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ANOTACE

Produkce primyslové vyrabénych nanomaterialti v poslednich letech kontinudlné roste, a
proto je znand pozornost veénovdna hodnoceni rizik spojenych s jejich uvoliovanim
do Zivotniho prostiedi. Nanomateridly vykazuji celou fadu unikatnich fyzikalné chemickych
vlastnosti, jimiZ se odliSuji od chemikalii rozpustnych v pfisluSném médiu ¢i sloZce Zivotniho
prostfedi i od hmotnych objektl vétSich rozmérti. Tyto vlastnosti vedou ke specifickym
typiim chovéni a zplsobuji, Ze pro hodnoceni toxicity nanomateridli nelze vyuZzit existujici
metodiky OECD, ISO atd. V poslednich letech 1ze zaznamenat snahy stavajici metodiky
pro testovani toxicity v akvatickém ¢i terestrickém prostfedi modifikovat. V dostupné
literatufe mtiZzeme sice nalézt mnoho studii zabyvajicich se ekotoxicitou nanomateridlti, ale
jejich vysledky jsou zdGvodu stidle chybéjici standardizace a Casto nedostatecné

charakterizace t€Zko porovnatelné a reprodukovatelné.

PredloZena disertani prace je zaméfena na problematiku testovani ekotoxicity primysloveé
vyrabénych nanomateridli. Konkrétné na vyvoj metod testovani ekotoxicity, které eliminuji
faktory ovliviiujici spravnost a reprodukovatelnost vysledkt laboratornich testi. Disertacni

prace je rozdélena do tfi tematickych ¢asti.

Prvni ¢ast prace se zabyva studiem faktorti ovliviiyjicich aglomeraci nanocastic ve vodném
prostiedi a vlivem stupné aglomerace na vysledky testii ekotoxicity. Je zde popsdna ndmi
vyvinutd metoda testovani toxicity nanocéstic v podminkach fizené aglomerace, kterd je
zaloZena na periodické vyméné média béhem testu ekotoxicity. Tento pfistup byl ovéfen
v testu toxicity nanocéstic stifbra na plidku kapra obecného (Cyprinus carpio). V této Casti
prace byl pouzit matematicky model, popisujici zavislost velikosti aglomerati na Case
v kapalném médiu danych vlastnosti (koncentrace nanocastic, iontova sila). Pomoci tohoto
modelu byla navrZena frekvence vymény média tak, aby byl experimentdlni organismus
vystaven vZdy pouze aglomeratiim, jejichZ velikost nepfesahovala zvolenou hrani¢ni hodnotu.
Vysledky ekotoxikologického experimentu ukédzaly vyznamny vliv aglomeracniho stavu
na mechanismus ucinku a vyslednou toxicitu materidlu. V této Cdasti prace byla dale
diskutovdna alternativni metoda popisu kinetiky aglomerace nanocastic zaloZena
na podobnosti s elektrosorpénimi procesy. Podobnosti obou procest byly ovéfeny na piipadu

aglomerace nanocastic stfibra a elektrosorpce thiosiranu sodného.



I v terestrickém prostfedi je aglomerace nanocéstic Castym jevem. Nehomogenni rozptyleni
testovaného materidlu v expoziénim médiu v kombinaci s tinikovym chovanim typickym
pro nékteré pidni organismy vedou dale k nereprodukovatelnym vysledkim provadénych
testi. Také charakterizace nanoCdstic rozptylenych v pidni matrici je velice obtiZnym
tkolem. Kvili vySe uvedenym skuteCnostem se druha Cast této prace zabyva ovéfenim
pouZzitelnosti agaru jako expozi¢niho média pfi testech terestrické toxicity a dale optimalizaci
pfipravy a charakterizace agarového expoziénitho média. Studie se zabyvd toxicitou
nanocastic oxidu zine¢natého na roupici Enchytraeus crypticus. V préci je kromé vyhod
spojenych s vyuzitim agaru diskutovan také vliv zpisobu vnaseni castic do expozi¢niho
média na vysledny aglomeracni stav a toxicitu ¢éstic. Déle je zde popsana ndmi navrZena

metoda pro stanoveni obsahu zinku ve vzorcich biomasy E. crypticus a vzorcich agaru.

Treti Cast prace je zaméfena na zvySeni environmentdlni relevance experimentl provadénych
v agarovém zivném médiu a na studium vlivu modelovych pldnich sloZzek na toxicitu
nanomateridlti. Za timto ucelem bylo agarové médium modifikovano kaolinem, raselinou,
huminovymi kyselinami a jejich kombinacemi. Tyto modifikace agaru ndm mély umoznit
snadno sledovat, jak jednotlivé pidni sloZky interaguji s testovanymi Casticemi oxidu
zine¢natého, jak tyto interakce ovliviiuji vysledny stav materidlu v a s tim souvisejici zmény

v pozorované mortalité roupic E. crypticus.

Vysledky prezentované v predloZené praci ukazuji, Ze ndmi navrZzené modifikace metod
testovani ekotoxicity nanomateridlu umoZznily monitorovat aglomeracni chovéani Ccastic
v expozi¢nich médiich. Metoda navrzena pro test akvatické toxicity umoZnila testovani
ekotoxicity nanocastic a jejich aglomeratti o presné definované velikosti. Expozi¢ni médium
na bdzi agaru, které bylo v prici vyuZito pro testy terestrické toxicity, umoZziuje homogenni
disperzi testovanych ¢éstic, potlaceni dynamickych procesti béhem experimentu a poskytuje
moznost snadnéji analyzovat fyzikalné-chemicky stav castic pfimo v expozicnim médiu.
Metoda zaloZena na vyuZziti agarového expozi¢niho média by mohla nalézt vyuziti jako rychly
a jednoduchy ndstroj v prvnim stupni hodnoceni environmentélnich rizik nanomateriati nebo

pro studie zabyvajici se vlivem fyzikalné-chemickych podminek na toxicitu nanocastic.

KLICOVA SLOVA

Nanocastice, stfibro, oxid zine¢naty, aglomerace, Cyprinus carpio, Enchytraeus crypticus,

agar, huminové kyseliny, kaolin, raSelina



TITLE

The factors affecting ecotoxicity of engineered nanomaterials

ANNOTATION

The production of engineered nanomaterials has been growing continuously in recent years
and therefore considerable attention is paid to the assessment of the risk associated with their
release into the environment. Nanomaterials exhibit a number of unique physicochemical
properties that distinguish them from chemicals soluble in the respective medium
or environmental component, as well as from massive objects of larger size. These properties
lead to specific types of behavior and cause standard OECD and ISO methodologies not
applicable for assessing the toxicity of nanomaterials. In recent years, efforts have been noted
to modify the existing methodology for testing toxicity in aquatic or terrestrial environments.
While many studies on the ecotoxicity of nanomaterials can be found in the available
literature, the results are difficult to compare and reproduce due to lack of standardization and

often insufficient characterization.

The presented dissertation is focused on the issue of testing of engineered nanomaterials
ecotoxicity. Specifically, on to development of a testing method that eliminates factors
affecting the rightness and reproducibility of laboratory test results. The dissertation is

divided into three thematic parts.

The first part of the thesis deals with the factors influencing the agglomeration of
nanoparticles in the aqueous environment and the influence of the degree of agglomeration
on the results of ecotoxicity tests. This part of the thesis contains a developed method for
testing the toxicity of nanoparticles under controlled agglomeration conditions, which is based
on periodic media exchange during the ecotoxicity test. This approach has been used in the
experiments where the toxicity of silver nanoparticles to the common carp (Cyprinus carpio)
fish embryos was tested. In this work was used mathematical model, which describes the
dependence of agglomerate size on time in a liquid medium of given properties (nanoparticle
concentration, ionic strength). Using this model, the frequency of media exchange was
designed so that experimental organisms were exposed only to the agglomerates whose size
did not exceed the selected limit value. The results showed a significant effect of the
agglomeration state on the mechanism of action and the resulting toxicity of the material.

Furthermore, kinetic of nanoparticle agglomeration based on similarity to electrosorption



processes was discussed. Similarities of both processes were verified on the case of
agglomeration of silver nanoparticles and electrosorption of sodium thiosulfate. Alternative
possibilities of interleaving and evaluation of some kinetic parameters of agglometation were

described.

The agglomeration is frequent phenomenon in the terrestrial environment too. The non-
homogeneous dispersion of the tested material in the exposure medium in combination with
the escape behavior typical for some soil organisms further leads to non-reproducible results
of published studies. Also, characterization of nanoparticles dispersed in the soil matrix is a
very difficult task. Due to the above, the second part of this theses deals with the verification
of the usability of agar as an exposure medium in terrestrial toxicity tests and further with the
optimization of preparation and characterization of agar exposure medium. The study
discusses the toxicity of zinc oxide nanoparticles to Enchytraeus crypticus in agar exposure
medium. In addition to the advantages associated with the use of agar, the study also
discusses the influence of different spiking methods on the resulting agglomeration state and
particles toxicity. Furthermore, a method developed for determining the zinc content in

samples of E. crypticus biomass and agar is described here.

The third part focuses on increasing the environmental relevance of experiments carried out in
agar medium and on the study of the influence of model soil components on the toxicity of
nanomaterials. For this purpose, the agar medium was modified with kaolin, peat, humic acids
and their combinations. These agar modifications were intended to allow us to easily see how
the individual soil components interact with the zinc oxide particles, how these interactions
affect the resulting state of the material in the exposure medium and the related changes in

observed E. crypticus mortality.

The results presented in this thesis show that the proposed modifications of the methods for
testing the ecotoxicity of nanomaterials have enabled effective monitoring of agglomeration
behavior in the exposure media. The method proposed for the aquatic toxicity test has allowed
testing of the ecotoxicity of nanoparticles and their agglomerates of precisely defined size.
The agar-based exposure medium used for terrestrial toxicity tests allows a homogeneous
dispersion of test particles, suppression of dynamic processes during the experiment, and
provides the ability to more easily analyze the physico-chemical state of the particles directly
in the exposure medium. This method, based on the use of agar exposure medium, could be

used as a quick and simple tool in the first tier of environmental risk assessment of



nanomaterials or in studies dealing with the effect of physico-chemical conditions

on nanoparticles toxicity.
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CILE PRACE

Zmény fyzikéalné-chemickych vlastnosti nanocastic po jejich uvolnéni do Zivotniho prostiedi a
obtizna charakterizace ¢astic v komplexnich matricich pfedstavuji hlavni faktory komplikujici
hodnoceni environmentélnich rizik nanomateridlt. V laboratornich testech, kde je vyzadovana
reprodukovatelnost, transformacni procesy jako je aglomerace, agregace, sedimentace,
rozpousténi atd. komplikuji interpretaci vysledkii. Vzhledem k casto se vyskytujicim
metodologickym artefaktim existuje vysokd mira nejistoty ohledné skutecné povahy
fyzikalné-chemickych vlastnosti a u¢innych davek testovanych materidld (konkrétné mikro a
nanocastic). Tato nejistota snizujici informativni hodnotu vysledku testi hraje vyznamnou roli
zejména v pripadé experimentl provadénych v komplexnich expozi¢nich médiich, kde béhem

experimentu dochazi k Sirokému spektru dynamickych zmén.

Hlavnim cilem predlozené disertacni prace bylo proto navrhnout a vyvinout metody testovani
toxicity nanomateriald, které vliv té€chto faktord eliminuji ¢i zredukuji v co nejvyssi mozné

mife.
Hlavni cil prace byl napliiovan v ramci dil¢ich cili:

1. Studovat vyznamné faktory ovliviiujici reprodukovatelnost testli ekotoxicity

nanomateridlll a optimalizovat metodu pro testovani akvatické toxicity

2. Pro testovani terestrické toxicity optimalizovat pfipravu a charakterizaci expozi¢niho

média, které potlacuje dynamické procesy a zvysuje reprodukovatelnost vysledka

3. Otestovat toxicitu nanomateridlu v expozi¢énim médiu se zvySenou environmentalni
relevanci — modifikovaném pridavkem modelovych pudnich slozek (kaolin,
huminové kyseliny, raselina) za tcelem studia vlivu interakci s ptidnimi slozkami

na chovani nanocastic v expozi¢nim médiu



UvVOoD

Jako nanomateridly jsou definovdny materidly, které maji alesponl jeden rozmér v rozmezi
1-100 nm. Nanomateridly pfitomné v Zivotnim prostfedi pochazeji jak z prirodnich (lesni
poZzary, sopecnd Cinnost, eroze hornin), tak z antropogennich zdroji. Primyslové vyrabéné
nanomateridly (ENMs) nalezly kvili svym unikatnim vlastnostem uplatnéni v fad€ oblasti, a
to napfiklad v mediciné, pfi upravach pitnych vod, voptice ¢i v elektronice. ENMs
v soucasnosti obsahuje také fada spotrebniho zbozi, a to zejména kosmetické ¢i zdravotni
vyrobky'. Produkce ENMs kontinudlné roste, a proto dochdzi ke zvysSeni emisi riznych forem
ENMs do Zivotniho prostfedi, a to béhem jejich vyroby, prepravy, uzivani i likvidace. Pfima
aplikace ENMs napiiklad pfi sanacnich pracich ¢iuvoliovani do odpadii z domdacnostni
predstavuje vyznamné riziko piimé ¢i nepfimé expozice pro Zivé organismy. Pidy a
sedimenty pak na rozdil od atmosféry ¢i vodniho prostredi mohou slouzit jako dlouhodobé

rezervoary ENMs?3.

v

Pravé odlisné vlastnosti nanomateridli od jinych forem hmoty (rozpustné latky, vétsi Castice)
vyvolavaji obavy z jejich Gcinkd na Zivé organismy. Nanomateridly odlisné¢ interaguji
s biotickymi 1 abiotickymi slozkami Zivotniho prostredi a tyto specifické interakce je nezbytné
vzit vivahu pii hodnoceni environmentalnich rizik nanomateridlt. Zakladnimi fazemi
hodnoceni rizik chemickych latek jsou identifikace nebezpecnosti, hodnoceni expozice,
analyza vztahu davka-u€inek a charakterizace rizika. Zatimco toto tradiCni paradigma
hodnoceni rizik samoziejmé plati také pro nanomateridly, mnoho nastroji, protokoli a
pokynt pro stanoveni a hodnoceni fyzikalné-chemickych vlastnosti, osudu, expozice a tcinku
pouZzivanych pro konvencni chemikalie pro nanomateridly nelze vyuzit a dané nastroje musi

byt proto modifikovéany?.

