary, jejichz jeden, dva nebo tfi rozméry
spadaji do oblasti 1-100 nm. Tyto atvary se mohou vyskytovat v podobé nanovlaken,
nanofilmil ¢i nanocastic. Nejvetsi vyuziti nachazeji v dneSni dobé pravé nanocéstice, které
maji vSechny tfi rozméry men$i nez 100 nm. NPs muzeme dle jejich pivodu rozdélit
na ptirodni a antropogenni. Pfirodni NPs vznikaji pfi procesech, jako jsou lesni pozary, eroze,
¢i vulkanicka ¢innost. Antropogenni NPs vznikaji lidskou Cinnosti pii jejich cilené vyrobeé.

AZ miliony tun nanocastic jsou celosvétove roéné vyrabény cilené pro komer¢ni ucely [2].

Rada primyslové vyrabénych nanodastic oxidii kovi je diky svym unikatnim optickym
a elektrickym vlastnostem a antimikrobialni aktivité¢ vyuzivana v Siroké skale aplikaci [3].
Nanoprasek ZnO je v soucasné dobé vyuzivan naptiklad v produktech, jako jsou plasty,
keramika, sklo, pigmenty ¢i cement. Velka mnoZzstvi ZnO jsou spotiebovéna pii vyrobé
kosmetickych ptipravki. Do opalovacich krému, jsou ZnO-NPs ptidavany, jelikoz jsou
schopny absorbovat UV zafeni [4]. V roce 2015 pickrocila celosvétova produkce ZnO-NPs
milion tun a odhadovany celosvétovy roc¢ni objem vyroby neustale roste [5]. S nardstem
objemu vyroby nanocastic ZnO roste i potencidl jejich uvoliiovani do Zivotniho prostiedi.
Odhady koncentraci ZnO-NPs V jednotlivych sloZkach Zivotniho prostfedi se v roce 2009
pohybovaly v rozmezi od 100 ug/L (ve vod€) az po n€kolik mg/kg v padé [6]. Ve studii
Gottschalk a kol. (2009) jsou uvedeny modelované koncentrace nanoc¢astic ZnO pohybujici

se kolem 10 ng/L v ptirodnich povrchovych vodach a 430 ng/L v upravenych odpadnich
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vodach [7]. Vzhledem K rozsifujicim se aplikacim nanocastic ZnO se ocekava, ze jejich
uvolnovani do zivotniho prostiedi se bude neustale zvySovat. Ekotoxicita téchto nanocastic
je ovliviiovana fadou vné&jSich faktord, z toho divodu jsou informace o konkrétnich dopadech
pusobeni ZnO na jednotlivé organismy celkem omezené a dand problematika je stale

predmétem studia [8].

Toxické plisobeni nanocastic kovil a oxidd kovli mize byt vyvolano nejméné ttemi odlisSnymi
mechanismy. Nanocastice mohou do média uvoliovat toxické ionty. Déale miize dojit
Kk interakci povrchu ¢astic s expoziénim médiem a tim k produkci volnych radikala
¢ireaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou poskozovat bunééné membrany. Tietim
mechanismem muze byt pfima interakce internalizované ¢astice ¢i jejiho povrchu
s biologickym cilem, ¢imz dochédzi k naruSeni funkce bunéénych organel. Brayner a kol.
ve své studii uvadi, Ze nanocastice zinku mohou u gramnegativnich bakterii zvysit
propustnost membran, ¢imz dochazi k akumulaci a internalizaci ZnO-NPs. VVzhledem k tomu,
ze se nanoCastice ZnO ve vodach castecné rozpousti, musime brat v Givahu jak toxicitu
samotnych NPs tak i z nich uvolnénych iontl. Pii posuzovéni toxického ucinku nanocéstic
ZnO musime pocitat se vSemi vySe popsanymi mechanismy. Bylo prokézano Ze uvoliovani
Zn?" iontd znanodastic ZnO vyznamné prispiva k cytotoxicité té&chto nanoéastic [9,10].
ZnO-NPs funguji jako fotokatalyzatory a podporuji generovani ROS. Nejvyssi fotokatalytické
ucinnosti byva dosazeno, pokud na ZnO-NPs dopadd zafeni o energii odpovidajici Sifce
zakézaného pasu — tedy 3,37 eV (vlnové délka 368 nm). Jedna se o proces, kdy NPs ptisobi
toxicky predevs$im na vyssi organismy [11]. Urceni zda, a za jakych podminek kazdy z téchto
mechanisml pfispivd toxicité, je nezbytné pro posouzeni potencidlni nebezpecnosti

a environmentalnich rizik téchto nanod¢astic.

1.1.1 Mechanismus toxicity ZnO-NPs

Jak jiz bylo feceno, existuje né€kolik mechanismi toxického plisobeni nanocastic. Jednim
Z nich je rozpousténi nanoéastic ZnO, ¢imz dochazi k uvoliiovani iontl Zn?*. Ve vice nez
poloving studii, zabyvajicich se studiem vlivu uvolnénych iontd Zn?', je uvedeno, Ze tyto
ionty Casteéné piispivaji k toxicité nano&astic ZnO. Pfitomnost uvolnénych ionti Zn?* je pro
posouzeni toxicity samotnych nanocastic dulezitd, protoze vykazuji srovnatelnou, nékdy

I vy§8i toxicitu nez puvodni nerozpusténa forma NPs. Rozpustnost téchto Castic a vysoka
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toxicita uvolnénych iontii Zn?* vysvétluje, pro¢ jsou ZnO-NPs povazovany za velmi toxické

ve srovnani s ostatnimi nanocasticemi oxidu kovi (napiiklad TiOz, SiO2, CuO, atd.) [12,13].

Ve vodnich systémech jsou pfitomny jak samotné nanocastice, tak i z nich uvolnéné ionty
Zn?*. P¥i uréovani vysledné toxicity ve vodnim prostiedi tedy musime brat v potaz i uvolnéné
ionty. Dosud bylo publikovano jen madlo studii, v nichz byl vhodnym zplisobem odliSen
ekotoxicky Gcinek nerozpusténych nanoc¢astic ZnO a Zn?* iontd, které se z nich ve vodném
prostiedi uvolnuji. Ve studii Poynton a kol. zroku 2010 je uvedeno, ze mechanismus
pusobeni ZnO-NPs se li§i oproti mechanismu uvolnénych iontti Zn?*. Ve studii provadéné
na D. magna byly pfi subletalnich davkach ZnO-NPs a ZnSO4 pozorovany vyrazné rozdily
v genové expresi nékolika genl. Zvysena exprese genl pro multicystatin, ferritin a Clq
protein byla typickd pro ucinek ZnO-NPs a piislusné proteiny tedy mohou slouzit jako

vhodné biomarkery k odligeni i¢inku nano&astic a Zn?" iontt [14].

Rozpustnost castic je zavisla predevS§im na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech, jako
je chemické slozeni, plocha povrchu ¢i velikost ¢astice. Dale jsou dulezité environmentalni
parametry expozi¢niho média, predevSim teplota a rozpusténé organické latky. Borm a kol.
(2006) ve své praci dokazuji, Ze mira rozpousténi nanocastic je fizena difiznim koeficientem
molekuly rozpusténé latky, objemem roztoku, plochou povrchu ¢astice a diftzni tloustkou

vrstvy [15].

Reed a kol. ve své studii uvadi pro ZnO-NPs vyrazné zvySeni rozpustnosti se zmenSujici
se velikosti nanoc¢astic ZnO [16]. Vyssi mira rozpustnosti mensich ¢astic nastava v disledku
jejich vyssi specifické plochy. Srovnavani rozpustnosti ZnO-NPs bylo provedeno s ¢asticemi,
jejichZz primér se pohyboval v rozmezi od 4 nm do 250 nm. Experimenty byly provadény
s vyuzitim koloidniho roztoku ZnO-NPs o koncentraci ZnO 1 g/L a pH 7,5, po dobu 24 hodin
[17]. Vysledky experimentu jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1 Zavislost rozpousténi nanocastic ZnO (1000 mg/L) na velikosti castic, pri pH 7,5

Primér Zn?*ionty
¢astic (nm) (mg/L)
4+1 57+1
15+4 22+1
241+ 11,5 10+£2
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Mudunkotuwa a kol. rovnéz pfipisuji zvySenou rychlost rozpousténi ZnO-NPs zvétsené plose
povrchu nanocastic. Pfi testu sfadou dobie charakterizovanych ZnO-NPs s primérem
vrozmezi 4-130 nm, bylo zjiSténo, ze mens$i Castice vykazuji zvySenou rozpustnost,
V porovnani s ¢asticemi vétSimi. A to i v pripad¢ aglomerace téchto Castic, kdy v testovaném
roztoku vznikaly agregaty s primérem 1-3 pm. Na Obr. 1 je mozné vidét rozpustnost
ZnO-NPs (méfena koncentrace uvolnénych iontd Zn?*) po 24 hodinach, pii koncentraci

ZnO-NPs 500 mg/L a pH 7,5 [18].

20
16

12

O I
4 7 15 17 24 47 130

Prameér ¢astic (nm)

Koncentrace Zn?* iontd (mg/l)

Obrazek 1 Rozpustnost nanocdstic ZnO po 24 hodinové expozici ve vodné suspenzi [18]

Jednim Z nejvyznamnéjSich parametri prostiedi, ktery zdsadnim zpisobem ovliviluje
rozpustnost NPs je pH. Miao a kol. (2010) pozorovali téméf 100—nasobny nartst celkové
koncentrace Zn®* pii poklesu pH zhodnoty 9 na 7. Dal§im vyznamnym parametrem
je teplota. Pti experimentu s koloidnimi roztoky o koncentraci ZnO-NPs 100 mg/L a 10 mg/L,
byla pii teploté 37 °C zjisténa vyrazné nizsi rozpustnost ¢astic nez pii teploté 20 °C. Podobné
vysledky byly zjistény i pfi experimentech se ZnClz. Tento poznatek neni piekvapujici
vzhledem Kktomu, ze entalpie rozpousténi ZnO je negativni. MizZeme tedy ocekavat,

ze jakékoli zvySeni teploty bude mit za nasledek niZsi rozpustnost ¢astic.

Jaky vliv budou mit na rozpustnost ZnO-NPs piirodni organické latky (NOM) zavisi

pfedevSim na jejich chemické struktufe. Organické latky mohou zvysit rozpustnost tim,
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7e plisobi jako chelataéni ¢inidla pro Zn?*, ¢imz dojde k uvolnéni iontéi z nano&astic ZnO.
Diky NOM mtize byt rozpousténi i omezeno, a to adsorpci NOM na povrch NPs, ¢imz
zablokuji jejich interakci s molekulami vody. Napiiklad kyselina citronova zptisobuje zvySeni
rozpustnosti za pomoci karboxylovych skupin. Z vyse uvedenych divodii mohou organické

latky, pfi interakci s NPs vyznamné ovlivnit jejich toxicitu [16,19].

Mimo uvolilovani ionti muize byt toxicky ucinek ZnO-NPs rovnéz vyvoldn i samotnymi
nerozpusSténymi nanocasticemi. Jednim z nejcastéji diskutovanych mechanismt tohoto typu
je indukce tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS). Toxicita vyvolana nanocasticemi
prostfednictvim ROS byla pozorovéana napt. u eukaryotickych bunék, kde zptisobovala
poskozeni bunécnych organel. Ke vzniku ROS mulze dochazet interakci nanocastice
s enzymaticky katalyzovanymi oxidaénimi procesy v bunécnych organeldch, nejcastéji

v mitochondriich [20].