Pocet praci zabyvajicich se toxicitou nanomateridli sice za poslednich nékolik desitek let
exponencialné vzrostl, ale informace potfebné pro efektivni hodnoceni jejich zdravotnich a
environmentdlnich rizik jsou stdle nedostate¢né®. Zmény fyzikdlné-chemickych vlastnosti
ENMs, ke kterym dochédzi v disledku jejich interakce se slozkami zivotniho prostiedi,
znesnadiiuji hodnocenf rizika spojeného s piitomnosti ENMs v Zivotnim prostfedi. Pro dcely
regulace nanomateridld jsou ale informace o objemu produkce ENMs a jejich dcinku na Zivé
organismy nezbytné nutné. Nicméné, pro studium osudu nanomateridli v komplexnich

ptirodnich matricich zatim stdle nemame dostatek vhodnych metod a nastroja*°.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti nanomateriali

Zatimco toxicita konvenénich chemikalii souvisi zejména s jejich chemickym sloZenim,
v piipadé nanomateridl hraji roli dal§i fyzikalné-chemické charakteristiky. Velikost a
povrchova plocha ¢astic jsou klicové vlastnosti, které fidi interakce materiald s biologickymi
systémy a ndsledné také distribuci Castic v organismu a jejich eliminaci. Se sniZujici se
velikosti Castic exponencidlné roste povrchovd plocha v poméru k objemu castic, coz Cini
povrch nanomateridlti reaktivnéjsi. Bylo zjisténo, Ze funkce jednotlivych bunécnych
transportnich mechanismi, véetn& endocytézy, je zavisld na velikosti &astic. Céstice, které
jsou endocytézou transportoviany do buriky, zde mohou modifikovat strukturu rdznych
makromolekul, ¢imZ narusuji kritické biologické funkce. Jednim z hlavnich mechanismi
toxicity ENMs je indukce vzniku volnych radikalt, které vyvolavaji oxidativni stres. Tyto
volné radikdly mohou poskozovat DNA, zptisobovat peroxidaci lipidi bunééné membrany
s ndslednym vznikem zdnétlivé reakce organismu. Tvar ENMs ovliviiuje membranové
procesy prii endocytéze ¢i fagocytéze. Endocytéza kulovych Céstic je snazSi a rychlejsi
v porovnani s ¢4sticemi ve tvaru trubic nebo vlaken. U ¢éstic trubicového tvaru také hraje roli
délka castice. Bylo pozorovdno, Ze delSi Castice inertnich materidld jako je uhlik jsou
podstatné toxiCtéjsi neZ trubice kratSi®. Krystalicka struktura také ovliviiuje toxicitu ENMs.
Prikladem muiZze byt hojné vyuZzivany oxid titanicity. Rutilova forma ¢asto indukuje oxidativni
poskozeni DNA, lipidni peroxidaci a vznik mikrojader, zatimco anatasovd forma TiO,

nanocdstic o stejné velikosti nikoliv’.

Vlastnosti povrchu ENMs, zejména povrchovy nédboj, predurcuji jejich chovani. Selektivni
adsorpce, vazba plazmatickych proteini na povrch ENMs ¢i trans-membranova permeabilita

z Xz

ENMs jsou regulovany povrchovym nabojem. Pozitivné nabité Castice prostupuji skrze
bunécné membrany lépe neZ negativné nabité ¢i neutrdlni, a to diky podstatné vyraznéjsi
opsonizaci (imunologicky proces, pfi kterém jsou na Castici navazany proteiny, které
usnadnuji interakci této Cdstice s fagocytujicimi burikami a zvySuji efektivitu fagocytozy)
povrchu plazmatickymi proteiny®°. Povrchova tprava, slouzici ke stabilizaci ¢astic ¢i zméné
magnetickych, elektrickych nebo optickych vlastnosti ENMs, soucasné méni reaktivitu,
distribuci, akumulaci a toxicitu ENMs. Bylo napfiklad zjiSténo, Ze pfitomnost kysliku, ozonu,

kyslikovych radikdlti a prechodnych kovli na povrchu Castic, vedla ke vzniku reaktivnich

forem kysliku (ROS) a k indukci zanétu'®. Na druhé strané, povrchova tprava muze vést
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i ke sniZen{ toxicity materidlu, a to v ptipadé, kdy znemoznuje uvoliovani toxickych iontd!!.
To se tyka napiiklad 1 kvantovych tecek, jejichZz hydrofobni jadro je tvoreno toxickymi
tézkymi kovy, jako je napiiklad kadmium. Obal pak zajiSt'uje vyssi chemickou odolnost jadra,
brani uvolnovani toxickych iontl a zvySuje dispergovatelnost teCek ve vodé'2. Také struktura

povrchu ENMs spolu s pérovitosti materidlu ovliviiuje interakce s butikami. Strukturovanéjsi

povrch ¢i pfitomnost pori podporuje bunécnou adhezi.

Ve fyziologickych tekutindich ¢i v Zivotnim prostfedi nanocastice cCasto podléhaji
aglomeraci/agregaci. Zatimco u agregace vznikaji shluky ¢astic vazanych kovalentni vazbou,
u aglomerace Castice drzi pohromadé pritazlivymi Van der Waalsovymi silami. Mira
agregace/aglomerace zavisi zejména na velikosti Cdstic, povrchovém naboji, ale také
na koncentraci ENMs. V testech toxicity je ¢asto pozorovanym jevem vySSi mira agregace

u vice koncentrovanych disperzi. Vysledkem je potom niz$i toxicita pfi vySSich testovanych

koncentracich®.

1.2 Osud nanomateriali v Zivotnim prostiredi

1.2.1 Osud nanomateriala ve vodach

Nase predstavy o chovani primyslové vyrdbénych nanomateriald ve vodném prostiedi
vychazi ze znalosti o chovani prirodnich koloidnich latek. Ve vodnich systémech je koloid
terminem pouZivanym pro disperzni soustavu obsahujici Castice v rozsahu velikosti
I nm az 1 pm. Pfirodni koloidy zahrnuji zejména makromolekuldrni organické materidly,
jako jsou huminové kyseliny (HA) a fulvokyseliny (FA), proteiny, peptidy a anorganické

latky, typicky oxidy Zeleza a manganu!®.

Osud nanocastic ve voddach je ovliviiovdn transformac¢nimi a transportnimi mechanismy
do kterych patfi zejména agregace, aglomerace, sedimentace, rozpousténi, adsorpce na povrch
pfirodnich nanomateridlti, redoxni procesy a dale také biodegradace Ci abioticka degradace'*.
Agregace je fizena povrchovym ndbojem a velikosti ¢éstic, iontovou silou a pH vodniho
prostiedi. Vyznamnym parametrem je také tvar Cdstic, ktery ovliviiuje sterické interakce.
Povrchova uprava NPss (surfaktanty, polymery, polyelektrolyty atd.) jejimz cilem je
nejCastéji zvySeni stability disperzi NPs, také vyznamné ovliviiuje interakce Cdstic
s ptirodnimi  koloidy. Pfedpokladd se, Ze NPs s funkcionalizovanym povrchem jsou

mobilnéjsi. Tato skuteCnost je dana silnéjSimi elektrostatickym odporem mezi jednotlivymi
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nanocasticemi a niz$i heterogenitou chemického sloZeni povrchu ¢astic. DilleZitym procesem,
ktery ovliviiuje osud nanocdstic ve vodnim prostfedi je heteroagregace NPs a pfirodnich
koloidd. Aglomerované ¢i agregované Castice mohou byt imobilizovany depozici

v sedimentech®.

Studium interakce NPs s rozpusSténymi organickymi latkami je ve vétSiné publikaci zaméfeno
na vliv HA, méné pak na FA. Interakce nanomateriald s HA byva vyrazné ovlivnéna
povrchovym ndbojem cCdstic, ktery zdvisi na hodnot¢ pH prostiedi’®. V zdvislosti
na vlastnostech a koncentraci HA, byla pozorovana schopnost HA koloidni systémy
nanocdstic stabilizovat 1 destabilizovat. K destabilizaci ¢asto dochdzi v pritomnosti vysSich
koncentraci HA. Nanocastice pokryté vrstvou HA jsou totiZ snadnéji adsorbovany na povrchu

Castic prirodnich koloida!'"8.

Transport ENMs je obvykle redukovén se zvySujici se iontovou silou disperzniho prostredi.
K tomuto zfejmé dochdzi v disledku vyssi intenzity pfitazlivych van der Waalsovych sil a
sniZeni elektrostatické repulze coz je v souladu s teorii Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO teorie). Elektricka dvojvrstva okolo NPs je komprimovana kvuli vysoké koncentraci
iontl, coz vede k agregaci. V piipadé moiské vody je tedy agregace Ci aglomerace NPs

urychlovéna praveé vysokou iontovou silou prostiedi®.

Rozpousténi materidlu je silné ovlivnéno hodnotou pH, iontovou silou média, pritomnosti
anorganickych a organickych sloucenin®. Napiiklad ionty uvolfiované z povrchu NPs jako
jsou nanocdstice stiibra, oxidu zine¢natého ¢i oxidi médi se Casto velkou méfou podileji
na toxicit€¢ materidlu?'. Kromé rozpousténi, je jednim z dilezitych a dobfe popsanych
abiotickych transformacnich procest sulfidace. Sulfidace zavisi na redoxnich podminkach a
nejcastéji jsou k sulfidaci nachylné nanocéstice stiibra, ZnO, CuO a oxidy Zeleza. Zejména
u nanocastic stfibra bylo dobfe popsédno, jak sulfidace vyznamné ovliviiuje jejich osud a
toxicitu. Sulfidace, ke které dochazi nejCastéji v biologickém stupni Cisténi Cistiren odpadnich
vod (COV), sniZuje rozpustnost, mobilitu a tim i biologickou dostupnost NPs?2. Na druhé
strané, v praci Thalmann a kol bylo prokdzano, Ze proces ozonizace (pouZivany v COV
pro odstranéni organickych mikropolutantli) vedl k oxidaci sulfidu stfibrného a tim doslo

ke zvySeni toxicity stiibra. ZjednodusSené je osud ENMs ve vodach znazornén na Obrazku 1.
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Obrazek 1 Osud ENMs ve vodach®

1.2.2 Osud nanomateriala v padach

Pidy jsou tvofeny plidnim vzduchem, pdérovou vodou, organickou hmotou a minerdly.
Fyzikalné-chemické vlastnosti pid zavisi na jejich geologickém ptivodu, geografickém terénu
a klimatickych podminkéach dané oblasti. Pidni matrice vyznamné ovliviiuje chovani ENMs.
Vlastnosti jako je velikost Céstic, porovitost a obsah prirodnich organickych litek (NOM)
ovliviiuji miru retence ¢i migrace ENMs v padach. SloZeni pidy je zjednodusené
charakterizovdno obsahem pisku, jilu a organické hmoty?*?*. Pfirodni nanocdstice vyskytujici
se v pidach zahrnuji zejména jily, organické latky, oxidy Zeleza a dal$i minerdly, které hraji

dileZitou roli v biogeochemickych procesech'.

Faktory ovliviiujici osud nanomateriald v ptidach jsou velmi podobné faktorim, které
ovliviiuji osud ve vodach, ale predikce chovani ENMs je diky vy$si komplexnosti pudni
matrice komplikovangjsi. Interakce mezi ENMs a pudnimi slozkami fidi transport ENMs.
Tyto interakce mohou byt ovlivnény jak podminkami prostiedi, tak i fyzikalné-chemickymi

vlastnostmi ENMs. Obecné plati, ze faktory, které ovliviiuji stabilitu nanomaterialti (iontova
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sila a pH), rovnéz ovliviiuji transport?®. Mobilita nanomateriald je obecné snizovéana rostouci
velikosti Castic. Zatimco menSi Castice jsou mobiln€jSi a maji veétsi Sanci proniknout
do vétsich hloubek, kde dochazi k jejich akumulaci, vétsi agregaty maji tendenci hromadit se

v hornich vrstvach pady?’?%.

Pudni organickou hmotu lze rozd€lit na rozpusténou organickou hmotu (DOM) a na pevnou
organickou hmotu (SOM). Antropogennimi zdroji makromolekul jsou pak organickad hnojiva
nebo kaly z Cistiren odpadnich vod®. Vysledny efekt DOM na mobilitu a biodostupnost
nanomateridlu zavisi na koncentraci a typu DOM, iontové sile a pH pérové vody. DOM casto
zvySuje biologickou dostupnost ENMs zvySenim jejich mobility. Napfiklad bylo zjisténo, ze
HA usnadnily transport stiibrnych nanocastic (Ag-NPs) hloubéji do pud, ¢imz se zvySovalo
potencidlni riziko kontaminace podzemnich vod*®3!. Naopak u Ag-NPs, které byly
stabilizovany polyvinylpyrrolidonem vedly interakce s pfirodnimi koloidy k heteroagregaci, a
tedy k redukci jejich mobility*’. Naproti tomu HA mély mensi vliv na mobilitu uhlikovych
nanotrubic (CNTs) neZ textura pudy, kterd Casto pisobi jako fyzikalni bariéra dalSiho
transportu ENMs?2. Adsorpce OM nejcastéji vede ke vzniku negativniho povrchového ndboje
nanomateridlu, coZz miZe vést ke sterické stabilizaci, potlaceni heterogagregace a sniZeni

rychlosti depozice®¥34.

Stejné jako ve vodach, i v pldach je rozpustnost nanomaterialii ovliviiovdna vlastnostmi
prostfedi. MnoZstvi OM vyznamné ovliviiuje kationtovou vyménnou kapacitu ptidy. lonty
uvolnéné z povrchu ENMs v pribéhu rozpousténi jsou Casto vazany ptudnimi ¢asticemi nebo
tvoii komplexy s chelatacnimi ¢inidly, ktera mohou urychlit rozpousSténi nebo transformaci

ENMs2¢,

Jil, ktery je v ptidach zastoupen v rizném mnozstvi, také v zavislosti na podminkach prostiedi
interaguje s ENMs. Napftiklad Zhang a kol.*> uvadi, Ze pozitivné nabité nanocdstice CeO, se
vazaly na jilovy mineral kaolin, zatimco negativné nabité nanocCdstice se vazaly na Cdstice
pisku. U nanocéstic TiO, byla pozorovana destabilizace illitovymi koloidy (jilova slida) pouze
v systému, kde pH bylo nizs§i neZz pH izoelektrického bodu TiO,%. Adrian a kol.?” zjistili,
7Ze vy$si obsah Ca?* iontd podporil interakci stfibrnych nanocastic s jilem.

ENMs maji obecné tendenci mit relativné lepsi retenci (niz§i mobilitu) v hlinitych ptdach
v porovnani s pis¢itymi pidami (viz Obrazek 2). K vyse uvedenému zjevné dochazi z diivodu
vyssiho specifického povrchu a vyssiho poctu vazebnych mist ptidnich minerald typu kaolin

atp 38394041 Nedavné studie ukdzaly, Ze povrchovy ndboj matrice a zrnitost pudy hraji
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vyznamnou roli v transportu ENMs. Tyto faktory zifejmé spolu s pH systému a zeta
potencidlem ENMs ovliviiuji, zda dojde k depozici ¢i transportu ENMs. Relativné vysoké pH
vede nejCastéji ke zvySeni mobility ENMs, protoZe povrchy ENMs jsou obecné spiSe zaporné

nabité*x+3,

- Pozitivni zeta
potencial
(povrchovy naboj)

Jil
- Pidni typ (obsah
jilu ¢i humusu)
Hlina - - Z:vyiujici se iontova
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- Naboj
- Chemické
sloZzeni

Obrazek 2 Osud ENMs v piadach*

Chemismus pérové vody je dalSim vyznamnym faktorem ovliviiujicim osud ENMs. Vliv pH,
iontové sily a valence iontl je studovan zejména v kolonovych experimentech, pri kterych
jsou simulovany prirozené procesy transportu ENMs v pidach*. Hodnota pH ovliviiuje zeta
potencial a tim stabilitu koloidd ENMs. K destabilizaci dochazi v okamziku, kdy je pfi urcité
hodnoté pH dosaZeno bodu nulového naboje (pH,,.) ¢i izoelektrického bodu. Povrch ENMs je
negativné nabity, kdyZ je pH vody nad pH,.. Hodnota zeta potencidlu se sniZuje se
zvySujicim se pH. Niz§i absolutni hodnota zeta potencidlu vede k agregaci ENMs, zatimco

vyS$si hodnota podporuje stabilitu suspenze®.

Obdobné jako ve vodnim prostfedi i v pidach je transport ENMs obvykle redukovan
zvySujici se iontovou silou. Napriklad v experimentu provedeném v koloné naplnéné piskem
se depozice nanocastic fullerenu Cq zvySovala se zvySujici se iontovou silou pérové vody.

Pric¢inou daného jevu bylo pravdépodobné zvySeni pritazlivych sil v blizkosti povrchu zrn

23



pisku a potlaceni elektrické dvojvrstvy*. V jinych studiich bylo pozorovéno, Ze pfitomnost
bivalentniho kationtu (Ca?*) zpusobila efektivn€jsi retenci ENMs v matrici v porovnani
s monovalentnimi ionty (Na*/K+)*#7 Tontov4 sila soucasné ovliviiuje i zeta potencidl. Pfi niZsi

iontové sile se zeta potencidl zvySuje a naopak**.

Mezi dalsi faktory, které maji vliv na osud ENMs patii pidni vlhkost, teplota a viditelné/UV
zareni. Pida blizko povrchu predstavuje nenasycenou zénu (vyznacuje se jen Castecnou
nasycenosti v§ech porti vodou, v zavislosti na mnozstvi srazek apod.) a ve vétsich hloubkach
v blizkosti vodonosné vrstvy se stdvd nasycenou (pory v nasycené zoné jsou zcela vyplnény
vodou)®. Conway a Keller* studovali osud nanocastic TiO,, CeO, a Cu(OH), v riznych
typech pud za nenasycenych podminek. Pozorovali, Ze po aplikaci nanoc¢astic na povrch plidy
s naslednym vysuSenim a pusobenim pouhé gravitace se nanocdstice nachazely po vice
nez 72 hodinach nejdale v hornich tfech centimetrech pidy, coz je pric¢itano agreagaci ENMs
spolu s heteroagregaci ENMs s OM. V pripadé studia vlivu proudéni pérové vody na retenci
ENMs byla pozorovdna vySsi retence nanocastic oxidu grafenu v nesaturovanych kolondch
s piskem v porovndni se saturovanymi za stejné iontové sily™®. V jiné studii redukce ptdni
vlhkosti podporila retenci jednosténnych uhlikovych nanotrubic (SWCNTSs) v poréznim
médiu’'. Obecné jsou ENMs vice mobilni pfi vySSim proudéni pérové vody, avSak ve studii
s nanocasticemi fullerenu Cqy byl pozorovan pouze maly vliv na jejich transport pfi zméné

rychlosti proudéni>.

Teplota ovliviiuje chemismus pudy. Obecné lze predpokladat, Zze pii zvySeni teploty
vrozmezi 4-25 °C lze ocekavat sniZeni transportu ENMs v pidach. Napiiklad retence
latexovych NPs v kolonach naplnénych piskem (iontova sila 10-30 mM) se zvySovala se
zvySujici se teplotou®®. V obdobné studii bylo pozorovdno také sniZeni retence nanocdstic
oxidu grafenu v kolonach (iontova sila 1-10 mM) naplnénych piskem a pidou>*. McNew a
LeBoeuf>® pozorovali pfi niz§ichteplotich nizkou retenci fullerenu na imobilizovanych

huminovych a fulvinovych kyselinach. Pii vysSich teplotich dochézelo ke zvySeni retence

fulerenti, ale pouze na huminovych kyselinach.

Interakce ENMs s viditelnym a UV zafenim miZze vést ke zménam fyzikalné-chemickych
vlastnosti ENMs. Provedené studie naznacuji, Ze degradace povrchu ENMs plisobenim zareni
muiZze ¢asem Vvést k transformacim materidlu a vyssi mife agregace. Navic ROS produkované
pii expozici UV zafeni mohou zptsobit oxidaci materidlti vedouci k uvolinovani toxickych

iontu>%7,
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V souvislosti se zménami, které ENMs po vstupu do Zivotniho prostfedi prodélavaji, jsou
v soucasnosti pfedmétem zkoumani také ucinky nanocastic, které prosly jiz néjakou zménou
fyzikalné-chemickych vlastnosti vlivem ptisobeni okolnitho prostfedi tzv. ,,weathering®.
Napriklad bylo zjiSténo, Ze OM mohou na povrchu kovovych ENMs Casem vytvorit obal,
ktery brani dal§im chemickych ¢i biochemickym interakcim®>°. Kyselina $tavelovd, octova
nebo citronova jsou dilezitou soucdsti exsudatti kofenového systému rostlin a podileji se tak
na weatheringu materidld v pidach. Tyto kyseliny ovliviiuji lokdlné pH, coz ma vliv
na povrchovy naboj a v disledku toho i na agregaci®®. V laboratorni studii byly organické
kyseliny v exsudatech rostlinnych kofenti schopny rozpoustét nanocdstice médi, sorbovat se

na jejich povrch nebo s nimi tvofit cheldty®!.

1.3 Pristupy pri testovani ekotoxicity nanomateriala

Jak bylo v predchozich kapitolach naznaceno, znalost transformacnich procest, jimZ
podléhaji ENMs v redlném prostiedi tvoii dileZitou soucast studia toxicity ENMs. Opakované
bylo prokdzino, Ze osud ENMs je silné zdvisly na fyzikdlné-chemickych vlastnostech
prostiedi. I pfes mnozstvi provedenych studii stdle neni dostatek informaci o tom, jaky vliv
méa osud konkrétnich nanocastic na jejich vyslednou nebezpecnost pro vodni a pldni
organismy. Pfi porovndni vysledkd dostupnych studii nalézdme velkou fadu rozport a
protichidnych informaci, které neumoziuji urcit jasny vztah mezi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi ENMs, vlastnostmi daného prostfedi a toxicitou nanomaterialti. Pfi¢inami jsou
zejména rizny experimentdlni design studii, rozdily ve sloZeni expozi¢nich médii a
nedostatky v charakterizaci testovaného nanomateridlu. Testovani ekotoxicity nanomaterial
s vyuzitim metod navrZzenych pro konvencni chemikdlie pfind§i fadu komplikaci
(viz Obrazek 3), které jsou Casto divodem pro vznik rtiznych modifikaci testovani. Jako
kriticky faktor, ovliviiujici reprodukovatelnost a vypovidaci schopnost testi toxicity

nanomateridll, se ukdzala aglomerace ENMs!>:2,
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Expozicni

média
| | | | 1
Vo.da B Yoda. i )’°da 3 Sediment Puda
(staticka) (semi-staticka) (prutokova)
Jednoduché, Vyména vody Zajisténi dobré Environmentalné Moznost misit ENMs

nenaroéné, malo
odpadni vody

sniZuje ztraty z
vodniho sloupce

disperze a
kontinualni expozice
ve vodnim sloupci

relevantni vnaseni
castic na hladinu vody
nad sedimentem

s pudou raznymi
postupy

Ztrata ENMs z

vodniho sloupce,
$patna distribuce

Castic v médiu

Vice odpadni vody,
charakterizace po
kazdé vyméné

Jesté vice odpadni
vody, vyssi spotieba
ENMs, ENMs se
hromadi na sténach

ENMs se mohou
sorbovat pouze na
povrchu sedimentu,
Spatna distribuce,
obtiZzna charakterizace

Vlastnosti ptid méni
vlastnosti ENMs,
neznama efektivni
davka, obtizna
charakterizace

Obrazek 3 Vyhody a nevyhody spojené s vyuzitim metod pro konvencni chemikalie pri testovani

ekotoxicity nanomaterial®

V roce 2006 byla zfizena pracovni skupina Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj
pro primyslové vyrdbéné nanomateridly (OECD Working Party on Manufactured
Nanomaterials), kterd poskytuje prostor pro globélni diskusi o nanobezpecnosti. Program ma
zajistit rozvoj a odpovidajici aktualizaci OECD metodik pro testovani ENMs prostfednictvim
konsenzu, ktery vychdzi jak z poznatkd ziskanych védeckou komunitou, tak z regulacnich
pozadavkl (relevance testu, reprodukovatelnost atd.)?>$3. Diskuze, tykajici se modifikaci
OECD metodik pro testovani ekotoxicity ENMs, zahrnuje vSechny aspekty testovani,

od designu experimentu aZ po sledované end-pointy testu toxicity.

Otazky se tykaji zejména vhodnosti expozi¢nich scénaiti, napiiklad zda meénit testovaci
médium béhem testu za ucelem zajisténi kontinudlni expozice a soucasné splnéni naroki
testovaciho organismu ¢&i nikoliv. VétSina experimenti s ENMs byla doposud provddéna bud
vrezimu statickém nebo semistatickém, ve kterém je médium v pribéhu experimentu
pravidelné vyménovano. Nicméné, u testli terestrické toxicity je vyména média velice
nepraktickd az nezadouci. Pfi pokusu o prenos organismi z pudy by mohlo dojit k jejich
poskozeni ¢i indukci stresové odpovédi na jejich manipulaci. Také doba trvani testi byla
diskutovdna. U testd chronické toxicity, které mohou v piipadé pidnich organismi
trvat i nékolik tydni, mize dojit napiiklad k dplnému rozpusténi testovaného materidlu,
coz ale nemusi odpovidat redlnému osudu ENMs v Zivotnim prostfedi. V nékterych studiich

tak byla expozi¢ni doba zkrdcena®.
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Dal§im problematickych aspektem je pfiprava testovaného materidlu pred jeho aplikaci
do expozi¢niho média. ENMs je zapotfebi dobfe a reprodukovatelné dispergovat a za timto
ucelem je pouzivano nékolik piistupti, zaloZenych na vyuziti dispergacnich ¢inidel, sonikace,
mechanické dispergace ¢i jejich kombinace. V souvislosti stim lze také predpokladat,
Ze behem testu muze existovat rozdil mezi nomindlni (do média pridanou) a efektivni
(na organismus skutecné puasobici) koncentraci. Pravé homogenita rozptyleni a aglomerace
mohou ovlivnit expozici do takové miry, Ze nelze odhadnout, jaké koncentraci byl testovaci
organismus redlné vystaven. Na druhé strané existuji prace, kde je preferovdna
environmentalné relevantni expozice, pfi niZ je procesu aglomerace ENMs ponechin
pfirozeny pribéh®. Proto je zapotiebi vyuzit vhodnych metod ke zjisténi redlného stavu
testovaného materidlu v komplexnich matricich béhem testu a po ném. Nicméné, situaci
komplikuji nedostatec¢na citlivost dostupnych analytickych metod, ¢asto velmi komplikovana
piiprava vzorkl, ¢i nedostupnost nejmodernéjSich metod kvili vysokym pofizovacim

nikladim®?.

Co se tyka end-pointt testli, mortalita, rist a reprodukce jsou povazovany za vhodné, nicméné
Casto za madlo citlivé, zejména pokud jsou testovdany environmentalné relevantni koncentrace
ENMs. Ve vyzkumu jsou Casto vyuZzivany dalsi subletalni fyziologické end-pointy, napriklad

biochemické, molekuldrni a omické odezvy organismu®%%3,

Expozi¢ni média pouzivana v rdmci testl terestrické toxicity nanomateridli bychom mohli
rozdé€lit na artificidlni pady, jejichz sloZeni vychazi ze smérnic (OECD, ISO, ASTM atd.),
ptirodni pidy a ostatni pudy, do nichZ mtizeme zahrnout zjednodusené matrice. Artificidln{
pady byly zavedeny v ekotoxikologii z pragmatickych a ekonomickych diivodi. SloZen{ ptidy
je jasné definovano a vysledky testd provadénych v této pudé by mély byt mezi sebou
porovnatelné. Presto sloZeni a vlastnosti této plidy nejsou vhodné pro vétSinu testovacich
organismu® . Pfirodni standardni pida LUFA je Siroce vyuzivana pro testy s bezobratlymi,
jelikoZ vyhovuje vétSin¢ testovacich organismi. Tato pida je komer¢né dostupnd a je
k dispozici v nékolika variantdch, v zavislosti na poZadovanych fyzikdlné-chemickych
vlastnostech pudy®. Typické sloZzeni OECD a LUFA 2.2 pid jsou uvedeny v Tabulce 1.
Vyuziti pfirodni pidy LUFA v testech ekotoxicity nanomateridli Casto vede k pozorovani
az fadové vyssi toxicity t€hoz materidld, neZ je tomu v piipadé pouziti artificidlni pudy,

jelikoZ jeji vlastnosti podporuji biodostupnost kovi®’:8.
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Tabulka 1 SloZeni artificialni pidy OECD a prirodni pady LUFA 2.2

Obsah organickych Jemnozrnny
Puda pH C/N Jil (%) Pisek (%)
latek (%) pisek (%)
OECD 6.3 10 107.5 20 0 70
LUFA 22| 55 39 13.5 6 17 77

C/N - pomér uhliku a dusiku

V publikovanych studiich miZeme dédle nalézt testy provadéné v prirodnich pidach
odebranych z lokalit v zemich, kde autofi ptsobi. Fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti
téchto plid (véetné obsahu tézkych kovi ¢i polycyklickych aromatickych uhlovodikii) vSak

musi byt fadné charakterizovany pfed jejich pouZitim®:7%7!,

Testy v pudnich matricich sice spliuji pozadavek vyssi environmentdlni relevance, nicméné
¢asto neumoZziuji splnit dal§i pozadavky, které jsou na laboratorni testy kladeny, napfiklad jiz
zminovanou reprodukovatelnost (vyuZiti artificidln{ vs. pfirodni pidy), homogenitu rozptyleni
testovaného materidlu ¢i mozZnost charakterizovat ENMs pifimo v expozicnim médiu.
Nékolikrat bylo potvrzeno, Ze zplsob zavedeni testovanych castic do expozi¢niho média
ovliviiuje vyslednou formu Ccéstic, zejména aglomeracni stav. Aglomerace Céstic a
nehomogenni distribuce pak Casto vede k pozorovani nemoténniho vztahu davka-tucinek.
Nejcasteji jsou ENMs aplikovany ve formé prasku, ktery se smisi piimo s piidou, nebo jsou
ENMs priddavany ve formé koloidu ¢i je pripravena zasobni disperze v pidnim vyluhu a ten je
pak pridan do pidy’. V pripadé¢ jednoho materidlu zavedeného do expoziénitho média
riznymi postupy pak mizeme ocekavat odlisSny aglomeracni stav ENMs a v souvislosti s tim
pozorovat odliSnou odezvu testovactho organismu. I béhem samotného testu dochézi k dalSim
zménam vlastnosti ENMs pfi jejich interakci se slozkami média (rozpousténi, heteroagregace
atd.). Z tohoto divodu je pro spravnou interpretaci pozorovaného ucinku nezbytné zjisténi
realného stavu ENMs v expozi¢nim médiu. Ve vétSiné studii jsou ale ¢astice charakterizovany
pouze pred jejich pridinim do pidy. Charakterizace ENMs v pidni matrici vSak casto
vyzaduje fadu pripravnych a extrakénich kroki, které mohou opét vést k dalsim zménam

fyzikdlné-chemickych vlastnosti materidlu’.
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Tyto problematické aspekty spojené stesty v pidni matrici vedly autory n€kolika studif
k volbé méné komplexniho média. Li a kol.”* ve své studii akutni toxicity nanocdstic oxidu

v v

zine¢natého (ZnO-NPs) na Zizale hnojni (Eisenia fetida) zvolili jako expozi¢ni médium agar.
Zaucelem ziskani environmentdlné relevantnéjSich informaci také provedli experiment
na filtraCnim papife, na ktery byly nanocéstice aplikovany ve formé disperze pfipravené
v pidnim extraktu. Autofi konstatovali, Ze tento pristup zjednoduseni expozi¢niho média jim
umoznil sledovat efekt ZnO-NPs na piidniho krouzkovce bez vlivu ptidnich slozek. Jako dalsi
vyhody vyuziti agaru autofi uvedli potlateni aglomerace a také moZnost jednoduché
charakterizace systému. V prostiedi agaru je organismus exponovan skrze obvyklé expozi¢ni

v v

cesty, jelikoZ kromé piimého kontaktu povrchu téla, ZiZzaly agar béhem testu pojidaji.