Toxicitu ZnO-NPs muzeme piipsat také jejich fotokatalytické aktivité. Nanocastice ZnO
pusobi jako katalyzator, a za predpokladu, ze na cCastice dopadd zafeni o energii 3,37 eV
(368 nm) je podporovano generovani ROS, ¢&imz je vyvolana fototoxicita. Dulezité
je poznamenat, ze energie zafeni o vlnové délce 368 nm predstavuje piiblizné¢ 6 % energie
slune¢niho svétla dopadajiciho na zemsky povrch (v zévislosti na atmosférickych
podminkach). Lipovsky a kolektiv (2009) ve své studii uvadi vyrazné zvySeni toxicity ZnO-
NPs pii vystaveni Castic pfirozenému sluneénimu zareni. Nicméné vétSina studii toxicity

je provadéna za laboratornich podminek, kde ma UV zafeni zanedbatelny vliv [21,22].

1.2 Ekotoxikologie ptud

Vyvoj pudni ekotoxikologie zacal s pozorovanim vlivli pesticidi na pidni bezobratlé
jiz v 60. letech 20. stoleti. Ekotoxikologie zkouma ucinky chemickych latek na organismy
Vv zivotnim prostiedi s cilem chranit strukturu a fungovani ekosystému. Hlavnim cilem ptdni
ekotoxikologie je vyvoj metod, které umoZznuji charakterizovat vliv chemickych latek na zivé
organismy Vv padnim prostfedi [23]. Pti hodnoceni ekotoxikologickych rizik je mozné rozlisit
dva pfistupy. Jeden ptistup ma za cil predpovédét mozné u¢inky chemickych latek, aby bylo
mozné regulovat jejich pouziti nebo zabranit jejich uvedeni na trh. Druhym pfistupem
je posouzeni skutecného ekologického rizika v ptipad€ znecisténi prostiedi. V obou ptipadech
jemozné vyziti ekotoxikologickych testl, které maji za cil vyhodnotit toxicitu.

Ta je nejcastéji vyjadiena jako mortalita, nebo inhibice rastu ¢i reprodukce testovacich
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organismu. Toxicitu je mozné vyjadfit pomoci parametri LC10 a LCso (10% a 50% mortalita
exponovanych organismu), dale EC1o a ECso (0€inna koncentrace latky, ktera zpusobuje
sniZeni ristu, zménu chovani, apod. u 10% a 50% testovanych organismil za definovanych
podminek) a také pomoci inhibi¢ni koncentrace ICsp (pii niZ dochdzi k zamezeni ristu

organismul) [24].

1.2.1 Pudni biologické testy

Testy toxicity, které slouzi k poskytnuti informaci o ucincich latek na Zivotni prostedi, jsou
provadény od druhé poloviny 20. stoleti. V 80. letech byly uvefejnény konkrétni
jednodruhové testy, ur¢ené k vyzkumu toxicity latek ve vodnim i piidnim prostfedi. Biosféra
se sklada az z 5 milionli organismili a neni v Zddném piipadé mozné provést testy na vSech
jednotlivych druzich. Z tohoto diivodu jsou jednodruhové testy toxicity nevyhodné. Je tedy
zadouci pouzivat vicedruhové testy s rostlinami, mikroorganismy a ptdnimi bezobratlymi,
ktefi mezi sebou interaguji, ¢imz jsou spole¢n¢ vystaveny pliisobeni toxické latky. Pro spravné
zhodnoceni ekotoxického Uc¢inku latky na konkrétni ekosystém je tedy nutné otestovat
vhodného zastupce ¢i vyuzit celou baterii testl. V opacném piipad€ se mohou stat vysledky

irelevantnimi pro pozadovanou slozku zivotniho prostredi.

Biologické testy jsou v ekotoxikologii zékladnim néstrojem, pomoci néhoz zjistujeme odezvu
zivych struktur na expozici toxické latce. Jedna se o néstroj standardniho hodnoceni Zivotniho
prostiedi. Biologické testy jsou v podstaté umélé systémy, které sice neodrazi skutecnou
povahu procest v realném prostiedi, ale mohou byt povazovany za kompromis mezi naroky
na environmentalni relevanci a praktickou proveditelnost, cenu a rychlost [25]. Biotesty
mohou byt provadény v kratkém casovém intervalu, kdy se jedna o testy s akutni expozici,
oznacované jako akutni testy, nebo se jedna o dlouhodobé testy oznaované jako chronické.
Pudni testy (terestrialni) jsou vyuzivany Kk testovani ekotoxicity latek dispergovanych
vV pevnych matricich (kontaminované pidy, sedimenty ¢i kaly). Mezi organismy, které se pro
terestrialni testy vyuzivaji, mizeme zaradit napi. zizaly (Lumbricidae), hlistice (Nematoda)
¢iroupice (Enchytaeidae) [23]. Studium ekotoxicity nanomaterialit v redlnych pudach

je komplikovano mimo jiné slozitosti ptidni matrice a jeji ¢asovou a prostorovou variabilitou.

Pro hodnoceni ekotoxicity je vhodné pouzivat standardizované metodiky umoznujici
mezilaboratorni porovnani naméienych dat. Proto se vyuzivaji zejména normované postupy

ekologickych biotestii doporu¢ované mezindrodnimi organizacemi, jako je ISO (International
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Organization for Standardization) ¢i OECD (Organization for Economic Cooperation
and Development). Hlavni vyhodou téchto standardizovanych postupii jsou jasna pravidla pro
ziskavani, dokumentaci a zpracovani dat, coz mimo jiné¢ vede k vysokému stupni
reprodukovatelnosti vystupt. Nevyhodou jsou pfilis specifické odpovédi, a proto nemusi byt
takto ziskané vysledky vzdy pouzitelné pro veérohodny popis ucinkl latek v redlnych

podminkach.

1.2.2 Testovani NPs v riiznych typech médii

VétsSina dostupnych studii, které se zabyvaji ekotoxicitou NPs pro pidni organismy
je realizovana s vyuzitim modelovych pid jako expozi¢niho média. Pfi vyuziti téchto pud
je velmi obtizné udrzet konstantni expozi¢ni koncentraci NPs v celém objemu, a to piedevsim
kvili schopnosti NPs tvofit aglomeraty a interagovat s pudnimi slozkami. Veskeré
komponenty obsazné v ptidé mohou interagovat s nanocasticemi a ovlivnit tak jejich toxicitu.
Z tohoto diivodu mulze byt vyhodné vyuzit pfi testech jako expoziéni médium agar. Jedna
se 0 sm&s polysacharidi ziskanou z riznych druht fas ¢eledi Rhodophyceae. Jeho vyuziti
teoreticky muze vést k potlaceni obtizné monitorovatelnych interakci mezi ptdnimi slozkami
a NPs. Agar jako expozi¢ni médium zajist'uje nizsi stupen aglomerace NPs, ¢asovou stabilitu
urCité miry aglomerace béhem celého experimentu, moznost charakterizace ptipraven¢ho
média a Vv dasledku téchto zkusSenosti i vy$si miru reprodukovatelnosti ziskanych dat.

Na druhou stranu nepfitomnost pldnich sloZzek snizuje environmentdlni relevanci

provadénych testu.

Tab. 2 shrnuje informace o vybranych standardnich testech ekotoxicity (dle OECD), které
se vyuzivaji k posouzeni environmentalnich rizik spojenych s chemickymi latkami. Zamétuje
se predev§im na druhy testovacich organismi a hodnoceni koncovych bodi, které se pfi
testovani ekotoxicity vyuzivaji. Daéle je dilezit¢ vénovat pozornost zplisobu davkovani
a expozici toxicke latky. Veskeré tyto informace umoziuji posoudit, zda je vybrany druh testu

vhodny pro hodnoceni toxicity nanocastic [26].
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Tabulka 2 Vybrané priklady akutnich a reprodukcnich testii toxicity [26]

) druh zpusob koncovy
Test druh organismu doba trvani
média davkovani bod
vnaseni do vody
) prirodni ) ]
akutni test Daphnia magna d bez vyuzit 48 hodin EC50
voaa
rozpoustédel
Eisenia foetida filtra¢ni Nejprve
foetida papir, rozmichano ve
vodé a poté
akutni test ) . 14 dnti LC50
Eisenia foetida aplikace do pudy
uméla pida | .. “
andrei ¢i na filtracni
papir
Enchytraeus Nejprve
albidus s
rozmichano ve
LCx,
reprodukéni Enchytraeus vod¢ a poté v
. uméla pida o 42 dnt NOEC,
test buchholzi pisku ¢i aplikace
dn LOEC
Enchytraeus vodné suspenze
crypticus primo do ptudy
. . Nejprve
Eisenia foetida
rozmichéno ve
reproduk¢ni vode a poté v
uméla puda o 56 dni LCx
test pisku ¢i aplikace
Eisenia andrei .
vodné suspenze
pfimo do pudy

Ve vSech uvedenych testech se testovana latka davkuje do testovaciho média, ¢imZ je voda
nebo puda. Nékdy mohou byt, v ptipadé malo rozpustnych latek, vyuzita rozpoustédla. Mezi
koncové body, které jsou v téchto testech méfeny, patii letalni koncentrace (LC), G¢inna
koncentrace (EC), inhibi¢ni koncentrace (IC), hodnota davky/koncentrace bez pozorovaného
Tran a kol. (2005) ve své studii navrhovali, Ze pokud jde o nanocéstice je zapotiebi
predbéznych (rychlych) testl, ze kterych bude mozné zjistit, zda se studované nanocastice 1isi

od své makroskopické formy ¢i nikoli [27].
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Testy ekotoxicity mohou byt vSak nespolehlivé, a to kvili zpisobu, jakym jsou castice
davkovany a poté udrzovany v testovacim médiu. Spolehlivost vysledkil je mozné poskytnout
pouze pii peroralnim davkovani, kdy jsme si jisti, ze byl organismus vystaven urCité davce
nanocastic. Pfi testovani by organismy mély byt vystaveny nanocasticim takovym zptsobem,
ktery je relevantni zhlediska zivotniho prostiedi a poskytuje vysledky pouzitelné
pro posouzeni piedpokladaného rizika [28]. Zpisob davkovani nanocastic piimo
do expozi¢niho média je také zdrojem nejistot souvisejicich s chovanim a osudem NPs, které
zavisi zejména na jejich aglomera¢nim potencialu. Kvuli témto zdrojum nejistot je zapotiebi
studovat nejen toxicitu samotnych nanocastic, ale také jejich interakce s prostiedim,
do kterého se dostavaji. Kazdy typ nanocastic je konstruovan pro konkrétni aplikaci, a proto
se fyzikalné-chemické vlastnosti a reaktivita kazdého materidlu 1isi. Z toho divodu je obtizné
navrhovat obecné postupy zjiStovani toxicity nanocastic. Existuji vSak nékteré klicové
vlastnosti, které budou pro posouzeni ekotoxikologickych ucinki NPs relevantni. Patii sem
velikost ¢astic, tvar, reaktivita povrchu, rozpustnost a zplsob Upravy povrchu nanocastic.
Podrobné budou tyto klicové vlastnosti probrany v kapitole 1.3, kterd se bude vénovat
transformacim ZnO-NPs a osudu, ktery prodé¢lavaji Vv jednotlivych slozkdch zivotniho
prostiedi [29]. Nize jsou uvedeny publikace, ve kterych byl studovan vliv pouzitého Zivného

média a zpisobu vnaseni nanoc¢éstic na vysledky testii ekotoxicity pro ptidni organismy.