Agarové médium je Casto vyuZivdno v testech ekotoxicity nanomateridli pro rostliny.
V tomto piipadé autori uvadi, Ze vyuziti agaru pfi testovani nerozpustnych nanomateridld,
které maji tendenci v hydroponickych roztocich ¢i na filtraCnim papiie rychle aglomerovat,
prinasi opét vyhodu ve formé homogenné;jsi distribuce ¢éstic a potlaceni aglomerace. V agaru
byla zjiStovana napiiklad toxicita nanocdstic oxidu ceri¢itého na hldvkovém saldtu (Lactuca

sativa)™ €1 toxicita stfibrnych nanocdstic na fazolich mungo (Phaseolus radiatus) a ¢iroku

dvoubarevném (Sorghum bicolor)™.

Existuji také studie, v nichz autofi pracuji s médii, kterd obsahuji jen urcité slozky pudy.
Napriklad toxicita nanocéstic stfibra pro Zizaly Cervené (Lumbricus rubellus) byla studovdna
v prostiedi obsahujicim pouze pisek a piidni extrakt’”’ a v jiné praci byla toxicita ZnO-NPs a
TiO,-NPs pro Zizaly hnojni (Eisenia fetida) studovana v pisCit¢ém médiu’®, které bylo tvoreno

piskem a kravskym hnojem.

Takové zjednoduseni piidni matrice ve vét§in¢ pripadt vyvola az fadove vyssi toxicitu oproti
experimentim, kde je pouzita puda. Tento jev mize byt disledkem zejména vyssi
biodostupnosti ENMs v méné komplexnich médiich. Obecné lze fict, Ze ¢im vice slozek se
v daném systému nachdézi, tim vySSi je pravdépodobnost vzniku interakci, které mohou vést
ke sniZzeni biodostupnosti materidlu v disledku agregace, heterogagregace, adsorpce,
komplexace uvolnénych iontd atp. V pidnich matricich Casto dochazi k agregaci zejména
u vysSich testovanych koncentraci a v piipadé organismd, u nichZ se projevuje unikové
chovani, a souCasné neni testovand latka homogenné rozptylena v celém objemu expozi¢niho

média, miZze béhem testu v pudach dojit i k podhodnoceni expozice.
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2 PRAKTICKA CAST

Hlavnim cilem pfedloZené disertani prace bylo navrhnout a vyvinout metody testovani
toxicity nanomaterialti, které eliminuji ¢i zredukuji v co nejvyssi mozné mife vliv faktord
ovliviiujicich reprodukovatelnost testii. Tento cil byl napliiovan v ramci tii dil¢ich cilt: (i)
studovat vyznamné faktory ovliviujici reprodukovatelnost testi ekotoxicity nanomateridli a
optimalizovat metodu pro testovani akvatické toxicity, (ii) pro testovani terestrické toxicity
optimalizovat pfipravu a charakterizaci expozi¢niho média, které potlacuje dynamické
procesy a zvySuje reprodukovatelnost vysledkti a (iii) otestovat toxicitu nanomateridlu
v expozicnim médiu se zvySenou environmentélni relevanci — modifikovaném pfidavkem

modelovych pidnich sloZek (kaolin, huminové kyseliny, raselina) za ucelem studia vlivu

interakci s ptidnimi slozkami na chovéani nanocastic v expozi¢nim médiu.

2.1 Plnéni diléiho cile 1 — Optimalizace metody testovani akvatické

toxicity NPs

Plnéni prvniho dil¢iho cile prace spocivalo ve studiu vyznamnych faktorti ovliviujicich
reprodukovatelnost testii ekotoxicity nanomateridlli, a to zejména ve studiu aglomera¢niho
chovani NPs. Ziskané znalosti pak mély byt vyuZity pro tpravu metody testovani toxicity NPs

ve vodném prostiedi za ticelem potlaceni vlivu aglomerace na vysledky testt.

2.1.1 Experimentalni ¢ast — Modifikovany test toxicity Ag-NPs na plidku

kapra obecného

Reprodukovatelnost a spolehlivost testd ekotoxicity nanomateridld zavisi v prvni fadé
na pripravé stabilni disperze ENMs a vysledné variabilit€ velikosti ENMs ve vodnych
suspenzich. Neékolik mezindrodnich projekti navrhnulo specifické disperzni protokoly
pro testovani ekotoxicity (napf. ENPRA, PROSPEcT, NANOGENOTOX; MARINA),
ale obecné pokyny doposud nebyly harmonizovany”. Podle Hartmanna a kol.* obecnym
problémem takové harmonizace je, Ze harmonizace a standardizované protokoly budou vzdy
kompromisem mezi optimalni disperzi na jedné strané a optimélni biologickou/fyziologickou

kompatibilitou média a pozadovanou testovanou koncentraci v disperzi na strané druhé.
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Kvili vySe uvedenym skutecnostem je tato Cast prace zaméfena na vyvoj a testovani pristupu,
kde je maximadlni velikost aglomeratd, jimZ je testovany akvaticky organismus béhem testu
vystaven, fizena koncentracné zdvislou proménlivou frekvenci vymény média béhem testu.
V této praci byl pouzit matematicky model, popisujici zavislost velikosti aglomerati na Case
v kapalném médiu danych vlastnosti (koncentrace ¢astic, iontova sila média). Pomoci tohoto
modelu byla navrZena frekvence vymény média tak, aby byl experimentdlni organismus
vystaven vZdy pouze aglomeratiim, jejichZ velikost nepfesahovala zvolenou hrani¢ni hodnotu.
Tento pristup byl ovéfen v modifikovaném testu toxicity nanocastic stiibra na pludku kapra
obecného (Cyprinus carpio). K volbé nanocastic stiibra vedly pfedpoklady, Ze patii mezi
nejvice uzivané nanomateridly a lze je snadno prfipravit v laboratornich podminkach. Kapr
obecny byl zvolen proto, Ze v odvétvi rybolovu predstavuje sladkovodni rybu vysokého
obchodniho vyznamu v Evropé 1 v Asii. Vramci studie byla modifikovdna metoda

pro testovdni toxicity chemickych latek pro rybi embrya OECD 212.

2.1.1.1 Priprava a charakterizace Ag-NPs

Ag-NPs byly pripraveny redukci dusi¢nanu stiibrného (AgNOs) glukézou (CsH;,Os). Piiprava
probéhla v Erlenmayerové baiice, ve které bylo smichdno 10 ml destilované vody, 10 ml
roztoku SmM AgNO;, 10 ml 25mM amoniaku, 10 ml 50mM NaOH a 10 ml 50mM glukézy.
Smés byla michéana za laboratorni teploty po dobu 15 minut a poté byla prevedena do tmavé

nadoby, ve které byl zdsobni roztok Ag-NPs skladovan.

Ovéreni skuteCné koncentrace Ag probéhlo pomoci metody ICP-OES. Soucasné byla tato
metoda vyuZzita na analyzu volnych Ag* ionti v koloidech. Koloidy Ag-NPs o koncentraci
5-250 uM byly ponechédny po dobu 30 min a 6 h aglomerovat a nésledné bylo odebrano vzdy
15 ml z kazdého koloidu. Odebrané vzorky byly centrifugoviny pii 10 000 x g po dobu
30 minut a poté bylo 10 ml supernatantu odebrano z kazdé centrifugacni bariky a analyzovano

na obsah Ag pomoci ICP-OES (IntegraXL2, GBC, Dandenong, Australie).

Hydrodynamicky primér Dy a zeta potencidl Ag-NPs byly méfeny pomoci metody DLS na
pristroji ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corp., USA). Méfeni probihalo za vinové délky
660 nm, svételného vykonu 35 mW a Dy byl méfen po dobu 30 s (10 replik). Metoda
mikroskopie atomdrnich sil (AFM) byla vyuzZita k vizualizaci syntetizovanych Ag-NPs.
Analyza probéhla na zatizeni SolverProM (NT-MDT, Rusko) se sondou HA_NC (rezonan¢ni

frekvence 185 kHz, k = 4,6 N m"') v semikontaktnim moédu nastaveném na 40 % volné
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oscialace. Vzorky k analyze byly prfipraveny pomoci metody ,,spin coating“ (90 x g)
na vysoce usporadaném pyrolytickém grafitu (HOPG) a poté suSeny za vakua. SoucCasné byla
k charakterizaci Ag-NPs vyuZita metoda skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Vzorky
k analyze byly pripraveny stejnym postupem jako v pfipadé AFM, ale navic byly pro potireby
SEM potaZeny tenkou vrstvou zlata. Analyza probéhla na pristroji JEOL JSM-7500F.

2.1.1.2 Expozicni médium a testovaci organismus

Kapalné médium M203 pripravené podle metodiky OECD 203 bylo zvoleno jako testovaci
médium pro testy toxicity na embryich kapra obecného (Cyprinus carpio). SloZzeni tohoto

zivného média, vCetné koncentraci jednotlivych slozek je uvedeno na Obrazku 4.

Chemikdlie Koncentrace  Chemikalie Koncentrace
(mg ") (mg )
Na,EDTA-2H,0O 2,5 Na,SeO; 0,0022
FeSO,-7H,0 0,995 NH,VO; 0,0006
H3;BO; 2,85 CaCl,2H,0 293,8
MndCl,-4H,0 0,36 MgSO,-7H,0 123,3
LiCl 0,31 Kl 0,58
Rbdl 0,07 NaHCO, 64,8
SrCl,-6H,0 0,15 Na,SiO5-9H,0 10
NaBr 0,016 NaNO; 0,274
Na,MoQO,-H,0 0,063 KH,PO, 0,143
Cudl,-2H,0 0,017 K,HPO, 0,184
Zndl, 0,013 Thiamin-HCl 0,0075
Co(l,:6H,0 0,01 B12 0,001
Kl 0,0033 Biotin 0,0008

Obrazek 4 Slozeni média M203

Vysokd iontovad sila média M203 vSak ovliviiovala stabilitu Ag-NPs a zvySovala jejich
aglomeraci. Proto bylo pristoupeno k redéni média M203. Experimentdlné bylo zjiSténo,
Ze maximalni mozné zfedéni média 203, které jesté nezplisobovalo zmény ve zdravém vyvoji

embryfi, bylo 75 %. Toto fedéni bylo proto pouZito i v testech toxicity.

Jikry C. carpio byly ziskdny z komeréniho rybaistvi (Tieboti, Ceskd republika). Jikry byly

pfevezeny do laboratore bezprostfedné po oplodnéni, poté oplachnuty a vySetfeny
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pod mikroskopem (XTL-101, GX, Optical, UK). Mrtvé nebo neoplodnéné jikry byly

odstranény.

2.1.1.3 Testy toxicity Ag-NPs

Experimentalni design vychdzel z metodiky OECD 212 (Fish, Short-term Toxicity Test
on Embryo and Sac-Fry Stages). Experiment I trval 144 hodin, pfi¢emz kazdy ze 6 dni
experimentu probihala 6-ti hodnova expozice Ag-NPs , ktera byla stfidana 18 h periodou,
ve které byla embrya prevedena do Cistého média bez Ag-NPs. Testované koncentrace byly
5, 10,25,50, 100 a 250 uM Ag. Pro testy byla pouZita 1 den stara, zdrava, oplodnéna embrya.
Do kazdé testovaci nadoby (sklenéné kadinky) bylo prevedeno 10 embryi. Experiment I byl
proveden ve statickém modu (6h expozice + 18h v médiu bez NPs). Pfi tomto experimentu
doslo ke vzniku velkych aglomerati a sedimentaci ve vSech testovanych koncentracich.
Experiment II byl proveden v semistatickém mdédu, umoznujicim fidit maximdlni velikost
aglomeratl plsobicich na testovany organismus. Cas vymény kapalného média zivisel
na zvolené maximalni velikosti aglomeratti v jednotlivych testovanych koncentracich. Perioda

vymény byla ur€ena ndsledovné.

Nejprve byla zjiStovadna mira aglomerace Ag-NPs pomoci DLS v daném koloidu béhem doby
pred dosazenim ustdleného stavu. Ziskana data byla pouZzita k nalezeni rychlostni konstanty

k v rovnici 1, ktera popisuje rist aglomeratl (zvySeni Dy) v Case:
Dh = Dy + (D — DY) xe ™t (1)

Kde D) je hydrodynamicky primér &astic koloidu bezprostiedné po pfipravé (ziedéni
primarniho koloidu Ag-NPs zfedénym médiem 203). Dli,nf je hydrodynamicky primér
pfi ustdleném stavu a ¢ je Cas. Rychlostni konstanta k silné zavisi na pocateCni koncentraci
Ag-NPs, a proto musi byt stanovena pro kaZdou testovanou Kkoncentraci zvI4st.
D, pfedstavuje primémy hydrodynamicky priamér v &ase t. Tedy, pokud je dosazena
pozadovand hodnota tohoto parametru, l1ze pomoci rovnice (1) vypocitat Cas, kdy bude této

velikosti dosazeno. Jinymi slovy, pokud je médium vyménéno v Case #, velikost aglomerati

teoreticky nepfesahuje zvolenou hodnotu Df; vypoctenou pomoci rovnice (1).

Podminky a doba trvani experimentu II byly stejné jako v pfipadé experimentu I.
V experimentu II byly testovany koncentrace 5-50 uM Ag a zvoleny byly dvé maximalni

velikosti aglomerati a to 200 a 400 nm (¢as vymény média se pohyboval v rozmezi
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20-120 minut v zavislosti na testované koncentraci a zvolené maximalni velikosti

aglomerata).