Prace Hrda a kol. (2016) je zaméfena na testovani ekotoxicity ZnO-NPs na roupici
Enchytraeus crypticus a uvadi dva mozné zplsoby vnaSeni NPs do expozi¢niho média
(agaru). Testované NPs byly v praskové formé (Bochemie Group a.s.) s primérnou velikosti
10 nm s rozsahem 5-50 nm. Prvni zptisob vnaseni byl zaloZen na kryogennim mleti suchého
agaru s testovanymi NPs a nasledné dispergaci ve vod¢. Déle byla tato smés za neustalého
michani zahtéta na teplotu (85 £ 5) °C a po uplynuti 1 hodiny bylo médium za horka rozlito
do Petriho misek. Druhy zptsob spocival v pfipravé vodné disperze NPs, ktera byla nasledné
po kapkach ptidavana do michaného agaru zahtéatého na teplotu (85 + 5) °C. Pro oba zplisoby
byla provedena charakterizace pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Pti vyuziti druhého postupu vnaseni NPs do agaru dochézelo k podstatné nizSimu vyskytu
aglomerati s nejvetsi velikosti 1 pm (v prvnim piipad€ se jednalo o aglomeraty v rozmezi
1-10 pm). Na zédklad¢ vysledki bylo zdvérem autori této prace tvrzeni, ze postupné
piikapavani koloidniho roztoku NPs je optimalnéj$i zptisob nez kryogenni mleti agaru a NPs

[30].
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Bicho a kol (2015) provadéli reprodukéni test na zizalach (enchytraeid) v umélé padeé
s navrhem modifikace, kterd zahrnovala snizeni obsahu organickych latek ve standardni
zkuSebni ptidé OECD a to z 10% obsahu na 5 az 2%. Modifikace byla vyuzita z toho divodu,
ze umela pada snizuje biologickou dostupnost NPs v disledku sorpce organické hmoty
na ¢astice. Pfi testovani bylo prokadzano, Ze puda s vy$Sim obsahem organické hmoty
vykazuje vys$i hodnoty ECx, tzn. niz$i toxicitu [31]. Hund—Rinke a kol. (2016) provadéli
obdobné testy na zizalici (lumbriculus) v prostfedi voda—sedimenty. Modifikace spocivala
ve snizeni obsahu organické hmoty v sedimentu s vyuzitim 2% raSeliny oproti ptuvodni 5%.
Tato modifikace je vsouladu s doporuc¢enim popsanym v OECD TG 315 (2008),
kde je uvedeno vyuziti 2% obsahu raseliny, ktery odpovida obsahu organickych latek
v mnoha ptirodnich sedimentech. Biologicka dostupnost NPs je snizenim obsahu organickych
latek zvySena a zjisténé ucinky je mozné povazovat za realnéjsi odraz d&ji probihajicich
v nékterych typech zivotniho prostedi. V tomto modifikovaném prostredi zizalice v kontrolni
skupin¢é vykazovaly stejné chovani a dobrou reprodukci jako pifed modifikaci [32]. Autofi
Handy a kol. (2012) navrhli modifikaci, kterd spocivala v aplikaci NPs pifimo na kazdou
testovaci nadobu se sedimenty. Dle OECD 225 je doporuceno vnaSeni NPs do suché
izolované piscité casti, ktera se nasledné zapracuje do zbytku sedimentu. Pfima aplikace NPs
do sedimentt vedla K realisti¢té¢jSimu prub&hu interakci nanocastic se slozkami sedimentd
tim, Ze omezuje pfilezitost zachytdvani NPs spolu s médiem ve sklenéné nadobé, ktera

se vyuziva k jeho ptiprave [33].

Ve studii Canas et al. (2011) byla sledovéana akutni a reprodukéni toxicita nanocastic ZnO
a TiO2 na pidnim organismu Eisenia foetida. Akutni toxicita nanoc¢astic ZnO, jejichz velikost
se pohybovala vrozmezi 40-100 nm, byla testovana na filtratnim papife a v pis€itém
expozi¢nim médiu (4 g kravsky hntj, 20 g pisku Ottawa, 4 mL destilované vody). Bylo
testovano celkem 8 koncentraci v rozmezi 0-10 000 mg/L. Charakterizace nanocastic byla
provedena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS). Béhem této analyzy byla detekovéana
agregace pro ZnO-NPs mezi 1 a 100 mg/L a velikost téchto agregatl se pohybovala v rozmezi
200-300 nm. Pfi akutnim testu toxicity byla na filtracnim papife zaznamendna mortalita
ve vSech testovanych koncentracich. V pis¢itém expozicnim médiu byla pro ZnO-NPs
U koncentraci 1 a 100 mgkg pozorovana mortalita 10 %, pro nejvyssi koncentraci

(10 000 mg/kg) byla pozorovana mortalita 20 % [34].
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1.3 Vliv piidnich sloZek na osud nanocastic v ptiidach

Pida je definovana jako komplexni heterogenni a dynamicky systém organického materialu,
minerald, vody, plynd a pidnich organismi. Do pidy se mohou dostavat i chemické latky,
které jsou primyslové vyrabéné a vnasené do zivotniho prostfedi ucelové v disledku celé
fady antropogennich ¢innosti. Pida je tedy vyznamnym rezervoarem primyslové vyrabénych
nanocastic a dalSich polutantti. Znecist'ujici latky mohou snizovat hustotu ptidnich organismu

a celkovou kvalitu pad [35].

Vzhledem k riznorodosti nanotechnolgickych aplikaci mohou NPs vstupovat do zivotniho
prosttedi mnoha cestami. K ndhlému tuniku muze dojit béhem priamyslové vyroby
¢i pii piepraveé materialu [36]. Emise do ovzdusi, vznikajici napiiklad pfi spalovani, zptsobuji
ukladani NPs do pidy i vod. Mezi hlavni zdroje nanocastic v pudach patii i kaly z ¢istiren
odpadnich vod (COV), kde se kumuluji nano&astice uvoliiované ze spotiebnich produkti.
Z dtivodu vyuzivani stabilizovaného kalu v zeméd¢€lstvi se tyto NPs snadno dostavaji pfimo
do pudy [37]. Pfesné odhady produkce jednotlivych druhti nano¢astic jsou v souc¢asné dobé
obtizné, ale z hlediska vyuzivani nanocastic TiO2 a ZnO v Siroké skale produkti muzeme

usuzovat, ze Se V nejvetsi mife dostavaji do zivotniho prostiedi praveé tyto NPs [38].

Primyslové vyrabéné NPs na bazi kovu maji fadu kli¢ovych charakteristik, o kterych
se predpoklada, ze budou mit zasadni vliv na jejich ekotoxicitu, chovani a osud v jednotlivych
slozkach Zivotniho prostfedi. Mezi tyto charakteristiky miZzeme zafadit zejména velikost
a tvar, acidobazicky charakter povrchu a rozpustnost kovii ve vodé. V zZivotnim prostiedi tedy
muze dochazet k transformacim jako je agregace, aglomerace, sorpce organickych latek
na povrch ¢astic ¢i uvoliovani iontti vlivem rozpousténi. Ve srovnani S vodnym prostredim
predstavuje piida znacné slozité médium. V kontextu ekotoxicity je kli¢em pochopit, jakym
zpusobem jsou specifické organismy vystaveny NPs v riznych fazich (puda, pudni voda)
ajakymi procesy muze byt expozice NPs v téchto fazich ovlivnéna. VétSina dosavadnich
praci, popisujicich chovani NPs, byla provedena ve vodnych médiich. Vysledky téchto studii
jsou sami o sob¢ piimo relevantni pro ptidu, protoze chovani NPs v porové vodé muize mit
znaény vyznam pro jejich transport a biologickou dostupnost. Pro relativné jednoduché
analyzy jako je stav aglomerace NPs ve vodném roztoku, je mozné vyuzit dynamicky rozptyl
svétla. Dale je mozné vyuziti mikroskopickych technik, mezi které mizeme zaradit transmisni
elektronovy mikroskop, skenovaci elektronovy mikroskop ¢i mikroskopii atomarnich sil [39].
Nicméng, popis osudu NPs v pidach musi vychazet nejen z analyzy jejich chovani v pidni

vode, ale je tieba ziskat relevantni data i o jejich interakci s pevnym podilem pidy.
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Stone a kolektiv (2010) ve své préaci uvadi, Zze hlavni vlastnosti NPs, které by mély byt
vyhodnoceny béhem ekotoxikologickych studii k popisu expozice jsou agregace, aglomerace,
rozpousténi, velikost, plocha povrchu a naboj. Tyto vlastnosti jsou klicové pro stabilitu NPs,
pro jejich transport napii¢ slozkami Zivotniho prostiedi a také pro jejich biologickou
dostupnost [40].

1.3.1 Agregace a aglomerace

Agregaci myslime vzajemné spojovani primarnich ¢astic ve vétsi celky, tzv. agregaty, pomoci
siln¢ vazby, zatimco aglomerace je proces tvorby shlukl ¢astic, které jsou drzeny pohromadé
Van der Waalsovymi silami [41]. Agregace a aglomerace byva ovlivnéna fyzikalnimi silami,
jako je Brownilv pohyb ¢i gravitace. Dale na tyto procesy maji znacny vliv i fyzikalné—
chemické parametry NPs, jako velikost &astic & vlastnosti povrchu [42]. Castice se neustale
pohybuji a srazi vlivem Brownova pohybu. Ve chvili, kdy energie srazeni ¢i pfitazlivosti
pfesahne energii odpuzovani nastava aglomerace [43]. K agregaci je nutny kontakt jader
¢astic, predpokladame tedy, Ze mira agregace je umérna pravdépodobnosti srazky mezi dvéma
Casticemi [44]. Pti téchto procesech dochazi ke zvyseni vlivu gravitaénich sil, ¢imz se zvySuje
moznost interakce téchto ¢astic s povrchy pudnich ¢astic. Diky agregaci mohou vznikat
Castice s takovou velikosti, aby bylo mozné jejich usazeni na dné roztoku. Velikost vzniklych
agregatll z NPs v roztoku zavisi pfedev§im na vlastnostech, jako je po€atecni velikost ¢astic
a koncentrace. Naptiklad agregaty ZnO-NPs vznikaly v Sirokém rozmezi velikosti, coz mélo
za nasledek vznik ¢astic s téméf 10-krat vétSim prumérem nez primarni NPs [45]. Nicméné,
ne vSechny NPs byly zabudovany do agregati a jednotlivé NPs byly detekovany také
v suspenzich [46]. Velikost agregati se tedy muize liSit vV zavislosti na typu NPs. Nanocastice
TiO2 vykazuji rovnomérnou distribuci ¢astic a aglomeraci, zatimco nanocastice ZnO vykazuji
pomérné velkou distribuci velikosti ¢astic a agregaci [47]. Tourinho a kol. (2012) zjistili,
ze rychlost agregace nanocastic oxidi kovi v pudnich suspenzich pozitivné koreluje
siontovou silou, pH a =zeta potencialem. Naopak negativni korelace vykazuje
S charakteristikami pudy, jako je obsah jilu a NOM. Agregace NPs se ocekdva, pokud

se hodnota pH blizi izoelektrickému bodu a odpudivé sily se zmensuji [48].

26



1.3.2 Vliv povrchové upravy NPs na jejich stabilitu

Pouzité médium muze ovlivnit elektrostaticky povrchovy naboj Castic, coz ma znacny vliv
na agregaci/aglomeraci a stabilitu castic. U cCastic bez povrchové upravy je jejich naboj
vyrazné ovlivnén zejména mnozstvim povrchovych hydroxylovych skupin. Tyto skupiny
mohou zachytit a uvolnit protony a také mohou zachytit rozpusténé chemické latky, jako jsou
ionty kovi a organické ligandy. Polarita a velikost povrchového naboje je dana pievazné
povrchovou modifikaci NPs a chemickym slozenim roztoku, zejména pak pH a koncentraci
jednotlivych slozek v disperznim prostfedi. Pfi styku nabitého povrchu ¢astice s roztokem
elektrolytu vznika utvar slozeny ze dvou opacné nabitych vrstev tvz. elektrickd dvojvrstva.
Nabity povrch Castice tvoii vnitini vrstvu, k niz jsou adsorpénimi silami pfitahovany ionty
S opacnym nabojem, jejichZ ndboj neutralizuje naboj povrchu (vnitini vrstvu). Uvniti difuzni
(vngjsi) vrstvy existuje teoretickd hranice, kde ionty a Castice tvoii stabilni jednotku. Na této
hranici existuje potencial, znamy jako potencial zeta. Velikost tohoto potencidlu vypovida
o stabilit¢ koloidniho systému, ktery vznikd tehdy, jeli jedno ze tii skupenstvi (plynné,
kapalné, pevné) jemné dispergované v jiném z nich. Zeta potencial ¢astic kovl ¢i oxidl kovil
s neupravenym povrchem zavisi pfedev§im na hodnoté pH. Cim vyssi bude hodnota pH
tim zaporngjSich hodnot bude zeta potencial nabyvat. Po vyneseni kiivky zavislosti zeta
potencialu na pH (Obr. 2.) je mozné vidét bod, prochazejici nulovym potenciadlem zeta. Jedna

se o tzv. izoelektrické bod, kde je koloidni systém nejméné stabilni [49].

G0 =
40
=
£ 20 -
I
o
] ,:,
=
z :
[ ]
L.20 - !
= 1
o 1
40 - lzoelektricky |
bod '
]
]
50 =1 T T T T I
2 4 5] ] 10 12

pH

Obrazek 2 Zadvislost zeta potencialu nanocdstic TiO2 na pH [49]
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Ve chvili, kdy se pH blizi izoelektrickému bodu, rychlost aglomerace se zvySuje v disledku
snizeni elektrostatickych odpudivych sil mezi ¢asticemi. Suspenze homogenné nabitych ¢astic
bude stabilni, pokud bude absolutni hodnota zeta potencidlu vyssi nez 30 mV. Jiang a kol.
(2009) zjistili, ze hydrodynamicky prumér nanocastic TiO2 kolisa s hodnotou pH roztoku,

nejvice v izoelektrickém bodé (pH = 6), [41].

Ptitomnost povrchové tpravy na primyslové vyrabénych NPs mlize mit za néasledek vyraznou
zménu jejich vlastnosti, ve srovnani s neupravenymi nanocasticemi. El1 Badawy a kol. (2010)
méfili zmény vlastnosti zlatych nanocastic s rizné upravenym povrchem a bez upraveného
povrchu. Za environmentalnich podminek v pribéhu uréitého ¢asového intervalu, je stabilita
povrchové upravy castic dulezitym parametrem, protoze ndm jeji sledovani umoziuje

posoudit Zivotnost povrchové upravenych ENPs [50].

Koloidni stabilitu je mozné popsat pomoci teorie DLVO. Tato teorie byla r. 1940
vypracovana ruskymi autory Deérjaginem, Landauem, Verweym a Overbeekem. Teorie
vychazi ze =zavislosti energie vzajemného pusobeni dvou elektricky nabitych castic
na vzdalenosti jejich povrchd. Tito autofi povazuji stabilitu systému za funkci odpudivych
(elektrostatickych) a ptitazlivych (Van der Waalsovych) sil. Teorie DLVO se obecné jevi jako
nedostacujici pro kvantitativni predikci chovéani koloidnich systémti ve slozité ptirodni
matrici. AvSak koncep¢ni ramec, ktery je vychodiskem pro posuzovani chovani koloidnich
latek v jednotlivych slozkach zivotniho prostiedi, mize byt uziteny pii interpretaci trendi
chovani NPs pozorovanych Vv téchto environmentalnich systémech [51-53]. Ptirodni koloidy
jsou definovany jako materidly, které vznikaji pfirozenymi pochody, jako je zvétravani,
a které maji alespon jeden rozmér v rozmezi 1 az 1000 nm [54]. NOM piedstavuji jednu
z hlavnich sloZek pfirodnich koloidd, pficemz jsou z 50-80 % tvofeny huminovymi latkami.
Povrchova tprava nanocastic za pomoci NOM ovliviiuje chovani téchto castic a vede
ke snizeni aglomerace. Abychom pochopili osud NPs v pidnim prostfedi je nezbytné
pochopit jejich vzijemné piisobeni s NOM za rlznych fyzikalné—chemickych podminek, jako

je zména pH, také typ a koncentrace NOM [55].

1.3.3 Bioakumulace a biodostupnost NPs

Existuje nékolik studii, které se zabyvaji hodnocenim bioakumulace kovovych NPs. Nékteré
nanocastice na bazi kovu (napt. TiO2) maji tendenci V Zivotnim prostiedi pretrvavat delsi

dobu. Hromadéni NPs v padé¢ a vodach je zpisobeno jejich nizkou rozpustnosti. NPs
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se mohou c¢aste¢né rozpoustét a tvofit i agregaty, ¢imz se stavaji méné dostupnymi pro
organismy. Také samotné organismy mohou mit vliv na transformaci NPs, protoze mohou
ovlivitovat fyzikalné—chemické podminky v padach. Slou¢eniny pfitomné v padé (napf.
aminokyseliny, cukry ¢i mastné kyseliny) se adsorbuji na povrch NPs, ¢imz mohou urychlit
jejich rozpousténi. V piipadé nanocastic ZnO dochazi k uvoliiovani Zn?* ionti, které jsou
organismy piijimany mnohem snadnéji nez samotné NPS. Nanocastice mohou uvniti
organismu interagovat s organickymi molekulami (napf. lipidy ¢i sacharidy), ¢imz se stavaji
dostupnéjsimi pro troficky pfenos potravnim fetézcem [56]. Jednou z moznych cest expozice
NPs pro padni organismy mize byt piima dermalni absorpce (pies kizi). Hlavni expozi¢ni
cestou je vSak poziti samotnych Castic ¢i kontaminované potravy. Nanocastice ZnO a TiO»
byly akumulovany v tkanich Zzizal, pfi¢emZ bylo zjiSténo, ze ZnO-NPs vykazuji vétsi
akumulaci nez TiO2-NPs. Vyss§i miru akumulace ZnO-NPs autofi piipisuji jejich specifickym
vlastnostem, které vedou k vyssi biologické dostupnosti. V pripadé ZnO-NPs byla
pozorovana indukce tvorby ROS vedouci k poSkozeni bunécnych membran. Vysledky této
studie jednozna¢né ukazaly, Ze pii koncentraci 1 g/kg a 5 g/kg obou NPs (TiO2 a ZnO),
zejména ZnO-NPs, dochazi u Zizal k poskozeni DNA. Expozi¢ni cesta bude specificka jak pro
rizné organismy, tak pro rizné druhy NPs Vv zavislosti na prostiedi, ve kterém se vyskytuji

[57].

1.3.4 Zavislost chovani NPs na puadnich vlastnostech

Pozorovani chovani NPs v ptidnich systémech je komplikovano pfitomnosti pevné faze. Puidni
slozky, jako jsou jilové mineraly ¢i huminové latky maji sami o sob¢ nabity povrch, ¢imz
mohou ovliviiovat interakce NPs s pevnou fazi. Nékteré slozky piidy mohou v porové vodé
vytvaret koloidy, které také mohou interagovat s NPs. Naptiklad huminové latky, které
se dostavaji do vodné faze se mohou sorbovat na povrch NPs, ¢imZ ovliviiyji jejich stabilitu.
Veskeré procesy, probihajici v pad€, jsou ovliviiovany pifevazujicimi charakteristikami
pudniho prostfedi, zejména hodnotou pH a iontovou silou ptidni vody. Roku 2007 se Gimbert
a kol. pfi studiu chovani kovovych NPs zaméfili spiSe na pidni suspenze nez na neporusené
(konzistentni) plidy. Zkoumali napt. distribuci velikosti nanocastic ZnO v suspenzich
extrahovanych zptad (velikost dispergovanych c¢astic mensi nez Ium). Bylo zjisténo,
ze dochazi k rychlému vyrovnani koncentrace NPs mezi kapalnou a pevnou fézi, a Ze frakce

Castic mensich nez 1pm vykazovaly v pribéhu experimentu pomérn¢ dobrou stabilitu [58].
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Stabilita a sorpcni chovani kovovych NPs v pidach je dualezité pro jejich transport, osud

i toxicitu.

Vzhledem k omezenym moznostem analyzy NPS v pidnim prostfedi uvadi vétSina studii
charakterizaci NPs pied jejich pfidanim do pidy nebo dochazi k charakterizaci v padni vodeé,
kterd je poté pouzivana k modelové kontaminaci plid. V téchto experimentech je vétSinou
pozorovana aglomerace ¢i aglomerace studovanych nanocastic TiO2 [59], ZnO-NPs [60] nebo
Ag-NPs [61]. Manzo a kol. (2010) analyzovali pidu kontaminovanou ZnO-NPs metodou
BET (Brunauer-Emmett-Teller) a zjistili, Ze castice nepodlehly agregaci. Autofi tento
vysledek priipisovali zavedeni NPs do expozi¢niho média suchou cestou, ktery spocival
Vv michani nanoprasku ZnO se suchou ptidou. Roztok extrahovany ze vzorku pudy, ktera byla
po zavedeni NPs navlhéena, vykazoval vEtsi Castice, a pii analyze pomoci DLS (dynamicky
rozptyl svétla) bylo mozné pozorovat bimodalni vrchol v rozmezi 103 az 470 nm. Dostupné
studie ekotoxicity NPs popisuji vyuziti riznych metodik vnaseni nanocastic do pudy, jako
naptiklad smichani nanoprasku piimo s pidou, ptidani koloidniho roztoku NPs v destilované
vodé¢ do pudy [62], nebo disperzi NPs v eluatu z pudni vody, ktera se poté misi s ptudou [63].
Pro lepsi srovnatelnost vysledki je zapotfebi vypracovat standardni postupy vnaseni NPS
do pudy. Handy a kol. ve své studii doporucuji vyuzivat umélé pudy pro vyhodnoceni
expozice NPs. Toto doporuceni je uzite¢né pro porovnani chovani a toxicity riznych typu

NPs v konzistentnim pidnim médiu [48].

1.3.5 Pohyb NPs v pidnim prostiedi

Pohyb NPs v pudnim prostfedi je zavisly na interakcich mezi ¢asticemi a povrchem puady.
Tato interakce mize byt ovlivnéna podminkami prostitedi a fyzikdlné—chemickymi
vlastnostmi NPs. Obecné lze fici, Ze faktory ovliviiujici stabilitu ¢astic v daném prostiredi
maji také vyrazny vliv na jejich pohyb. Sedimentace a difuze ¢astic byva zptisobena gravitaci
a Brownovym pohybem c¢astic. Vzhledem k tomu, ze Castice aglomeruji, dochazi ke vzristu
gravitaéni sily a tim i k ¢asté&jsi interakci NPs s povrchy plidnich ¢éstic. Interakce kovovych
nanocastic s povrchem pudy zavisi na jejich povrchovém naboji. Pokud maji ¢astice i pida
podobné nabity povrch, budou se navzdjem odpuzovat, ¢imz podpoti mobilitu NPs. Naopak
Vv piipad¢ opacné nabitych povrchli miize dochazet k sorpci, ¢imZ se mobilita Castic sniZuje.
Ve studii Pennell a kol. (2008) byly pozorovany pozitivné nabité Al2O3-NPs (o velikosti 50,

80 a 120 nm), které prokéazaly relativné nizkou mobilitu kviili sorpci na negativné nabité
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povrchy pudnich ¢astic. Oproti tomu Al203-NPs (50 nm) s naadsorbovanym fosfore¢nanem,
ktery produkuje zadporny ndboj, vykazovaly Snizenou sorpci na povrchy pudnich castic a tim

vyS$$i mobilitu [64].