2.1.2 Vysledkova ¢ast — Modifikovany test toxicity Ag-NPs na plidku kapra

obecného
2.1.2.1 Charakterizace Ag-NPs

Koncentrace volnych Ag* iontid v koloidech Ag-NPs o koncentracich 5-250 uM byla méfena
pomoci ICP-OES. Koncentrace zméfend v supernatatnu byla ve vSech pfipadech
pod detekénim limitem pfistroje (0,1 uM Ag). JelikoZ médium M203 obsahuje vysoké
koncentrace chloridl, predpoklada se, Ze rozpusténé Ag*ionty vytvorily s chloridy prakticky
nerozpustné AgCl, které zlstaly v patroné na dné centrifugacni banky spolu s Ag-NPs.
Analyza pomoci AFM a SEM ukazala (viz Obrazek 5), Ze pripravené Ag-NPs mély

primérnou velikost okolo 50 nm.
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Obrazek 5 a) AFM snimek Ag-NPs, b) AFM profil ¢astice, ¢) snimek Ag-NPs porizeny pomoci
SEM

2.1.2.2 Test toxicity Ag-NPs

Analyza expoziniho média pomoci DLS béhem experimentu I (po 6h expozici) odhalila
tvorbu aglomeratii. Cim vys$ii byla testovani koncentrace, tim niz§i byl vyskyt &astic o
pivodni velikosti 50 nm a vys$$i vyskyt aglomeratti o primérné velikosti 400 nm a vice.
Vysledky jasné ukdazaly vznik castic, jejichZz fyzikalné-chemické vlastnosti jsou naprosto

odlisné od castic ptivodniho koloidu. Aglomeraty béhem experimentu rychle sedimentovaly
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na dno testovacich nddob. Za pomoci metody uvedené vysSe byly vypocteny Casy vymény

expozi¢niho média, coZ umoznilo kontrolovat formaci aglomeratti v experimentu II.

V experimentu 1 byla pozorovana 60-90% mortalita embryi ve vSech testovanych
koncentracich. Mezi mortalitami v jednotlivych koncentranich urovnich nebyly zjiStény
statisticky vyznamné rozdily (Mann-Whitney test, p > 0,05) a nebyl pozorovan Zadny zjevny
vztah déavka-ucinek (Obrazek 6a). Experiment II poskytl jinak strukturované vysledky.
U experimentu s maximalni velikosti aglomeratd 200 nm (Obrazek 6b) byly ziskany obdobné
vysledky jako v pripadé experimentu I, avSak s mirné nizSi mortalitou embryi (30-50 %).
Naproti tomu, v experimentu s maximalni velikosti aglomerati 400 nm jiz byl pozorovan
vztah davka ucinek (statisticky vyznamné rozdily mezi tfemi testovanymi koncentracemi,
Mann-Whitney test p < 0,05, Obrazek 6¢). Nejvyssi testovand koncentrace (50 pM Ag) vedla
k 90-100% mortalité (poprvé pozorovano po 120 h experimentu). VySsi toxicita pro embrya a
plidky byla zpisobena vy$$imi koncentracemi aglomerati Ag-NPs ve vodnim sloupci
v porovnani s experimentem I. Kontinudlni pfitomnost aglomeratd (zajisténd periodickou
vyménou média) byla pro embrya a pludky nejtoxictejsi, zatimco stejna koncentrace (50 uM)
Ag-NPs bez vymény média vedla k rychlé sedimentaci aglomerati na dno testovacich nadob
a niz8i toxicité (porovnani efektu pri koncentraci 25 a 50 uM Ag-NPs na Obrazku 6a, c).

Vv s

Nizsi mortalita C. carpio po 144 h v experimentu s maximalni velikosti aglomeratti 200 nm,
byla zfejmé vysledkem niz$i miry sedimentace aglomerdti na embrya, nez tomu bylo
v piipadé aglomerati s maximalni velikosti 400 nm. Sorpce aglomerati na chorionu embryi{
mohla dramaticky zvysit koncentraci stfibra na biologickém povrchu a vést k mechanickému
i chemickému narugeni biologickych funkci. Cistice primérniho koloidu (mnoZstvi téchto
Castic naopak vySsi v experimentu s maximalni velikosti aglomerati 200 nm) rozptylené

ve vodnim sloupci, pak ovliviiovaly zejména pludek po vykuleni embryi (pfiblizné 3 den

expozice).
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Obrazek 6 Preziti embryi: a) experiment 1, b) experiment 2 s maximalni velikosti aglomerati
200 nm c) experiment 2 s maximalni velikosti aglomeratia 400 nm. *** Statisticky vyznamné

rozdily mezi testovanymi koncentracemi 10 vs. 25 vs. 50 uM Ag (Mann-Whitney test, p < 0,05)

Specificky uc¢inek Castic riznych velikosti byl zjistén i pfi analyze mikroskopickych snimki
jednotlivych embryi a plidka. Obrazek 7 ukazuje kromé vyvojovych vad (b) také zjevnou
sorpci vétSich aglomeratl stifbra na chorionu embryi (c). V praci autorti Chen a kol.*! byla
zjiSténa vyznamné vySSi bioakumulace Zeleza v rybach (Medaka japonskd) vystavenych
aglomerovanym casticim Fe;O,. Naopak niZsi bioakumulace Zeleza byla zaznamendna u ryb
vystavenych stabilnimu koloidu elementarniho Zeleza. Podobné, v dalsi praci bylo zji$téno,
Ze embrya Danio rerio vystavend aglomeratim nanocdstic oxidu Zeleza vykazovala vyssi
mortalitu a vyS§i miru vyskytu morfologickych malformaci v porovnéni se stabilizovanymi

casticemi®?,
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Obrazek 7 Priklad vlivu Ag-NPs na vyvoj embryi kapra po 144hodinovém experimentu. a)
pludek z kontrolni skupiny, b) pludek se zjevnym zakrivenim patere a perikardidlnim edémem

(5uM Ag, 200 nm), ¢c) embryo s chorionem obalenym aglomeraty Ag-NPs (25uM Ag, 400 nm)

Uvedend data demonstruji, jak aglomerace ovliviiuje vysledky testil ekotoxicity provadénych
v akvatickém médiu. Podminky testu (staticky, semistaticky), chemismus kapalnych médii,
zejména koncentrace a valence pritomnych iontl, ale i samotnd koncentrace testovanych
¢astic ovliviiuji rychlost a miru aglomerace. Jednotlivé velikostni frakce maji odliSné
vlastnosti a odliSné ucinky na testovaci organismus. Charakterizace aglomeracniho stavu NPs
v kapalnych médiich je nezbytnd pii interpretaci vysledkd, jelikoz je patrné, Ze ke zménam
dochazi jiz pri piidavku castic do média a jiZz po velmi kratké dobé miZe dojit
k dplnému odstranéni NPs z vodniho sloupce sedimentaci vzniklych aglomerati. Vyznam
monitorovani aglomerace béhem experimentd byl opakované zdlirazinovan i v jinych studiich.
Napiiklad ve studii Auffan a kol33, ve které byla testovdna toxicita nanocdstic CeO,
pro Daphnia pulex, autofi zjistili, Ze skutecna doba expozice ve vodé byla pouhé 2 hodiny,
jelikoZz NPs byly odstranény z vodniho sloupce rychlou aglomeraci a sedimentaci.
Aglomerace nanoc¢astic mize ovliviiovat biologickou dostupnost jinych toxikantt, napiiklad
t€zkych kovi®4, ¢i mize jinak modifikovat podminky testu. Prace autori Campos a kol.*
prokazala rychlou depleci potravy z akvatického média zplisobenou heteroagregaci TiO,-NPs
s fasou Chlorella vulgaris, coz vyustilo ve sniZeni rustu, reprodukce a zhorSeni kondice

Daphnia magna.

Stabilita ¢astic v médiu tedy siln€ ovliviiuje vyslednou toxicitu NPs v daném systému. OECD
obecné doporucuje, aby koncentrace NPs v médiu béhem experimentu odpovidala +20 %
teoretické koncentrace. Pfi testovani nestabilizovanych castic (preferovdno v metodikdch
OECD) a casto 1 stabilizovanych castic, v kapalnych médiich o vysoké iontové sile, je ale

téméf nemozné udrZet v systému primarni castice bez jejich aglomerace s néslednou
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sedimentaci. Pouze v nékolika studiich byla ovéfovana stabilita NPs v médiich relevantnich
pro regulacni testy ekotoxicity”. VySsi stabilitu vykazovaly NPs v az desetkrat zfedénych
médiich (napt. OECD M?7) ¢i v médiich, kde byly chloridy nahrazeny dusi¢nany ¢i sirany®#’.
V praci Cupi a kol.®® doporucuji pred testovinim NPs zjiSténi izoelektrického bodu
v prisluSnych expozi¢nich médiich, aby se identifikovaly optimalni parametry jako je pH a
iontovd sila. V literatufe je ddle pro udrZeni konstantni expozice navrhovano vyuZiti
modifikovanych testovacich systémid zalozenych na cirkulaci média ¢i periodické vyméné
média. Pritokové usporadani vsak neni vhodné pro vSechny testovaci organismy, zejména
pro ty, které jsou citlivé na turbulence, napfiklad pro dafnie”. Modifikace metody OECD 212
spoCivajici v nalezeni vhodnéjSitho sloZeni média a vyuZiti matematického modelu
pro vypocet Casu vymény média umoznila efektivni kontrolu aglomeracniho stavu a mozZnost
interpretovat pozorovany ucinek ve vztahu k expozici konkrétni velikosti aglomeratd Céstic.

Vysledky prezentované v této Casti prace se staly soucasti publikace (viz Pfiloha 1):

Oprsal J, Blaha L, Pouzar M, Knotek P, Vicek M a Hrda K: Assessment of silver
nanoparticle toxicity for common carp (Cyprinus carpio) fish embryos using a novel method

controlling the agglomeration in the aquatic media. Environ Sci Pollut Res 2015, 22:19124-
19132.

Miij podil na tvorbé publikace byl zhruba 25 %. Utastnila jsem se charakterizace primarniho
koloidu, spolu s kolegy jsem prakticky provadéla ¢ast Experimentu I a II a podilela jsem se na

tvorbé manuscriptu.
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2.1.3 Experimentalni ¢ast — Popis Kinetiky aglomerace Ag-NPs na zakladé

podobnosti s elektrosorpci thiosiranu sodného

Jednim z nejaktudlnéjSich témat vyzkumu vlivu NPs na Zivotni prostfedi, je studium chovéni
nanocastic. Aglomerace nanocdstic je vyznamnym faktorem ovliviiujicim jejich osud.
Neddvné studie ukazaly, Ze kinetika aglomerace nanocéstic vykazuje urCit€é podobnosti
s elektrosorpénimi procesy. Ve vétSiné praci je aglomeracni chovani nanocastic v koloidech
popisovano jako kinetika prvniho fadu. Tento jednoduchy model aplikovany ve velkém
rozsahu koncentraci vSak poskytuje pouze prfiblizné hodnoty pfisluSnych kinetickych
parametrii. Proto se pri studiu aglomerace nanocastic pozornost zaméfila na poznatky tykajici
se procest adsorpce/elektrosorpce. Znalost pribéhu aglomera¢niho chovani v expozi¢nich
médiich, tedy pocateCni stav a ndsledné Casové zavislé zmény velikosti NPs, l1ze studovat
pomoci fyzikalné-chemickych metod. Experimentdlni sledovani parametri Kkinetiky
aglomerace byva pomérné naroéné. Popis kinetiky aglomerace NPs s vyuzitim vztahi
pivodné uréenych k popisu jinych procesti (adsorpce, elektrosorpce) pak umoZiuje
odhadnout klicové parametry koloidniho roztoku nanocédstic napf. vychozi velikost,
prumérnou stfedni velikost anebo maximalni velikost aglomeratli méné naroénym postupem.
Tato Cast prace se tedy zabyva popisem kinetiky aglomerace nanocastic stiibra, zaloZzeném
na CasteCné podobnosti s elektrosorpénimi procesy. Podobnosti obou procest byly ovéreny

na pfipadu aglomerace nanocdstic stiibra a elektrosorpce thiosiranu sodného.

2.1.3.1 Materialy a metody

Adsorpc¢ni data thiosiranu sodného pfi konstantnim potencidlu E = -0,1 V (oproti referencni
nasycené kalomelové elektrodé, SCE) byla ziskdna pomoci elektrokapilarnich méreni a
laboratorni aparatury pro méfeni technikou doby kapky s fizenou akumulaci. Technika ndm
umoznila ziskat data o zdvislosti povrchového napéti y na potencidlu E pri riznych
koncentracich thiosiranu sodného. Roztok byl béhem rtstu kapek michdn, aby se zajistilo
dosazeni adsorpéni rovnovdhy. 10 s pred odkédpnutim kapky bylo michani zastaveno.
Reprodukovatelnost metody byla lepSi nez +0,3 mN m. Elektrokapilarni méfeni byla
kalibrovdna s vyuzitim predpokladu, Ze elektrokapilarni maximum pii teploté¢ 20 °C
v zédkladnim elektrolytu bylo y = 426 mN m"'. Experimentdlni usporaddani zahrnovalo

po&italové fizeny voltametricky analyzator PC-ETP (Eco-Trend Plus Co., Ceskd republika),
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pracovni vfetenovou rtutovou kapajici elektrodou a referentni nasycenou kalomelovou

elektrodou s dobou kapky 70 s a digitalni ¢ita¢ odkapéavani.

Pro studium aglomera¢niho chovani nanocastic stiibra byl vyuZit primarni koloid
o koncentraci 1 mM pripraveny modifikovanym Tollensovym procesem, tedy chemickou
redukci dusi¢nanu stiibrného (AgNO;) glukézou (C¢H,Os), ktery je podrobné popsan
v kapitole 2. 1. 1. 1 Priprava a charakterizace Ag-NPs. Studovany roztok Ag-NPs
o koncentraci 10 pmol I'! byl pfipraven fedénim zdsobniho roztoku kapalnym Zivnym médiem
M?203, jehoz slozeni, vCetné koncentraci jednotlivych slozek, je uvedeno na Obrizku 4
(viz kapitola 2. 1. 1. 2 Expozi¢ni médium a testovaci organismus). Hodnota pH disperze byla
6.8. Koncentrace stfibra byla ovéfena pomoci metody ICP-OES (pfistroj IntegraXL2, GBC,
Australie). Hydrodynamicky prumér (Dy) syntetizovanych Ag-NPs byl méfen pomoci metody
DLS na pfistroji ZetaPALS Potential Analyzer (Brookhaven Instruments Corp., USA).

Anionty thiosiranu byly priddny ve formé jejich sodné soli Na,S,O; (p.a., Sigma-Aldrich).
Zasobni roztoky byly pfipraveny z dvakrat destilované a byly skladovany pii laboratorni

teploté. Pracovni roztoky byly pfipraveny denné, fedénim zasobnich roztok.