Pohyblivost NPs v ptud¢ se s rostouci velikosti ¢astic sniZuje, protoze vétsi ¢astice mohou byt
zadrzovany v pudnich porech. Vliv deformace porti na zadrzovani ¢éstic zavisi na podobnych
faktorech, které ovliviuji aglomeraci NPs (napf. pH a iontova sila). Niz§i mobilita ¢astic
nemusi byt pouze disledkem aglomerace Castic ale i chemickych podminek, které podporuji
sorpci NPs na povrch pudy. Mensi ¢astice jsou mnohem pohyblivéjsi a mohou tak pronikat
hloubé&ji do podzemnich vod. Na druhou stranu vétsi Castice (aglomeraty) maji tendenci

zdrzovat se v hornich vrstvach pidy, coz mtze zpisobovat ucpani pora [65].

1.4 Modelové organismy

Jedna se o organismy, které se pouzivaji nejen pro poznani jich samotnych, ale také pro
systematické zkoumani a popis urcitych biologickych jevl, kdy se ocekava, ze pozorované
chovani modelového organismu poskytne pohled do fungovani ostatnich organismil. Aby byl
organismus pouzitelny, musi spliiovat urcitd kritéria. Téchto kritérii existuje mnoho, patii
mezi n¢ napt. dobra dostupnost, rychly vyvoj, kratky zivotni cyklus nebo vhodnost uziti

organismu pro dany test [66].
Enchytraeus cryptus

Pro testovani ekotoxicity ZnO-NPs byl vyuzit ptdni krouzkovec Enchytraeus cryptus z celedi
roupicoviti. Jednd se o malé, bélave cervy, kteti se obvykle reprodukuji pohlavné.
Zivi se rozlozenymi rostlinnymi zbytky a mikroorganismy. Vé&tsinou se vyskytuji v ptidach,
kde plni dualezité funkce ekosystému, mezi které patii zvySeni rozkladu organickych latek
nebo udrzovani struktury pidy (tvorba biopért) [67]. Roupice maji v pidach omezenou
schopnost pohybu, Ziji v nejsvrchnéjSich vrstvach pidy (0-10 cm), kde je soustfed’ovana
organickd hmota. Diky tomu mohou byt v tésném kontaktu se zne€ist'ujicimi latkami, které
nepretrzité vstupuji do puady. Tito malostétinatci jsou citlivi na potencialn¢ toxické latky
pfitomné v rtiznych typech pid. Vyhodou téchto organismi je snadnd manipulace, chov
a vyrazné krat$i Zivotni cyklus nez u ostatnich druhti. Ackoli bylo zaznamenano jejich pouZiti
Vv laboratornich ekotoxikologickych testech poprvé piiblizné pred 40 lety, roupice byly
vybrany pro pouziti ve standardizovanych laboratornich testech teprve pred 10 lety,

jak je uvedeno ve smérnicich ISO 16378 a OECD 220.
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Roupice  Enchytraeus je jedinym rodem roupicovitych s druhy  vybranymi
pro ekotoxikologické testy standardizované smérnicemi ISO a OECD (napt. E. albidu,
E. crypticus), protoze tento rod je povazovan za typicky indika¢ni organismus
environmentalniho stresu a mulze byt snadno chovan v laboratornich podminkach.
E. crypticus ma vyhodu snadné kultivace v agaru a ma vysokou reprodukéni rychlost a kratky
generac¢ni ¢as. Dospéli jedinci tohoto druhu dosahuji velikosti mezi 3—-12 mm a maji

generacni Cas v agaru piiblizn¢ 18 dnu (za teploty 21 °C) [68].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace bylo provést na roupici (Enchytracus crypticus) testy ekotoxicity ZnO-NPs
Vv upraveném agarovém kultivaénim médiu. Uprava méla spoéivat v piidavku modelovych
pudnich komponent, které mohou mit vliv na biologickou dostupnost nano¢astic. Agar byl
zvolen ztoho duvodu, Ze umozZiiuje snadné vnaSeni nanocastic do kultiva¢niho média,
potlacuje jejich aglomeraci a zmény stupné aglomerace v prubéhu experimentu, zajistuje
dostatecné homogenni rozptyleni nanocastic v médiu a jeho naslednou charakterizaci.
Ptidavek jednotlicych pudnich komponent do agaru mél zvysit environmentalni relevanci
provadénych testi a umoznit sledovani ucinki jednotlivych ptidnich komponent
na ekotoxicitu vybranych nanocastic. Pied samotnym testovanim ZnO-NPs bylo nejprve
nutné provést akutni test toxicity zinecnatych iontti. Cilem experimentd bylo posoudit mozny

vliv jednotlivych pidnich slozek na ekotoxicitu Zn?* iontf ve srovnani se ZnO-NPs.

2.1 Chov modelovych organismu

Chov E. crypticus byl realizovan v plastovych Petriho miskach s ventilaci (90 x 14,2 mm),
které byly naplnény agarem. Agar byl pfipravovan z praskového agaru (Agar piirodni,
Dr. Hoffmann), destilované vody a vodnych roztoku soli (0,1M NaHCOs; 0,01M KCI;
0,2M CaCly; 0,AM MgSOas). Po smichani vSech komponent se nasledné agar sterilizoval pfi
teploté cca 120 °C po dobu 30 minut za zvySeného tlaku v tlakovém hrnci (Barazzoni 5 L,
elektricky vafi¢ jednoplotnovy ETA 3109). Nasledné byl v digestofi rozlit do Petriho misek.
Agar chladne a tuhne pii laboratorni teploté, dale byly do takto pfipraveného agaru ptevedeny
roupice. Tyto misky s roupicemi byly uchovavany v termostatu (WTW TS 606 CZ/2)
pii teploté 20-21°C. Krmeni roupic probihalo dvakrat do tydné jemné namletymi ovesnymi
vlo¢kami, které sejednou za 2 mésice sterilizuji v su$arn€ (Memmert UNSS
SingleDISPLAY) pii teploté¢ 160-180 °C po dobu 2—6 hodin. Do ¢erstvého agaru bylo nutné
roupice presazovat jednou az dvakrat za mésic, dle stavu agaru. Na Obr. 3 je mozné vidét

snimek chovné nadoby s E. crypticus v agaru.
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Obrazek 3. Chovnd nadoba Enchytraues crypticus, zdroj: vlastni

2.2 Ekotoxikologické testy

Ekotoxikologické testy i testovana koncentracni fada (50, 100, 250, 500 a 1000 mg ZnO/kg
agaru) vychazi z diplomové prace Hrda (2015). Pro testovani byl vyuzit bezvody chlorid
zinecnaty p. a. (PENTA s.r.0.) a nanocastice ve form¢ nanoprasku byly ziskany od spolecnosti

Bochemie Group, a.s.

V ramci jednotlivych testd byly organismy vzdy po dobu 96 hodin vystaveny ptsobeni ZnCl»
a ZnO-NPs v upraveném agarovém médiu. Sledovanym vysledkem testu byla procentualné
vyjadiena korigovana mortalita, coz je mortalita vztazena na mortalitu v kontrolni skuping,
jeji vypocet je uveden v kapitole 3.1.1. Hodnoty LCso byly vypoéteny za pomoci programu
GraphPad Prism 7 metodou nelinearni regrese. Jednotlivé testy byly provadény v plastovych
Petriho miskach, které byly naplnény upravenym agarem, vzdy ve tiech opakovanich na jednu

koncentraci. K piipravé agarového média byl pouzit ptirodni agar (Dr. Hoffmann)
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a destilovana voda. V priibéhu testu byly Petriho misky ponechany v termostatu ve tmé a pfi
teplot¢ (21 + 2) °C. Po uplynuti 96 h byly spocitani zivi jedinci, ktefi reagovali
na mechanickou stimulaci ¢i zménu prostfedi (pfenesenim jedince z agarového média

do vody). Zbylé roupice byly povazovany za mrtvé.

Pro studium vlivu pudnich komponent na ekotoxicitu byl zvolen 1% pridavek pisku, 1%
ptidavek raseliny, a nakonec kombinace obou pudnich slozek. Tyto koncentrace byly zvoleny
na zéklad¢ ptedchozich testii provadénych v ramci diplomové prace Dominiky Novakové
(2017), ktera fesila piidavek kaolinu a huminovych kyselin. Vysledky vSech testl jsou
uvedeny v kapitole 3.1.

2.3 Testy toxicity Zn?" ionti

Pred testovanim ucinkli nanocastic byla nejdfive zjiStovana toxicita zine¢natych iontt.
Ktomu byla pouzita ve vod¢ dobie rozpustna sul ZnCl, (PENTA, s.r.o.). Nejprve byly
testovany koncentrace 50, 100, 250, 500, 1000 mg Zn/kg agaru. Na zaklad¢ vysledkd
predbézného testu bylo v dal§im kroku zvoleno uzsi rozmezi koncentraci: 1, 10, 20, 30,
40 mg Zn/kg agaru a test byl proveden znovu. Do Erlenmeyerovych banék byl pripraven
1,5% roztok agaru v destilované vodé a ZnCl, v mnozstvi potfebném K piipravé expozi¢niho
média o zvolené koncentraci Zn?*. Nasledné bylo zméfeno pH (pH metr VWR pH110)
a pomoci pufru bylo upraveno na hodnotu +7. Na tpravu pH byl vyuzivan nejprve 0,1 M
fosfatovy pufr (NaH2PO4.2H.0, Na,HPO4.12H,0, LACHEMA a.s.), ale z divodu nutnosti
velkych piidavka tohoto pufru jsme piesli na Gpravu pH pomoci NaOH a HCI. Jak bylo
zjisténo pii predbéznych experimentech, vysoké piidavky pufru potifebné k upravé pH
zejména pii vysokych koncentracich ZnClz vedly ke zvySené mife pieZivani roupic v téchto
pudach, a tedy ke zvratu kiivky davka-ucinek. | vyuziti NaOH zplsobovalo problém, a to pii
testech, kdy byla do agaru pfidavana raSelina. V tomto ptipadé¢ dochézelo k ptili§ velké
umrtnosti v kontrolni skupiné (az 60 %). Pfi ptidavku 1% raSeliny do agaru, jsme tedy
vyuzivali k apravé pH CaCOg, diky némuz jsme byli schopni pfipravit exponované médium
s 1% pridavkem raseliny, a to bez zvySené mortality v kontrolni skupiné. Takto pfipravené
smési byly na magnetickych michadlech (IKA-RH basic 2) zahtaty a udrzovany pfi teploté
(95 +£5) °C po dobu 30 minut. Poté byl agar volné¢ ponechan k vychladnuti na teplotu
30-40 °C (pro zamezeni poklesu pfidanych komponent na dno) a rozlit do jednotlivych

testovacich nadob. Agarem byla zalita i vicka misek, z divodu potlaceni unikového chovani
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testovacich organismi. Pro usnadnéni pohybu organisml byly do agaru vytvofeny vrypy.
Nasledné byly do testu vybrany roupice s viditelnym opaskem, ato vzdy dvacet jedinctu
na jednu testovaci nadobu. Timto zptisobem byly G¢inky Zn?* ionti sledovany ve vsech

zvolenych upravach agarového média.

2.4 Testy toxicity ZnO-NPs

Nanocastice vyuzivané v testech o ¢istot¢ min. 99,5 % byly ziskany od spole¢nosti Bochemie
Group a.s. ve form¢ nanoprasku. Primér sférickych castic byl vyrobcem stanoven na 10 nm,

s rozsahem 5-50 nm.
2.4.1 Testy ZnO-NPs Vv upraveném agarovém médiu

Pfi provadéni testl toxicity ZnO-NPs spocival postup v piipravé vodné disperze nanocastic
a nasledném piidavani této disperze do horkého agaru. Postup piipravy expozi¢niho média
byl piejat z diplomové prace Katetiny Hrdé z roku 2015 [69]. V této praci bylo zjisténo,

Ze vnaseni nanocastic v podob& vodné disperze vede k mensi mite aglomerace.

Dle experimentalniho zjisténi je dosazeno nejlepsi velikostni distribuce po 45 minutové
sonifikaci  koloidniho  roztoku nanocastic v pfitomnosti  disperga¢niho  Cinidla
pyrofosforeénanu sodného (0,02% NazP207.10H20). Pro nasledné testy ZnO-NPs byla
zvolena koncentracni fada 50, 100, 250, 500 a 1000 mg Zn/kg agaru. Koncentra¢ni fada
pro ptipravu agaru s piidavkem pisku byla volena na zéklad¢ predchozi studie Dominiky
Novakové (2017), kde byla hodnota LCso V Cistém agaru, bez piidavku ptdnich slozek,
vypoctena na 14 mg Zn/ kg agaru [70]. Vyrazné ovlivnéni toxicity v agaru s ptidavkem pisku
oproti Cistému agaru nebylo pfedpokladano. Presto zvoleny rozsah koncentracni fady
v piipadé testu toxicity s ptidavkem 1% pisku pokryval oblast, ve které se pohybovala

mortalita v rozmezi 0-100 %.

Ptiprava expozi¢niho média byla rozdélena do dvou ¢asti. Z celkového objemu destilované
vody, byly 2/5 vyuzity na ptipravu disperze. K tomuto objemu vody byla pfevedena polovina
navazky dispergac¢niho ¢inidla (0,02% Naz2P207.10H20). Po jeho rozpusténi byla k objemu
pfevedena i navazka ZnO-NPs a takto pfipravena disperze byla umisténa na 45 minut
do ultrazvukové lazn¢ (Bandelin Sonorex Digitec). Mezitim byl do Erlenmeyerovych ban¢k
pfeveden zbyvajici objem vody, navazka odpovidajictho mnoZstvi agaru a druhd polovina

dispergacniho ¢inidla. Na zavér byla pridana jedna ¢i obé komponenty (1 % pisku ¢i raseliny).
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Koncentrace piidnich komponent byla opét zvolena na zéklad¢ testii uvedenych v diplomové
praci Dominiky Novakové. Dispergacni ¢inidlo bylo pfidano i do kontrolnich testovacich
skupin. Ve vSech pfipadech bylo upraveno pH na neutrdlni hodnotu. Agar byl umistén
na magneticka michadla a za stalého michani zahtat na (95 £ 5) °C (Obr. 4). Teplota byla
udrZzovana po dobu 15 minut a nasledovné byla zbyvajicich 15 minut do agaru po kapkach
ptidavana disperze ZnO-NPs. Agar byl rozlit do Petriho misek a po ztuhnuti bylo do kazdé

testovaci nadoby, vcetné kontroly opét vneseno 20 jedinci. Po 96 hodinach byl test

vyhodnocen. Koncovym bodem testu (endpointem) byla mortalita.

Obrazek 4 Priprava agaru s pridavkem raseliny pro testy ekotoxicity ZnO—NPs, zdroj viastni

K primérni charakterizaci koloidl pted jejich prevedenim do agaru byla pouZita metoda DLS
(Brookhaven, ZetaPlus). Byly pfipraveny koloidy s koncentracemi odpovidajicimi 50, 100,
250, 500, 1000 mg Zn/kg po pievedeni do agaru. Pomoci této metody byl zjistén
hydrodynamicky primér nanocastic. Hydrodynamicky primér NPs se pro danou koncentracni

fadu pohyboval mezi hodnotami 226,7-310,9 nm.

Pro sekundarni charakterizaci nanocastic v agaru byl vyuzit skenovaci/rastovaci elektronovy
mikroskop (SEM), ktery je vybaven energiové disperznim rentgenofluorescenénim (EDX)
mikroanalyzatorem. K analyze bylo pfipraveno celkem 6 vzorkli o koncentracich
50 mg Zn/kg a 1000 mg Zn/kg ve vSech tfech variantich upraveného agarového média.

Vzorky byly pfipraveny rozlitim agaru mezi sklicka, dale byly vysuSeny a pozlaceny

37



za ucelem zvyseni vodivosti povrchu. Po dobu 6 hodin byly vzorky lyofilizovany za teploty
<-50 °C a voda z nich byla sublimovana za tlaku < 60 Pa. Poté probihala analyza téchto
vzorkli za pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu (JEOL JSM-5500LV), ktery je
vybaven rentgenovym energiové disperznim (EDX) mikroanalyzatorem IXRF Systems
(detektor GRESHAM Sirius 10). K ovéfeni aglomerace a distribuce ¢astic ve vzorcich byla

vySetfovana jak plocha vzorku, tak i pozorované utvary riiznych velikosti.
2.4.2 Testy toxicity supernatantu ZnO-NPs

Za ucelem odliseni toxicity ZnO-NPs a Gi¢inki z nich uvolnénych Zn?* iontéi byl proveden test
toxicity supernatantu. Supernatant byl ziskan odstfedénim primarniho koloidu ZnO-NPs,
ktery se vyuziva pro piipravu média o koncentraci 1 000 mg Zn/kg agaru. Na piipravu
supernatantu byly z celkového objemu (270 ml) destilované vody pouzity 2/5. Do tohoto
objemu vody bylo pfevedeno dispergacni ¢inidlo (pyrofosfore¢nan sodny) a po rozpusténi
i navazka ZnO-NPs. Nejdiive byla takto vznikla disperze umisténa na 45 minut
do ultrazvukové lazné. Poté nasledovala centrifugace po dobu 1 hodiny (EPPENDOREF,
Centrifuge 5804 R, teplota 21 °C, RPM 11000, akcelerace 5, brzdéni 2). Nasledné byla
suspenze filtrovana (Stfikackové filtry Satorius Minisart, 0,1 pm). Takto pfipraveny
supernatant byl dale pfidavan do agaru stejnym zptsobem, jako disperze nanoc¢astic popsana
Vv kapitole 2.4.1. Test byl proveden ve tfech opakovani se vSemi typy piidavanych komponent.

Do kontrolni skupiny byly pfidany ob¢ ptidni komponenty a pyrofosfore¢nan sodny.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Testy toxicity Zn?" ionti v agaru s pridavkem pisku

Testy toxicity Zn?* iontd v ¢&istém agaru jiz nebyly vmé praci provadény. Vychazelo
se z ptedchozich vysledkli z prdce Novéakova (2017), kde byla hodnota LCsp vypoctena
pomoci programu GraphPad Prism 5 metodou nelinearni regrese. Hodnota LCsg V Cistém

agaru byla pro E. crypticus vypo¢tena na 14 mg Zn/kg agaru (12,5-15,8).
3.1.1 Toxicita Zn?* ionth v agaru s pridavkem pisku

Vysledky testu toxicity pro E. crypticus jsou uvedeny v Tab. 3. Béhem testu byla pozorovana
zanedbatelnd Umrtnost v kontrolni skupin€, kterd nepfesdhla 10 %. Tabulka uvadi

korigovanou mortalitu (%), ktera byla vypo¢itana dle rovnice:

Cet zivych jedincl v testované koncentraci

Korigovana mortalita (%) = 100 —( i * 100)

pocet zivych jedincl v kontrolni skupiné

Tabulka 3 Korigovand mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnClave trech opakovani s pridavkem pisku

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 1 10 12,5 15 17,5 20
1 0 24 25 55 65 95

2 0 30 35 50 70 100

3 5 29 33 67 78 100
Primér 2 28 31 57 71 98
SD 3 4 5 9 6 3

S vyuzitim ziskanych dat byla pomoci programu GraphPaD 7 (modul nelinearni regrese)
sestrojena kfivka davka-G¢inek popisujici vliv Zn?" ionti na mortalitu E.crypticus.
Tato kiivka je znazornéna na Obr.5 Vypodétena hodnota koeficientu determinace R? byla
0,9579. Hodnota LCso vypoctena timto modulem byla 14 mg Zn/kg (12,9-15,1) upraveného

kultiva¢niho média — agaru, do kterého bylo pfidano 1 % pisku.
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Obrazek 5 Krivka davka-iicinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici Zn** ionty v agaru

S pridavkem pisku

Na zakladé vysledku testované koncentracni fady, je mozné ucinit zavér, Ze pisek nemél
7adny vliv na toxicitu Zn?" ionti. Vysledek (14 mg Zn/ kg agaru) pro agar s piidavkem pisku

byl totozny s vysledkem testu toxicity pro Cisty agar, ktery provadéla Dominika Novéakova.
3.1.2 Toxicita Zn?* ionth v agaru s pridavkem raseliny

Vysledky testll toxicity Zn?* iontél v upraveném agarovém médiu, jehoZ tprava spocivala
v ptidavku 1% raseliny, jsou zobrazeny v Tab. 4. Umrtnost v kontrolni skupiné nepiesahla
10 %.
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Tabulka 4 Korigovana mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnClz v agaru s 1% pridavkem raseliny

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 10 50 100 200 250 300

1 10 10 15 53 74 100

2 0 15 20 55 75 100

3 5 15 15 60 70 90

Primér 5 13 17 56 73 97
SD 5 3 3 4 3 6

Aby bylo mozné stanovit hodnotu LCsp, bylo zapotiebi rozsitit koncentraéni fadu. Z vysledka
uvedenych v Tab. 4 je patrné, Ze ptidavek 1% raseliny do agarového média vyrazné snizil
toxicitu Zn?* jonti pro E. crypticus. Na Obr. 6 je zobrazena kiivka davka-u¢inek popisujici
vliv Zn?* iontli na mortalitu E.crypticus v agaru s ptidavkem 1% raseliny. Vypoétena hodnota
koeficientu determinace R? byla 0,9717. Hodnota LCso byla 217,8 mg Zn/kg agaru (192,3—
331,6).
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Obriazek 6 Krivka davka-iicinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici Zn®** ionti v agaru

S pridavkem raseliny
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3.1.3 Toxicita Zn?" ionth v agaru s pridavkem obou komponent

Vysledky testd toxicity Zn?* iontl v agaru s ptidavkem obou komponent jsou uvedeny

v Tab. 5. Umrtnost v kontrolni skupiné byla opét zanedbatelna a nepiesahla 10%.