2.1.4 Vysledkova cast — Popis kinetiky aglomerace Ag-NPs na zakladé

podobnosti s elektrosorpci thiosiranu sodného

Na zaklad¢ diive zjiSténych poznatkd tykajicich se podminek stanoveni iontli thiosiranu
sodného pomoci adsorpénich voltametrickych technik bylo pfedpokldddno, Ze na rtutové
polarizované elektrodé pfi potencidlu okolo -0,1 V (SCE) dochézi ke specifickym interakcim
mezi thiosiranem a povrchem elektrody vedouci ke vzniku Hg,(S,0;). Vysledky ukézaly
pritomnost silnych interakci mezi ¢asticemi v adsorbované vrstvé Hg,(S,0;). Pfi konstantnim
potencialu E = -0,1 V (SCE), byla pfi pouziti vySe uvedené elektrokapilarni techniky ziskana

zavislost povrchového napéti na logaritmu koncentrace thiosiranovych anionti.
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Obrazek 8 (a) Priklad priabéhu zavislosti povrchového napéti 7" na koncentraci ¢ pro adsorpci

S,0:* a (b) zavislosti Dy na t pro aglomeraci 10 uM Ag-NPs

Z Rovnice (2) byla vypoctena a vynesena (Obrazek 8a) odpovidajici adsorpéni izoterma

thiosiranu sodného, tj. zavislot povrchové koncentrace /™ na objemové koncentraci c.

dy = —qdE — Tdy, and T = —(dy/dw)s 2)
Kde y, g, E, I"a i jsou povrchové napéti, hustota povrchového nédboje, potencial, koncentrace
adsorbatu a chemicky potencidl. Se vzristajici koncentraci ¢ se koncentrace adsorbatu
priblizila k maximalni (limitni) hodnoté 7;,,,. To umoZnilo urcit zdvislost relativniho pokryti
povrchu adsorbentu 6 =I"/I'mac na koncentraci c¢. Na zédkladé t€chto poznatkii by tato

zavislost mohla byt vyjadfena (nebo fitovana) matematicky napiiklad modelovym vztahem:
9 .
—exp(=2i4:6') =B, 3)
kde A;,i a fpredstavuji koeficienty, stupenl polynomu a koeficient interakce (adsorpce).
Rovnice (3) reprezentuje specidlni pripad obecnéjsi podoby Rovnice (4):

fexplf(Y)] = kx or f(X,Y), C))

kterd v obecném piipadé zahrnuje funkce (relativnich) veliin definovanych jako nezavislé

(X) a zavislé (Y) promé&nné ndsledujicim zptisobem:
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X—Xg

X =

X _
or(x—xo)orx—; y =22 or X
m

Xm—Xo Ym—Yo Ym

kde x, y, X, Y oznaCuji obecné nebo relativni veli€iny a x,, Yo, X», y» parametry.
Zlogaritmovani a dprava Rovnice (3) vyustila v Rovnici (5):

0 —
(1-8)c

Z=1In noA0=A)+ A0 +A,6%+ - 5)

V pripad¢ thiosiranu byla studovana zdvislosti Z na € pfi riznych odhadovanych hodnotach
I .. Zavislost byla proloZzena kvadratickym polynomem. Optimalni proloZeni (s nejvySsi

hodnotou korela¢niho koeficientu) bylo zjiSténo pfi hodnoté 7 ,.x= 2,07.10° mol m™.

Pro elektrosorpci thiosiranu sodného lze predpokladat, Ze pocatek adsorpce latky je
ndsledovan zvysSenim relativniho pokryti povrchu adsorbentu & se zvySujici se koncentraci ¢
nebo s Casem t. V blizkosti ¢ = 0 nebo r = 0 muZe proloZzeni zavislosti pokryti povrchu
na koncentraci nebo na ¢ase (zejména pii malych a stfednich hodnotich ¢ nebo ?) odhalit, zda
a do jaké miry doslo k uvedenym pocate¢nim adsorpénim procesim a jak pokracuje dalsi

proces adsorpce.

Za predpokladu podobnosti pribéhu procesti adsorpce a aglomerace nanocastic, zalozené
na skuteCnosti, Ze rust relativni velikosti ¢astic D/D,,, jejich relativnich objemu V/V,, atd.,
dosahuje za danych podminek jejich mezni hodnoty (schematicky zndzornéno na Obrazku
8b), lze rovnice pouzité v piipadé thiosiranu také pouZzit pro popis tvorby a rdstu nano a
mikroaglomeratd a odhad parametri D, a D=D(t). Rovnice (6), ktera je obdobou Rovnice (5)
(kde Y znacilo v pripad€ adsorpce relativni pokryti povrchu adsorbentu a v pripadé Ag-NPs
relativni zménu priméru Castice mezi pocatecnim primérem D, a limitnim primérem D,,)
umoznila odhadnout parametr Dy, a Dm u studovaného koloidu (10 pM Ag-NPs) stejnym

postupem, ktery byl pouzit v piipadé€ thiosiranu pro odhad 7 ;,.:

_ Y _vyn avyi
Z=lngt = ShoAYY,

6
Y=AAD—Dm;AD=D—DO;ADm=Dm—DO;x=torAt ©)

Tedy byla vynesena zavislost Z na Y pfi riznych odhadovanych hodnotach D, (20, 30, 40, 50,
a60 nm) a optimdlni proloZeni bylo zjiSténo pii hodnoté¢ D, = 50 nm. Tato hodnota

odpovidala velikosti namérené experimentalné. Obdobné, odhadnuta hodnota D,, byla 400 nm.

42



Srovnani pozorovaného, ¢asové zavislého ristu nanocastic stiibra v roztoku s diskutovanou
adsorpci thiosiranu sodného na konstantnim potencidlu -0,1 V (vs. SCE) na polarizované
rtutové elektrodé naznacilo ¢dstenou modelovou analogii mezi obéma procesy. Studie
ukdzala, Ze vztahy a izotermy navrZené pro adsorpci umoZziuji do jisté miry popis kinetiky
aglomerace nanocastic. Tento predpoklad byl potvrzen na zakladé matematicky odhadnutych
hodnot, jez odpovidaly hodnotdm zjiSténym experimentdlné. Vysledky prezentované v této

casti prace se staly soucasti publikace (viz Pfiloha 2):

Novotny L, Kabutey A a Hrda K: Tentative assessment of the agglomeration kinetics of
waste nanopraticles based on its partial similarity to the electrosorption processes. Waste

Forum 2018, (2):124-131.

Mij podil na tvorbé publikace byl zhruba 20 %, provadéla jsem charakterizaci primarniho
koloidu a studium aglomerace nanocastic pomoci DLS a ucCastnila jsem se na tvorbé

manuscriptu.
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2.2 Plnéni dilc¢iho cile 2 — Optimalizace metody testovani terestrické

toxicity NPs

Druhym dil¢im cilem predlozené disertacni prace byl vyvoj metody testovani ekotoxicity NPs
na pudnich organismech. PInéni cile spocivalo zejména v optimalizaci pripravy a
charakterizace expozi¢niho média. Vlastnosti expozi¢niho média, mély umozZnit potlacit
dynamické procesy, které probihaji po pridavku tetovanych NPs i béhem samotného
experimentu a které ovliviiuji reprodukovatelnost testi. Navrzeny postup mél téZ umoznit

homogennéjsi dispergaci ¢astic v médiu a jednodussi charakterizace dispergovanych ¢éstic.

2.2.1 Experimentalni ¢ast — Testy toxicity ZnO-NPs v agarovém médiu

I v terestrickém prostfedi je aglomerace nanocéstic Castym jevem. Nehomogenni rozptyleni
testovaného materidlu v expoziénim médiu v kombinaci s tnikovym chovanim typickym
pro nékteré pidni organismy vedou dale k nereprodukovatelnym vysledkim provadénych
testi. Také charakterizace nanoCdstic rozptylenych v pidni matrici je velice obtiZznym
tkolem. Kvili vyse uvedenym skutecnostem se tato Cast prace zabyva ovéfenim pouzitelnosti
agaru jako expozi¢niho média pfitestech akutni terestrické toxicity. V ptdach je Casto
pozorovana az fadové niZsi toxicita stejného materidlu, nez je tomu ve vodnim prostiedi.
Z tohoto divodu nebylo mozné pfi vyuziti nami ptipravenych koloidd nanocastic stiibra
v agaru zajistit testovani toxikologicky vyznamné koncentrace. Proto byly pro dalsi praci
v agarovém expozicnim médiu vybrany nanocastice oxidu zine¢natého (ZnO-NPs) v praskové
formé, které diky Sirokému spektru aplikaci predstavuji dalSi vyznamny kontaminant
zivotniho prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze vétSina studii naznaCuje, Ze toxicita ZnO-NPs je
spjata spiSe s uvolnénymi ionty, nez s i¢inkem samotnych nanocéstic, byla testovana také
toxicita rozpustného chloridu zine¢natého. Jako testovaci organismus byly zvoleny roupice
Enchytraeus crypticus. Roupice E. crypticus jsou ekologicky relevantni pidni organismus
navrhovany jako alternativa za E. albidus v testech toxicity s roupicemi®*. Hlavnimi
vyhodami tohoto organismu jsou rychld generacni doba, vysoka natalita a snadna kultivace

na agaru.
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2.2.1.1 Chemikalie a testovaci organismus

Nanoéastice ZnO-NPs o ¢istoté 99,5 % (Bochemie Group, Bohumin, Ceské republika) mély
vyrobcem deklarovanou velikost v rozmezi 5—-50 nm a primémou velikost 10 nm. Castice
byly sférické s hexagonalni krystalickou strukturou (zinkit). Jako dispergaéni a stabilizacni
¢inidlo byl pouzit pyrofosfore¢nan sodny dekahydrat (NasP,0O7.10H2O, cistota > 99 %,
Sigma-Aldrich, USA). Kultivaéni médium bylo pfipraveno z Bacto-Agaru (BD, USA)
destilované vody a soli (NaHCO3, KCI, MgS0Os4, Lach-ner, Ceska republika a CaCl,, PENTA,
Ceska republika). Chov testovaciho organismu byl realizovan v plastovych Petriho miskach
s ventilaci umisténych ve tmé, v termoboxu, pfi teploté (20 + 2) °C. Roupice byly krmeny
dvakrat tydné¢ jemné namletymi ovesnymi vlo¢kami. Do test byly pouzity roupice

s viditelnym opaskem s vajicky.

Lens: ZS200:X200:

Obrazek 9 Roupice Enchytraeus crypticus

2.2.1.2 Experimentalni design

Roupice byly v akutnim testu toxicity exponovany po dobu 96 hodin, ve tmé, pii teplote
(20+2) °C. Do kazdé testovaci nadoby bylo ptfevedeno 10 roupic. Kazda testovana
koncentrace a kontrolni skupina byly pfipraveny ve tfech opakovanich. Testovani toxicity
probihalo v plastovych Petriho miskach s ventilaci, naplnénych 2% agarem. Sledovanym
end-pointem testu byla procentualni umrtnost testovacich organismli ve srovnani s kontrolni

skupinou. Roupice, které nereagovaly na mechanickou stimulaci, byly povazovany za mrtvé.
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2.2.1.3 Priprava expozi¢niho média pro testy toxicity ZnCl,

K piipravé agaru byla pouzita pouze destilovana voda, Bacto-Agar a roztok ZnCl. Vznikla
smés byla na magnetickych michadlech zahtata na teplotu (85 + 5) °C a udrzovana pfi této
teploté¢ po dobu jedné hodiny. Nejprve byly testovany koncentrace 0; 83,7; 167,5; 334,9;
837,3 a 1 674,6 mg ZnCl, kg! agaru (mokra hmotnost). Tyto koncentrace byly zvoleny proto,
aby mnozstvi zinku v testovacich nddobach odpovidalo mnozstvi zinku v néslednych testech
s ZnO-NPs (0, 50, 100, 200, 500 a 1 000 mg ZnO-NPs kg'! agaru). Horky agar byl poté rozlit
do Petriho misek i na jeho vicka, coz mélo zabranit tiniku roupic na vi¢ka Petriho misek a
naslednému podhodnoceni expozice. Po zchladnuti byly do agaru vytvofeny vrypy, které
mély usnadnit zavrtavani roupic do celého objemu expozi¢niho média. Koncentrace zinku
byla ovétovana pomoci metody ICP-OES (Integra XL, GBC, Australie). Vzorky na analyzu
agaru byly odebirany z riznych hloubek a mist (miska i vicko) z kazdé¢ testované koncentrace.
Relativni smérodatna odchylka koncentrace zinku nebyla vyssi nez +£3 %. Po predbézném
testu, kde byla zjisténa 100% mortalita pfi koncentraci 100 mg Zn kg! agaru, byly dale
testovany koncentrace 0, 2, 4, 6, 10, 20, 40 a 60 mg Zn kg™! agaru. Kvili moznému piispévku
chloridu k toxicité zinku, byl proveden také test s NaCl. V tomto experimentu byly testovany
koncentrace 43,6; 87,1; 174; 436 a 871 mg CI" kg'! agaru, jelikoz odpovidaly koncentracim

chloridu v pfedbézném experimentu s ZnCls.

2.2.1.4 Priprava expozi¢niho média pro testy toxicity ZnO-NPs

V pifipad¢é experimentu s nanoc¢asticemi byly vyuzity dva zpisoby vnaseni NPs do agaru.
K tomuto rozhodnuti vedl fakt, Ze volba metody vnaseni miize zdsadnim zptsobem ovlivnit
vyslednou formu NPs v expozi¢nim médiu a soucasné také toxicitu. Prvni postup byl zalozen
na kryogennnim mleti suchého agaru s praskovymi ZnO-NPs v kryogennim mlynu
(6970EFM Freezer/Mill, SPEX SamplePrep). Mletim byly pfipraveny koncentrace 0, 50, 100,
200, 500 a 1000 mg ZnO-NPs kg'! agaru. Kazda testovana koncentrace byla pfipravena
zvlast. Podminky mleti byly nasledujici: doba pfedchlazeni 10 min, délka mleciho cyklu
1 min, chlazeni mezi cykly 1 min, pocet cykla 3, frekvence impaktoru 12 Hz. Vznikla smés
byla nasledné smisena s destilovanou vodou a zahtata na teplotu (85 +5) °C a udrZzovana

pfti této teploté po dobu jedné hodiny. Poté byl postup stejny jako v piredchozim ptipadé.
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Druhy postup vnaSeni spocival v ptipravé vodné disperze ZnO-NPs. Experimentaln¢ bylo
zjisténo, ze nejlepsi velikostni distribuce je dosaZzeno po 45 minutidch v ultrazvukové lazni
(Bandelin Sonorex) v pfitomnosti 0,02% Na;P,07.10H>O. Dispergacni ¢inidlo bylo pfidano
i do agaru kontrolni skupiny. Agar byl na magnetickych michadlech zahtat na (85 +5) °C.
Po 45 minutach od dosazeni 85 °C byla zbyvajicich 15 minut do agaru po kapkach ptidavana
disperze nanocastic. Poté byl postup opét stejny jako v piipad€ ptipravy expozi¢niho média

pro testy toxicity ZnClo.

2.2.1.5 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech a v expozi¢nim médiu

K charakterizaci disperze ZnO-NPs byla pouzita metoda DLS (Zetasizer Nano ZS, Malvern).
Za ucelem zjisténi vlivu stabilizace na mnozstvi uvolnénych zine¢natych kationtl byly
piipraveny disperze stabilizovanych a nestabilizovanych NPs (~ 50-1 000 mg ZnO kg’!
agaru). Mnozstvi Zn>" iontli bylo ov&fovano 10 minut a 96 hodin po pfipravé disperzi. 20 ml
z kazdé disperze bylo centrifugovano po dobu 120 minut ptfi 11 000 x g a supernatant byl

nasledné analyzovéan pomoci ICP-OES.

Homogenita rozptyleni ¢astic v expozi¢nim médiu byla ovéfovana pomoci metody ICP-OES.
Vzorky na analyzu agaru byly odebirany z riznych hloubek a mist (miska i vicko) z kazdé
testované koncentrace. Vzorky agaru s koncentracemi nano¢astic 50 a 1 000 mg kg™! agaru,
vnaSenymi obéma postupy byly analyzovany pomoci SEM ((SEM; JSM-5500LV, JEOL,
Japonsko) s rentgenovym energiové-disperznim (EDX) mikroanalyzatorem IXRF Systems
(detektor GRESHAM Sirius 10). Vzorky byly pfipraveny rozlitim horkého
agaru s nanocasticemi mezi sklicka, vysuSenim vzorku lyofilizaci pfi teploté¢ mensi nez -50 °C
a tlaku mensim nez 60 Pa po dobu minimalné 6 hodin a nésledn¢ zvysenim vodivosti povrchu
vzorku jeho pozlacenim. Vzorky byly analyzovany za nizkého urychlovaciho napéti 10 kV

pro zvyseni povrchové citlivosti.

2.2.2 Vysledkova cast — Testy toxicity ZnO-NPs v agarovém médiu
2.2.2.1 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech a v expozi¢nim médiu

Hydrodynamické primeéry ¢astic, zjisténé pomoci metody DLS v koloidech (~ 50 a 1 000 mg
ZnO-NPs  kg!' agaru)  stabilizovanych  pyrofosforeCnanem  po  45minutové

sonikaci, byly 164 nm a 240 nm. Mnozstvi zine¢natych kationti v nestabilizovanych
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koloidech (~ 50-1 000 mg ZnO-NPs kg agaru) rostlo srostouci koncentraci ZnO-NPs
v disperzi. Ve vzorcich odebranych po 10 minutach od pfipravy se mnozstvi Zn pohybovalo
vrozmezi 2,2-8,1 mg I'' a po 96 hodinach v rozmezi 2,9-6,8 mg I'!. U stabilizovanych
koloidi bylo zjisténo podstatné vyssi mnozstvi zinku a to 17,7-20,3 mg 1! po 10 minutach a
15,3-19,2 mg I'! po 96 hodinach. Vysledky naznaluji, Ze rozpousténi ZnO-NPs je zavislé

na velikosti ¢astic.

SEM snimky vzorkii agaru s ZnO-NPs (50 a 1 000 mg kg' agaru) vnaSenych kryogennim
mletim jsou uvedeny na Obrazku 10 (a, b) a snimky vzorkll agaru s ZnO-NPs vnasenych
prikapavanim vodné disperze do horkého agaru jsou uvedeny na Obrazku 10 (c, d). Spektra
zEDX analyzy (Obrazek 10e) ukazuji chemické slozeni jednotlivych objekti

identifikovanych v jednotlivych vzorcich.

Prvni postup vnaseni ZnO-NPs do agaru vedl ve vzorcich s 1 000 mg ZnO-NPs kg™ agaru
ke vzniku aglomeratt o velikosti 1-10 pm Na svétlych mistech snimku ze SEM byla EDX
analyzou potvrzena zvySena koncentrace zinku (Obrazek 10e: 1-velké aglomeraty). U téchto
aglomerati je relativni pomér intenzit ¢ar zinku a uhliku véts$i nez 2. Naproti tomu, stejny
pomér v ploSe vzorku a v tzv. bublinich agaru je mensi neZ !/3. Z pfedchoziho je patrné,
ze v tomto piipadé€ jsou nanocastice aglomerovany do riizné¢ velikych shlukt, ale jisté je Cast
dispergovana v agaru. Naproti tomu ve vzorku s koncentraci nano¢astic 50 mg kg'! agaru

nebyly aglomeraty pozorovany az na tirovni rozliSovaci schopnosti pfistroje (100 nm).

Ve vzorku agaru s 1 000 mg ZnO-NPs kg! vnaSenych druhym postupem byly pozorovany
aglomeraty s maximalni velikosti 1 um. Na stejné plose byly zjiStény maximalné dva, zatimco
v predchozim ptipad¢ bylo nalezeno cca 20-30 kust. Lepsi dispergaci naznacuje i zvysené
mnozstvi zinku detekovaného v plose vzorku v porovnani s prvnim postupem vnéseni.
U vzorkli agaru s50 mg ZnO-NPs kg' nebyly pozorovany aglomeraty aZna Girovni
rozliSovaci schopnosti pfistroje a ploSna koncentrace zinku k uhliku byla podobna. Z vyse
uvedeného lze usuzovat, ze druhy postup vnaseni nanocastic do expozi¢niho média vedl

k mensi mife aglomerace a k lepsi dispergaci nanocastic v agaru.

Na zéklad¢ 0daji ziskanych pomoci SEM a DLS bylo konstatovano, Ze vétSina nanocastic
byla piitomna ve formé& aglomerati mensich nez 500 nm v médiu s 1 000 mg ZnO-NPs kg!

agaru a ve form¢& aglomerati mensich nez 200 nm v médiu s 50 mg ZnO-NPs na kg™! agaru.
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1 — velky aglomerat 3 —bublina agaru

2 — maly aglomerat 4 —povrch

Obrazek 10 Objekty pozorované s vyuzitim SEM v agarech s1000 (a, ¢) a 50 (b, d) mg
ZnO-NPs kg' agaru pripravené postupem 1 (a, b) a postupem 2 (¢, d) — ¢) EDX spektra
zkoumanych objektii: velké (1) a malé (2) aglomeraty, bubliny (3) a povrch (4)
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2.2.2.2 Testy toxicity

Kfivky davka-ucinek popisujici akutni toxicitu zine¢natych kationtd pochézejicich z ZnCl, a
z ZnO-NPs vnaSenych obéma postupy, jsou uvedeny na Obrdzku 11. K vyhodnoceni dat byl
vyuzit program OPstat. K prolozeni dat a k vypoctu hodnoty LCso byla pouzita metoda

nelinearni regrese a Boltzmanntiv model:

Y = Ymin + (Ymax = Ymin) /(1 + exp((P1 - x)/P2)) @)

kde y je umrtnost oproti kontrolni skupiné v %, x je In koncentrace Zn, P; inflexni bod (LCso)

a P> smérnice kiivky.
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Obrazek 11 Mortalita roupic E. crypticus exponovanych po 96 h ZnCl, a ZnO-NPs vnasenych
prvnim postupem (ZnO-NPs-Kryo) a druhym postupem (ZnO-NPs-Koloid)

V ptipad¢ testu s rozpustnou soli zinku byla vypocétena hodnota 96h LCso (s odpovidajicim
95% intervalem spolehlivosti) 37,2 (35,5-38,8) mg Zn kg'! agaru. Kvili moznému pfispévku
chloridu k toxicité zinku, byl proveden také test s NaCl. V testu nebyla pozorovana mortalita

v zadné z testovanych koncentraci.
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Co se tyka ZnO-NPs, odlisny postup vnaseni NPs do expozi¢niho média zptisobil naprosto
odli$nou odezvu E. crypticus, V experimentu, kde byly nanoc¢éstice vnaseny prvnim postupem
(Obrazek 11 — ZnO-NPs-Kryo), byla pozorovana mortalita v rozmezi 29-34 %. Umrtnost
roupic se nezvySovala s rostouci koncentraci ZnO-NPs v agaru a data jsou charakteristicka
velkym rozptylem. Tento jev mohl byt disledkem heterogenniho rozlozeni toxické formy
zinku, které bylo potvrzeno SEM analyzou a pozorovanym tnikovym chovanim organismt.
Béhem testi se roupice nachazely na vickach ¢i sténach Petriho misek a pouze
ve velmi malé mife zavrtané v agaru ¢i na jeho povrchu, a to ¢asto bez ohledu na testované
mnozstvi ZnO-NPs v médiu. Analyza mnozstvi uvolnénych zine¢natych kationtd potvrdila,
ze v piipad¢ nestabilizovanych aglomerovanych ¢astic se v systému nachazelo mensi
mnozstvi iontd. Z vySe uvedeného lze ptedpokladat, Ze pozorovana toxicita pro roupice byla

indukovana nehomogenné rozptylenymi neaglomerovanymi nanoc¢asticemi.

Zatimco v agarech pfipravenych prvnim postupem vnaSeni ZnO-NPs bylo pozorovano
unikové chovani, béhem test v agarech pfipravenych druhym postupem, se roupice
nachazely ve vétSiné piipadi zavrtané v agaru, pfipadné¢ na jeho povrchu. Druhy zptsob
vnaSeni vedl k uzsi distribuci velikosti ¢astic s podstatné niz$i stfedni velikosti ¢astic. Tato
skutecnost se projevila v monotéonné se zvysSujicim vztahu mezi koncentraci ZnO-NP a
pozorovanou mortalitou (Obrazek 11 — ZnO-NPs-Koloid), kterd se pohybovala v rozmezi
0-67 %. Koncentrace rozpusténych zine¢natych kationtli v koloidech vykazovaly velmi uzké
distribu¢ni rozmezi v celé oblasti testovanych koncentraci (50—1 000 mg ZnO-NP kg! agaru).
Predpokladame, Ze i v tomto piipad¢ byla pozorovana mortalita disledkem piijmu zejména
malych castic.

V nasi studii volba metody vnaseni nanocéstic do expozi¢niho média dramaticky ovlivnila
vyslednou velikost a ekotoxicitu ZnO-NPs. Naproti tomu, ve studii prezentované autory
Waalewijn-Kool a kol.’!, metoda vnaseni (mokrou a suchou cestou) neovlivnila distribuci
ZnO-NPs v puadé€. Autoti konstatovali, Zze ekotoxicita nanocastic pro chvostosky Folsomia
candida nezavisela na jejich velikosti (piivodni velikosti 30 a 200 nm). Avsak v této studii
byly prezentovany pouze velikosti primarnich ¢astic, nikoliv data tykajici se sekundarni
charakterizace c¢astic v puadé. Homogenitu rozptyleni castic v pudé autofi posuzovali
na zaklad¢ vysledkt stanoveni celkové koncentrace zinku métfené ve vzorcich odebranych
z riznych mist pudy. Informace o redlné velikosti ¢astic v pude tedy chybi. Nase vysledky

ziskané pomoci DLS a SEM umoznily vyhodnoceni distribuce velikosti ¢astic a typu ¢astic
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redln¢ piitomnych v expozicnim médiu. Tato méfeni ukazala klicovou ulohu malych

aglomerati a dobfe dispergovanych nanocastic v celkovém toxickém t€inku ZnO-NPs.

Z naSich vysledki vyplyva, ze toxicita zinku ve form& ZnO-NPs je podstatné nizsi
nez toxicita zinku ve formé rozpustné soli. Tyto vysledky jsou v souladu s jinymi studiemi.
Napiiklad pro chvostoskoky Folsomia candida®® byl v artificidlni pidé zinek ve formé
rozpustné soli toxictéjsi nez ZnO-NPs a v jiné studii byl stejny fenomén pozorovan v testech

s zizalami Eisenia fetida v ptirodni padé’.
Vysledky prezentované v této ¢asti prace se staly soucasti publikace (viz ptiloha 3):

Hrda K, Oprsal J, Pouzar M, Knotek P a Vicek M: Toxicity of zinc oxide nanoparticles to the
annelid Enchytraeus crypticus in agar-based exposure media. Chem pap 2016, 70(11):1512-
1520.

Muj podil na tvorbé publikace byl 70 %, Gi€astnila jsem se planovani designu studie, provedla

jsem experimentalni ¢ast prace a vyhodnoceni dat a u€astnila jsem se na sepsani manuscriptu.
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2.2.3 Experimentalni ¢ast — ICP-OES metoda pro stanoveni Zn ve vzorcich

biomasy E. crypticus a agaru

Jelikoz je vramci ekotoxikologickych studii dtlezité také hodnoceni piijmu polutanti
organismem, v ndvaznosti na predchozi studii bylo zapotrebi vytvofit metodu pro analyzu
prvkl obsaZzenych ve vzorcich tkani roupic E. crypticus a agarového expozi¢niho média.
Kvantitativni analyza prvkd obsaZenych ve tkanich roupic, které jsou Casto vyuZivany
v terestrickych testech toxicity, je komplikovdna nizkou hmotnosti té€chto organisma.
Nejcastéji se obsah polutantu v organismu vztahuje k mokré ¢i suché biomase. S ohledem
na velmi malou hmotnost roupic (typicky méné neZ 1 mg na jednotlivce) a na obsah vody
vyssi nez 80 %, mohou béhem pripravy vzorkl (vdZeni, stanoveni suché hmotnosti) vzniknout
systematické i ndhodné chyby ovliviiujici vysledky analyzy®*+°>. Vzhledem k vySe uvedenym
skuteCnostem si tato Cast prace kladla za cil (i) vytvofit jednoduchy, spolehlivy a rutinné
pouzitelny postup pro separaci organismi Enchytraeus crypticus z testovaciho gelu,
(ii) vyvinout co nejjednodussi zpisob prevodu biomasy E. crypticus a vzorkll agarového
expozi¢niho média do roztoku, (iii) najit vhodnou, spolehlivou a nendkladnou analytickou

metodu a (iv) nakonec metodu ovéfit v redlnych laboratornich testech.

2.2.3.1 Priprava vzorku

Vzorky pro analyzu obsahu zinku pochazely z ekotoxikologického experimentu, ktery je
detailngji popséan v kapitole 2. 2. 1 Experimentalni ¢ast — Testy toxicity ZnO-NPs v agarovém
médiu. Pro ovéfeni metody byl proveden experiment v agarovém expoziénim médiu,
ve kterém byly roupice vystaveny po dobu 96 hodin zinku, pochazejictho z rozpustného
chloridu zine¢natého (PENTA, Cesk4 republika) a z nanocéastic oxidu zine¢natého (Bochemie
Group, Cesk4 republika). V tomto experimentu byly roupice (vZdy 20 jedincii na testovaci
nadobu) vystaveny obéma formdm zinku o koncentracich 0; 0,1; 0,5; 1; 2,5 a 5 mg Zn kg!
agaru. Testované koncentrace a kontrolni skupina byly pripraveny ve tfech replikdch. Agar

byl piipraven z praskového agaru (Dr.Hoffmann, Ceskd republika), destilované vody a

roztoku ZnCl,/disperze ZnO-NPs.
Priprava vzorkdl roupic byla ndsledujici: Zivé roupice (po 96 hodinich reagovaly
na mechanickou stimulaci) byly opatrné oddéleny od agaru pomoci StéteCku a preneseny

do 25ml kadinky s destilovanou vodou. Nésledné byly prevedeny do dalsi kadinky o objemu
25ml, aby se odstranily pfipadné zbytky agaru. Poté byly umistény na nékolik desitek sekund
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na filtracni papir, aby se jejich téla vysuSila. Nakonec byly pieneseny do pfedem zvazenych
10ml odmérnych banék. Pro rozpusténi vzorki byl pouzit 1 ml 25% roztoku
tetramethylamoniumhydroxidu (TMAH, Sigma-Aldrich, USA). Hmotnost roupic z jedné
testovaci nadoby se pohybovala mezi 5 aZ 15 mg v zavislosti na mortalit€. Soucasné byly také

analyzovény roupice z chovu, pro stanoveni pozadové koncentrace zinku.