Tabulka 5 Korigovanda mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnClz v agaru s 1% pridavkem raseliny i pisku

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 50 100 150 200 250 300

1 0 15 35 55 80 100

2 5 10 25 50 75 100

3 0 15 30 60 70 90
Primér 2 13 30 55 75 98
SD 3 3 5 5 5 6

Stejn¢ jako v pfipadé ptidavku raSeliny doslo i v téchto testech k vyraznému snizeni toxicity
zine¢natych iontl. Na Obr. 7 je zobrazena kiivka davka-u¢inek popisujici vliv Zn?* iontl
na mortalitu E.crypticus v agaru s piidavkem 1% pisku i raseliny. Vypoétena hodnota
koeficientu determinace R? byla 0,9747. LCso bylo 185 mg Zn/kg upraveného agaru (176,3—
193,6).
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Obriazek 7 Krivka davka-vicinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici Zn** ionty v agaru

S pridavkem raseliny i pisku

3.2 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s piridavkem pisku

3.2.1 Charakterizace ZnO-NPs v upraveném agaru s pridavkem pisku

Charakterizovany byly dvé koncentrace z kazdého prostiedi, ato 50 mg Zn/kg agaru
21000 mg Zn/kg agaru. Ve vzorku agaru s piidavkem pisku bylo mozné pozorovat
tzv. ,,boule agaru, viz Obr. 8. Pomoci EDX bylo zji$téno, ze tyto ,,boule agaru neobsahuji

témét zadny zinek.
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18 mm

Obrazek 8 Snimek SEM zobrazujici tzv. ,,bouli* agaru

V ptipad¢ agaru obsahujiciho pisek bylo U obou koncentraci mozné pozorovat aglomeraty
ZnO-NPs. Ptitomnost Zn Vv Gtvarech oznafenych ¢isly 3 a 4 na Obr. 9 potvrzuje intenzita Car
zinku v rentgenofluorescenénich spektrech ziskanych metodou EDX — spektra 3 a 4 Obr. 11.
Aglomeraty ZnO-NPs o velikosti v fadu 10 um zobrazené pomoci SEM je mozné vidét na
Obr. 10. Také v bodech 1 a 2 na Obr. 9 bylo mozné detekovat Zn. Pomér ¢ar Zn, C a O ve
spektrech 1 a 2 na Obr. 11 umoziuje formulovat zavér, ze neaglomerované ZnO-NPS jsou
rovnomérné dispergovany v celém objemu agaru. V jednotlivych spektrech u vsech
modifikacich agaru je mozné vidét cary zlata, které bylo pouzito k pozlaceni vzorkl

za ucelem zvyseni vodivosti povrchu.

188 mm,

Obrazek 9 Snimky agaru s piskem s koncentracemi nanocastic 50 a 1000 mg Zn/kg agaru

porizené SEM
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Obrazek 10 Snimky SEM zobrazujici zvétsené utvary castic pri koncentraci 50 a 1000 mg

Zn/kg agaru
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Obrazek 11 Vystupy z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych utvarii: (1) plocha (50
mg/kg agaru), (2) plocha (1000 mg/kg agaru), (3) castice NPs (50 mg/kg agaru), (4) castice
NPs (1000 mg/kg agaru)
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Na Obr. 12 mizeme vidét ¢astici uhli¢itanu vapenatého, ktery byl pii testech vyuzit jako pufr.
Jeho pouziti a pfipadné obaleni ¢astic by mohlo mit za nasledek sniZzeni biodostupnosti NPs.
Ze spektra na obrazku muizeme vidét intenzitu Car vapniku v porovnani se zinkem,

ktery nebyl v piipadé tohoto utvaru detekovatelny.

3 1000 vapenec
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Obrazek 12 Snimky agaru s uhlicitanem s koncentraci nanocastic 1000 mg Zn/kg agaru

porizeni SEM a vystup z EDX analyzy této castice
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3.2.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s pridavkem pisku

Vysledky testu toxicity ZnO-NPs pro E. crypticus v agaru s piidavkem pisku jsou uvedeny
v Tab. 6. Umrtnost v kontrolni skupiné byla zanedbatelna a nepteséhla 10 %. Korigovana

mortalita byla ve vSech ptipadech vypoctena pomoci rovnice uvedené v kapitole 3.1.

Tabulka 6 Korigovanda mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnO-NPs v agaru s1% pridavkem pisku

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 50 100 250 500 1000

1 50 61 89 100 100

2 35 65 77 100 100

3 45 75 90 100 100

Primér 43,4 66,9 85,1 100 100
SD 7,5 7,2 7,5 0 0

Hodnoty LCso byly ve vSech piipadech vypoCteny pomoci modulu nelinearni regrese
v programu GraphPad Prism 7. Na Obr. 13 je znazornéna kiivka davka-ucinek
pro E. crypticus. Hodnota koeficientu determinace R? byla 0,981. Hodnota LCso pro ptidniho
krouzkovce E. crypticus byla v tomto ptipadé 61,1 mg Zn/kg agaru (52,3-69,7).
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Obrazek 13 Krivka davka-ucinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici ZnO—NPS v agaru

S pridavkem pisku

3.3 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s piridavkem raseliny

3.3.1 Charakterizace ZnO-NPs v upraveném agaru s piridavkem raseliny

V agaru s ptidavkem 1% raseliny bylo mozné pozorovat strukturu raseliny a rizné velké
utvary aglomerati ZnO-NPs. Pfitomnost Zn v utvarech oznacenych Cisly 3 a 4 na Obr. 14
potvrzuje intenzita Car zinku v rentgenofluorescen¢nich spektrech 3 a 4 na Obr. 16.
Aglomeraty ZnO-NPs o velikosti v fadu 20 pm zobrazované pomoci SEM je mozné vidét na
Obr.15. V bodech 1 a 2 na Obr. 14 nebyl detekovan témét zadny zinek. Pomér ¢ar Zn, C a O
ve spektru 2 na Obr. 16 umoziuje formulovat zavér, Ze neaglomerované ZnO-NPs jsou
rovnomérné dispergovany v celém objemu agaru. Ve vétSin¢ piipadi se vsak jednalo pouze

0 utvary raseliny nebo o ¢astice vapence, ktery byl pouzit k Gprave pH.
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188 rary

Obrazek 14 Snimky agaru s raselinou s koncentracemi nanocastic 50 a 1000 mg Zn/kg agaru

porizené SEM

Obrazek 15 Snimky SEM zobrazujici zvétsené utvary castic raseliny a aglomeratit ZnO-NPS

pri koncentraci 50 a 1000 mg Zn/kg agaru
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Obrazek 16 Vystupy z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych utvarii: (1) plocha (50
mg/kg agaru), (2) plocha (1000 mg/kg agaru), (3) castice raseliny (50 mg/kg agaru), (4)
castice NPs (1000 mg/kg agaru)
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3.3.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s piidavkem raseliny

Vysledky testu toxicity pro E. crypticus v upraveném agaru s pfidavkem raSeliny jsou
zobrazeny v Tab. 7. Umrtnost v kontrolni skupiné byla v tomto piipadé nulova a v zadné

testované koncentraci nebyla pozorovana 100% mortalita.

Tabulka 7 Korigovana mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnO-NPs v agaru s 1% pridavkem raseliny

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 50 100 250 500 1000
1 15 30 50 60 70
2 15 40 45 50 75
3 20 30 40 60 80
Primér 17 33 45 57 75
SD 5 6 5 6 5

Na Obr. 17 je zobrazena kiivka davka-ucinek zobrazujici vliv ZnO-NPs na mortalitu
testovactho organismu Hodnota koeficientu determinace R? byla 0,9661. Hodnota

LCso v agaru s piidavkem raseliny byla 304 mg Zn/kg agaru (260-357).
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Obrazek 17 K7ivka davka-ucinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici ZnO-NPSs v agaru

s pridavkem raseliny

3.4 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s piridavkem pisku a raseliny

3.4.1 Charakterizace ZnO-NPs v agaru s pridavkem pisku a raseliny

V agaru, ktery obsahuje kombinaci testovanych komponent (pisek i raSelinu) bylo pozorovano
podobné chovani ZnO-NPs jako vV ptipadé agaru s pfidavkem raseliny. Piitomnost
Znv utvarech oznacenych 3 a 4 na Obr. 18 potvrzuje intenzita car zinku
v rentgenofluorescencnich spektrech 3 a 4 Obr. 20. Pozorované tutvary byly opét tvofeny
pievazné raSelinou a ze spektra 2 (Obr. 20) vyplyva, Zze ZnO-NPs byly detekovany v celém
objemu agaru. V tomto piipadé nebyly nalezeny témét zadné aglomeraty ZnO-NPs.
Na Obr. 19 je mozné vidét utvary agaru s raselinou, jimz odpovidaji spektra 3 a 4 (Obr. 20).
Ve srovnani s agarem s piidavkem pisku zde tedy nedochdzelo k vyznamné tvorbé

aglomerati.

53



 ladam

Obrazek 18 Snimky agaru s piskem a raselinou s koncentracemi nanocastic 50 a 1000 mg

Zn/kg agaru porizené SEM

Obrazek 19 Snimky SEM zobrazujici zvétsené utvary castic pri koncentraci 50 a 1000 mg

Zn/kg agaru
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Obrazek 20 Vystupy z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych utvaru: (1) plocha (50
mg/kg agaru), (2) plocha (1000 mg/kg agaru), (3) utvary agaru a raseliny (50 mg/kg agaru),
(4) castice NPs (1000 mg/kg agaru)
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3.4.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s pridavkem pisku a raseliny

Vysledky testu toxicity ZnO-NPs v agaru s piidavkem pisku a raSeliny jsou uvedeny v Tab. 8.
Umrtnost v kontrolni skupiné byla zanedbatelna a nepiekrocila 10 %. Béhem testovani nebyla
v zadné z koncentraci pozorovana 100% umrtnost, stejné jako Vv pfedchozim testu, kde byla

do agaru ptridédvana raselina.

Tabulka 8 Korigovand mortalita roupic (%) v jednotlivych koncentracich po 96 hodinové
expozici ZnO-NPs v agaru s 1% pridavkem pisku a raseliny

Koncentrace Zn (mg/kg agaru)

Opak. 50 100 250 500 1000
1 10 20 30 55 60
2 5 20 40 60 70
3 0 22 33 39 60
Pramér 5 21 34 51 63
SD 5 1 5 11 6

Na Obr. 21 jezobrazena kiivka davka—u¢inek popisujici vliv ZnO-NPs na mortalitu
testovaciho organismu. Hodnota koeficientu determinace R byla 0,9455. Vysledna hodnota
LCso pro E crypticus byla v agaru s piidavkem obou komponent 508,7 mg Zn/kg agaru
(426,6-620).
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Obrazek 21 K7ivka davka—ucinek pro E. crypticus po 96 hodinové expozici ZnO-NPs v agaru

S pridavkem raseliny a pisku

3.5 Testy toxicity supernatantu ZnO-NPs

Vysledky testti toxicity supernatantu z koloidniho roztoku ZnO-NPs v jednotlivych typech
uprav agarového média jsou zobrazeny v Tab. 9. Koncentrace Zn v supernatantu byla
zméfena pomoci optické emisni spektrometrie s buzenim v indukén€ vazaném plazmatu
(ICP-OES) a dosahovala hodnoty 22,8 mg Zn/l. Po pfidani supernatantu do agaru byla jeho
vyslednd koncentrace prepocitdna na 8,15 mg Zn/kg agaru. Skutecné koncentrace namétené
metodou ICP-OES byly: pro pisek 8 mg/kg, pro raselinu 7,3mg/kg a pro kombinaci obou
komponent 7,7mg/kg. Nejvyssi mortalita byla pozorovana v agaru s piidavkem pisku,
ale nejednalo se o znaéné rozdily oproti ostatnim modifikacim agaru. Umrtnost kontrolni

skupiny byla zanedbatelna a nepfesahla 5 %.
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Tabulka 9 Korigovand mortalita (%) E. crypticus v jednotlivych modifikacich agaru pri
koncentraci 8,15 mg Zn/kg agaru

modifikace agaru

Opak. Pisek Raselina Kombinace
1 20 5 15
2 15 10 15
3 15 11 5
Primér 17 9 12
SD 3 3 6

Pii porovnani vysledki tohoto testu stesty toxicity Zn?* ionti je mozné vidét,
Ze U supernatantu byla mortalita niz$i v agaru s piidavkem pisku. Naopak kombinace obou
komponent vykazovaly mirné vy$si miru toxicity v testech se supernatantem oproti testim
se Zn?" ionty. V pfipadé agaru s piidavkem raseliny bylo dosazeno srovnatelnych vysledki
jak u Zn?* iontf, tak i u supernatantu, kdy se mortalita vyrazné neli§ila. Porovnani mortalit

v jednotlivych testech se Zn?* ionty a se supernatantem je uvedeno v Tab. ¢&.10.

Tabulka 10 Srovndni korigovanych mortalit pro Zn** a supernatant v upraveném agaru
S pridavky piidnich komponent

koncentrace Korigovana
médium mortalita  SD (%)
mg Zn/kg (%)
10 agar + pisek 28 4
Zn2+ 10 agar + raselina 5
50 agar + kombinace 2 3
agar + pisek 17 3
Supernatant 8,15 agar + raselina 9 3
agar + kombinace 11 6

Rozdil v toxicité Zn?* iontl a Zn?* iontll pochazejicich ze supernatantu mohl byt zptisoben
odstied’ovanim, kdy v supernatantu mohly zistat nékteré ZnO-NPs. Vys§i toxicitu Zn?* jonty
ze supernatantu vykazovaly zejména v modifikaci agaru s raselinou a obou komponent.

Pro zisk presnéjsich vysledki a zjisténi miry podilu NPs v supernatantu by bylo tfeba provést
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analyzu pomoci SEM. V mé studii nebylo mozné analyzovat vzorky supernatantu pomoci

SEM a to pfedevsim z ¢asovych a finan¢nich diivodu.

3.6 Porovnani toxicity Zn®' ionti a ZnO-NPs V jednotlivych typech

upraveného agarového média

Z analyzy pomoci SEM plyne, ze v agaru s ptidavkem raseliny nedochazelo ke vzniku
pozorovatelnych aglomerati ZnO-NPs. V agaru s ptidavkem pisku byly naopak nalezeny
aglomeraty ZnO-NPs, které nebyly dispergované v celém objemu. V pifipadé média
s ptidavkem obou piidnich komponent byly zjiStény témeét srovnatelné vysledky i chovani
NPs jako v agaru s piidavkem raSeliny. LCso pro agar s piidavkem pisku bylo vypocteno
z kiivky davka-ucinek na 14,045 mg Zn/kg, cozZ je hodnota srovnatelna s vysledky z ¢istého
agaru bez ptidavku pidnich komponent. Pii porovnani hodnot LCsp je mozné vyvodit zavér,
7e Zn®" ionty jsou pro testovany organismus E. crypticus znaéné toxi¢t&jsi nez ZnO-NPs.

Srovnani hodnot LCsp je zobrazeno v Tab. 11.

Tabulka 11 Vypoctené hodnoty LCso pro E. crpyticus v jednotlivych upravach agaru pri
testech se Zn?* ionty a ZnO-NPs

Médium LCso (mg Zn/kg agaru)
agar + pisek 14
ZnCl2 agar + raselina 194
agar + pisek + raselina 185
agar + pisek 61
ZnO-NPs agar + raselina 304
agar + pisek + raselina 509

Grillo et al. (2015) ve své studii uvadi ze pfirodni organické latky, jako jsou huminové latky,
snizuji agregaci NPs, ¢imz dochdzi ke zvySeni jejich stability a za urcitych okolnosti mize
dojit 1 ke zvySeni ¢i sniZzeni jejich toxicity v zavislosti na charakteru daného prosttedi. Pudy
S rozdilnymi fyzikdlné—chemickymi vlastnostmi mohou vyznamnym zplsobem ovlivnit
vyslednou toxicitu NPs pro pudni organismy [71]. Vzhledem k malé dostupnosti studii
0 testovani ekotoxicity ZnO-NPs na plidnich organismech uvadim pro srovnéani udaje ziskané

béhem testovani v riznych mediich.
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Lian-Zhen, et al. (2011) ve své studii provade¢li testy ekotoxicity ZnO-NPs na Zizale Eisenia
foetida. Jako expozi¢ni médium byl vyuzit agar, filtraéni papir a filtra¢ni papir s huminovymi
kyselinami (HA). ZnO byl ve formé nanoprasku s ¢istotou min. 99,9 % a primérem 30 +
5nm. Testovano bylo celkem pét koncentraci v rozmezi 1-1000 mg ZnO/kg. Velikost
a morfologie ¢astic byla charakterizovana pomoci H-600 TEM. Na Obr. 22 je snimek TEM

zobrazujici nanocastice ZnO.

Obrazek 22 TEM zobrazujici nanocdstice ZnO

Jednotlivé testy probihaly po dobu 96 hodin. Vysledkem pro test s agarem jako expozi¢nim
médiem byla hodnota LCioo pfi koncentraci 1000 mg ZnO/ kg agaru. Dle testd na filtracnim
papife bylo mozné vidét, Ze se zvySujici se koncentraci ZnO-NPs roste 1 mortalita testovaciho
organismu. A testy s ptidavkem HA ukazaly, Ze v pfitomnosti huminovych kyselin dochazi
ke snizeni toxicity ZnO-NPs [72]. Hooper at al. (2011) ve své studii uvadi porovnani
vysledkd chronického testu se ZnO-NPs a ZnCl; na Zizale Eisenia veneta. Test byl provadén
se dvéma koncentracemi, niz$i 250 mg Zn/kg agaru a vyssi 750 mg Zn/kg agaru. Modelova
zivna puda byla Slozena z komeréné dostupné jilové hliny s 5 % organické hmoty, pH bylo
upraveno na hodnotu 7,1. Kvili aglomeraénimu chovani bylo zvoleno davkovani suchého
nanoprasku ZnO piimo do ptudy, ZnCl2 byl pfidavan jako vodny roztok. Po 21 denni expozici
bylo mozné porovnat vysledky, kdy ZnCl. vykazoval vyssi toxicitu nez ZnO-NPs [73]. Canas
et al. (2011) pozorovali akutni toxicitu ZnO-NPs o velikosti nanoc¢astic v rozmezi 40—100 nm.
Jako expozi¢ni médium pro testovany organismus Eisenia fetida byl zvolen pisek. Vysledkem
byla mortalita testovanych jedinci, v koncentracich 10 a 100 mg/kg byla pozorovana 10%
umrtnost a pii koncentraci 10 000 mg/kg 20% umrtnost [34]. Pfi porovnani vsech

vyuzivanych médii je mozné pozorovat, zZe k nejvyS§i umrtnosti testované¢ho organismu
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dochazi v agaru, kde nejsou ptitomny pidni slozky. Je patrné, Ze toxicita ZnO-NPs pro zizaly
V pude¢ je podstatné niz§i nez pro E. crypticus v agaru.

Z vysledki toxicity je zfejmé, ze v pfipadé testovani Zn®* iontd a ZnO-NPs V riizné
upravenych agarovych médiich, vykazoval zinek nejvyssi toxicitu v agaru s pridavkem pisku.
Toxicita zinku v agaru s piidavkem raseliny a obou pidnich komponent byla srovnatelna.
Ptidani ptdnich slozek do agaru mélo vliv na chovéni zinku v testovacim médiu, na jeho
biologickou dostupnost a dale na toxicitu. Pfidanim raseliny do agaru doslo k vyraznému
snizeni toxicity ZnO-NPs. Naopak piridavek pisku nemél v porovnani s ¢istym agarem zadny
vliv na vyslednou toxicitu ZnO-NPs. Obr. 23 znazoriuje kiivky davka-ucinek, kdy s rostouci
koncentraci Zn?" iontfl roste mortalita E. crypticus. Z vysledkl je zfejmé Ze nejvy$si miru
toxicity vykazuje agar s ptidavkem pisku (A + P). Naopak agar s pfidavkem raseliny (A + R)

¢i s ptidavkem obou plidnich komponent (A + R + P) vykazuje téméf srovnatelny prubéh

ktivky.
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Obriazek 23 K7ivky davka-iicinek Zn®* iontii v riiznych modifikacich agarového média

Obr. 24 zobrazuje kiivky davka—ucinek pro ZnO-NPs ve vsech typech modifikovanych
agarovych médii. Z pribéhu kiivek je mozné odvodit, ze pidni komponenty maji

jak v piipadé Zn?* iontd, tak i ZnO-NPs stejny vliv na biologickou dostupnost a toxicitu
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téchto Castic. V pifipadé ZnO-NPs maji kiivky pozvolngjsi priibéh. Stoprocentni mortalita byla

pti testovani ZnO-NPs pozorovana pouze v agaru s pridavkem pisku.
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Obrazek 24 Krivky davka—ucinek ZnO-NPs V riznych modifikacich agarového média
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4 ZAVER

Ma prace byla zaméfend na optimalizaci agarového média pomoci piidnich slozek (pisku
araseliny) a zjisténi, jak tyto pudni slozky ovliviluji toxicitu nanocastic ZnO. Ptidavek
pudnich komponent zvysil environmentalni relevanci vysledka téchto ekotoxikologickych
test. Doposud byla toxicita v upraveném agarovém médiu testovana se Ctyfmi pridanymi

komponenty, s pfidavkem huminovych kyselin a kaolinu (Novakova 2017) a s pfidavkem

pisku a raseliny v této praci.

V experimentalni ¢asti jsem vychazela z prace Hrda et al. (2016) a z diplomové prace
Novakova (2017) a potvrdila jsem vhodnost vyuziti agarového kultivacniho média

pii ekotoxikologickych testech s modelovym ptidnim organismem E. crypticus.

Z vysledkli uvedenych v mé praci je zfejmé, ze toxicita nanocastic ZnO v agaru je znacné
vys$§i nez toxicita téchto ¢astic v pud€. Diivodem mohl byt fakt, Ze plida je komplexni systém
organického materidlu, minerali a pidnich organismu, a oproti ni pfedstavuje agar mnohem
jednodussi médium, bez obsahu téchto piidnich komponent. Veskeré ptidni slozky mohou
interagovat s nanocasticemi a ovliviiovat tak jejich biologickou dostupnost a toxicitu pro
pudni organismy. Z vysledkil vyplyva, Ze ptidavkem raSeliny do agarového média dochéazelo
ke zna¢né redukci toxicity ZnO-NPs, zatimco pfitomnost pisku nezplsobila Zadné zmény
toxicity ve srovnani s Cistym agarem. Do budoucna by bylo vhodné provést dalsi vyzkum, a
to v kombinaci vSech uvedenych pidnich slozek. Dale by bylo zadouci otestovat nejen Sirsi
rozmezi koncentraéni fady pro Zn?* ionty, ale také vyssi koncentrace jednotlivych piidnich
komponent piiddvanych do agaru. Pfi porovnani vysledkii Zn?" iontii a ZnO-NPs vyplyva, ze

pro Enchytraeus crypticus jsou vice toxické Zn?* ionty nez rozpusténé nanocastice ZnO.
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