Vzorky agaru byly odebirdany z riznych mist vicka i dna testovaci nddoby. Hmotnost jednoho
vzorku byla cca 4,5 g. Vzorek agaru byl prenesen do kadinky o objemu 50 ml a nasledné byly
pfiddny 2 ml 65% HNO; (Lach-ner, Cesk4 republika). Kadinky byly zahifvany aZ na teplotu
cca 80 °C, dokud se vzorek nerozloZzil. Obsah kddinky byl pfenesen do 10ml odmérné barky a
doplInén destilovanou vodou. Pro stanoveni pozadové koncentrace byl analyzovéan také agar
kontrolni skupiny. Také praskovy agar a ovesné vlocky, jimiZ jsou roupice krmeny, byly
analyzovany na obsah zinku. Vzorky byly rozloZeny mikrovlnou mineralizaci (SpeedwaveTM
MWS-2, Némecko) v pritomnosti HNO;. Cca 0,2 g vzorku bylo vloZzeno do nadoby
pro rozklad spolu se 6 ml destilované 65% HNO; a smés byla ponechdna reagovat po dobu
10 minut. Poté byl pouZzit nasledujici tfikrokovy teplotni program: (1) 160 °C, 5 min, 80%
vykonu (maximdlni vykon 1000 W); (2) 200 °C, 10 min, 80% vykonu; a (3) 10 minut bez
zahtivani. Mineralizat byl doplnén na objem 50 ml. Spole¢n¢ s témito vzorky byly pfipraveny
také slepé vzorky. Kromé Zn, byly ve vSech vzorcich sledovany také koncentrace K, P, Ca

aMg.

2.2.3.2 Stanoveni mokré a suché hmotnosti roupic E. crypticus

Koncentrace testovanych prvkii nebo chemikalii se obvykle vztahuje k suché hmotnosti
(DW), mokré hmotnosti (WW) nebo jednomu organismu. Znalost DW je nezbytna
pro vzajemné srovnani vysledki, protoZze rtizny obsah vody v téle mize ovlivnit vysledky
chemické analyzy. Hmotnosti WW 1 DW mohou byt ovlivnény nedokonalym oddélenim
organismu E. crypticus od agaru. Zbytky agaru z ekotoxikologickych experimenti obsahujici
testované chemikalie mohou také vést k ziskani vyssich koncentraci sledovanych analytd.
Pouziti mokré hmotnosti namisto suché v navrhované metodé umoznilo zna¢né zjednoduseni
metody. Odhad stfedni hodnoty a reprodukovatelnosti WW jednotlivych roupic byl zaloZzen
na opakovaném vazeni 100 jedinct E. crypticus z chovu. Obsah suSiny byl zjistén ze tfech

opakovanych vézeni 70 jedinct E. crypticus z chovu.
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2.2.3.2 Analytické pristroje

Me¢éfeni koncentrace Zn byla provadéna za pouZiti metody ICP-OES, na pristroji Integra XL
(GBC, Austrélie) vybaveného koncentrickym sklenénym nebulizdtorem (2 ml min') a 50 ml
sklenénou cyklonovou rozpraSovaci komorou (Glass Expansion, Australie). Optimalizované
pracovni podminky pfistroje byly ndsledujici: vykon 1000 W, vySka pozorovani 6 mm,
prutok plazmového, pomocného a nebuliza¢niho plynu 10, 0,6 a 0,65 1 min’!, on-peak
integracni ¢as 1 s. Emisni ¢ary (v nm) byly: Zn 213 a 856, K 766 a 460, P 213 a 618, Ca 396
a 847 a Mg 285 a 213.

2.2.3.3 Standardni roztoky a certifikovany referen¢ni material

Jednoprvkové standardni roztoky 1,000 +£0,002 g I'' K, P, Zn, Ca a Mg (Analytika®, Ceska
republika) byly pouZity na pripravu viceprvkovych kalibracnich standardd. Sada péti
kalibra¢nich standardnich roztoki obsahovala koncentrace 0,1; 1; 2; 5; 10 mg I'' K a P, 0,005;
0,05;0,1;0,25; 0,5 mg I'' Zn,0,05;0,5; 1; 2,5; Smg 11 Caa 0,02;0,2; 04; 1; 2 mg 1! Mg.

Pro validaci navrhované metody byly pouZity certifikované referenéni materidly BCR 185R
hovézi jatra IRMM, Belgie) a EnviroMAT Pitna voda EP-H-2 (SCP Science, Kanada). BCR
185R hovézi jatra byla rozlozena pomoci TMAH stejné jako mokra biomasa E. crypticus:
k 0,1 g vzorku bylo pfiddno 5 ml 25% TMAH a destilovana vodou byla doplnéna odmérna
barikka na kone¢ny objemu 50 ml. Referencni roztok EnviroMAT Pitnd voda EP-H-2 byl

ziedén 1000krét podle doporuceni vyrobce.

2 V2

2.2.4 Vysledkova c¢ast — ICP-OES metoda pro stanoveni Zn ve vzorcich

biomasy E. crypticus a agaru
2.2.4.1 Stanoveni mokré a suché hmotnosti roupic E. crypticus

Z vysledkl opakovanych vazeni provadénych jednou osobou v obdobi dlouhém 6 mésict byla
zjiSténa stredni hodnota WW pro jednu roupici 0,64 mg s variacnim koeficientem (VK) 11%.
Z opakovaného méfeni provadéného Ctyfmi osobami béhem 1 dne byla zjiSténa kratkodoba
sttedni hodnota WW 0,64 mg s VK 16%. F-test prokdzal homogenitu rozptylu obou datovych
sad (p hodnota 0,6203). Nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v jednotlivych
hodnotich WW (t test, p hodnota 0,9805). Stfedni hodnota WW pro jeden organismus

E. crypticus se zda byt uspokojivé reprodukovatelna. Odrazi tak skutecCnou télesnou hmotnost
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E.crypticus, bez zjevného prispévku zbytkG  agaru. Stfedni hodnota WW
odpovidd orientacnim hodnotdim OECD (OECD 2010)**. Mokrd hmotnost prezivSich
organismui (10-20 Cervl) z jednoho testu se pohybovala mezi 5 a 15 mg v zavislosti

na mortalite.

Obsah suSiny, zjistény ze tfech opakovanych vazeni 70 jedinct E. crypticus, byl 17,3%
(VK 9,1%), coz odpovida datim ve smérnici OECD 2010%. Ve vétsin¢ publikaci, kde jsou
sledovany analyty béZzné vztahované k DW, hodnoty DW obvykle chybi, protoZe autofi

pouZili lyofilizaci vzorku, a ne kalkulaci DW provedenou na zdklad€ vaZeni pred a po suSeni.

Kromé obsahu zinku byly ve vzorcich E. crypticus analyzovany véapnik, hot¢ik, draslik a
fosfor. Tyto prvky byly pfitomny vrfadové vysSich koncentracich nez zinek. Variacni
koeficient stanoveni jednotlivych prvkd byl 1,7% pro hoicik, 9,5% pro fosfor, 11%
pro draslik, 16% pro vdpnik a 18% pro zinek. Napfiklad Cedergreen a kol.> pro tyto prvky
stanovované v biomase uvedli VK 20-33%. Autori také doporucili sledovani obsahu hot¢iku

v biomase jako indikatoru mnozstvi biomasy.

2.2.4.2 Validace a kontrola kvality metody ICP-OES

Mez detekce (LOD) pro stanoveni Zn v rozpuSténé biomase E. crypticus méla hodnotu
0,90 ug Zn I''. Pii pfepoctu na mokrou hmotnost tkané roupice by pak byla hodnota LOD
14 mg Zn kg'. Pro stanoveni Zn v agaru byla hodnota LOD 0,0018 pg Zn 1! a pro stanoveni
Zn v mineralizdtech praSkového agaru a ovesnych vlo¢ek méla LOD hodnotu 0,23 ug Zn 1.
Validace celého analytickéh procesu vcetné kompletniho postupu piipravy vzorki byla
provedena pomoci ureni vytéZnosti analytu pfi méfeni certifikovanych referencnich
materiald (CRM) BCR 185R hovézi jatra a EnviroMAT Pitnd voda EP-H-2. V jatrech je
certifikovano 138,6 £2,1 mg Zn kg'. Bylo nalezeno 136,1 + 9,3 mg Zn kg'!' (n = 5, digesce
v TMAH stejnym postupem jako u vzorkil E. crypticus). Rozsitend nejistota VK se rovnala
dvojndsobku smérodatné odchylky, méla hodnotu 3.4%. VytéZnost zinku byla 97,7 %.
V CRM pitné vodé EnviroMAT EP-H-2 byl deklarovan obsah zinku 42,5 +15,5 pg 1.
Nalezend hodnota byla 394 +14 pg I'', VK 2,0% a vytéznost 92,7% (n = 5, fedéni vodou
podle doporuceni vyrobce). Dlouhodobd stabilita analytického procesu byla hodnocena
s vyuzitim kontrolnich standardnich roztoku zinku (0,05; 0,25; 0,5 mg 1), které byly méfeny
ve fazi validace a v kazdém analytickém cyklu. Dlouhodobd vytéZnost béhem 6 mésict byla

97,6-99.8 % s VK 0,80% az 2,1%.
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2.2.4.3 Pozadova koncentrace zinku

Zjisténé pozadové koncentrace byly (primér +smérodatnd odchylka, v mg kg'): pod 0,70
v praSkovém agaru, 0,06 0,01 v agarovém gelu, 32 +2 v ovesnych vloCkich, 61 4
ve kanich E. crypticus z chovu (vysledky se tykaji mokré biomasy). Primérny obsah Zn
v jedné roupici byl 38 £8 ng (n = 10). Pro srovnéni, Cedergreen a kol** uvadi 82 +23 mg kg
suché hmotnosti. Pokud by byly naSe vysledky prevedeny na suchou hmotnost byly by
koncentrace zinku o fad nizsi. To miZe byt zptisobeno odlisnymi podminkami chovu. V praci
Cedergreen a kol.”> chovaji roupice na pidé LUFA, zatimco roupice pouzité pro tuto studii

jsou chované pouze na agaru.

2.2.4.4 Pouzitelnost metody v ekotoxikologickych testech

Moznost praktického vyuziti navrzené metody byla ovéfena ve studii, ve které byl zjiStovan
pfijem zinku ze ZnO-NPs a ZnCl, (viz Obrazek 12). Byly pfipraveny dvé paralelni sady
agarovych médii (0; 0,1; 0,5; 1; 2,5 a 5 mg Zn kg! agaru). Koncentrace zinku v testovaném
organismu a v agaru byly stanoveny metodou ICP-OES. Po odecteni pozadové koncentrace

zinku byly pro obé formy zinku vypocteny bioakumulacéni faktory:

BAF = Cg, v E. crypticus | Cz, v agarovém gelu 3
400
T 300 }
<
§ 200 i ® ZnCl,
3
g: l A ZnO-NPs
=
» 100
£ L] a
e ®
A 44
0 : : : : ‘
0 1 2 3 4 5 6

¢zn V agaru (mg kg!)

Obrazek 12 Obsah zinku pochazejiciho z ZnO-NPs a z ZnCl, v roupicich E. crypticus po 96

hodinové expozici v agarovém expozi¢nim médiu
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Vysledky ukazuji, Ze pfijem organismem E. crypticus je vySS$i, kdyZ je Zn pridan
do expozicntho média ve formé ZnCl,. BAF pro ZnCl, klesl ze 180 pro nejnizsi

YV

testovanou koncentraci (0,1 mg Zn kg' agaru) na 57 pro nejvyssi testovanou koncentraci
(5 mg Zn kg! agaru) a u ZnO-NPs BAF klesl z 65 u nejnizsi testované koncentrace na 23
unejvyssi testované koncentrace. To odpovidd zhruba tiikrat vySSi biodostupnosti

zinecnatého kationtu, pokud je zinek v prostredi ve formé rozpustné soli.

V této studii byl vyvinut rychly a pomérné jednoduchy postup piipravy vzorkl biomasy
E. crypticus a agard z ekotoxikologickych testii k prvkové analyze. Metoda ICP-OES se jevi
jako spolehliva a vhodna, s uspokojivym limitem detekce a prijatelnou opakovatelnosti.
Metoda je snadno proveditelnd, nevyZzadujici specidlni obsluhu, ¢as ani chemikalie. Cely
postup miZe byt snadno rutinné provozovan. Vysledky prezentované v této Casti prace se

staly soucdsti publikace (viz Ptiloha 4):

Patocka J, Krejcova A, Stojarova K, Hrda K a Pouzar M: The ICP-OES method for
determination of zinc in Enchytraeus crypticus and agarose gel from ecotoxicological tests.

Chem Pap 2018, 73(1):159-164.

Mij podil na tvorbé publikace byl zhruba 40 %, Gcastnila jsem se planovani designu studie,
provedla jsem ¢ast experimentdlni prace (expozice roupic a piiprava vzorkl k analyze) a

Ucastnila jsem se na tvorbé manuscriptu.
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2.3 Plnéni dilciho cile 3 — Studium vlivu interakci NPs s ptidnimi slozkami

na ekotoxicitu NPs

Tteti Cast predlozené disertacni prace si kladla za cil otestovat toxicitu nanoc¢astic na roupici
kultivované v agarovém expozi¢nim médiu se zvySenou environmentalni relevanci. Agar byl
modifikovan pridavkem modelovych ptdnich slozek (kaolin, huminové kyseliny, raselina)
zauCelem studia vlivu interakci nanocastic s pudnimi slozkami na chovani a vyslednou

toxicitu nanocastic v expozi¢nim médiu.

s V2

2.3.1 Experimentalni ¢ast — Testy toxicity ZnO-NPs v modifikovaném

agarovém médiu

Studium transformacnich procestt NPs v pudach a popis interakci NPs s anorganickymi a
organickymi pidnimi slozkami by meély byt integralni soucasti studii zabyvajicich se
ekotoxicitou nanomateriald®. Tyto procesy ovliviiuji osud NPs a jsou silné zavislé
na podminkach prostiedi. Podil anorganickych a organickych slozek vyznamné ovliviiuje
biologickou dostupnost NPs v pidé a tim i toxicitu®®. Pro detekci nanoc¢astic v pidé€ a studium
jejich chovani jsou nejcastéji vyuzivany metody frakcionace tokem ve fokusujicich polich
(FFFF), UV spektroskopie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) a kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LCMS/MS)*%73, Metody vSak vyzaduji piipravu vzorku, ktera spociva v extrakci NPs
z pudni matrice a nasledném zakoncentrovani vzorkt. Pfiprava vzorkl pro analyzu je jednim
z hlavnich zdrojt variability dat. Vzhledem k vy$§im trovnim detek¢nich limitl analytickych
metod je obvykle vyzadovan velky pocet extrakénich krokli, coz déale zhorSuje
reprodukovatelnost vysledkt.. Pro studium vlivu konkrétnich ptidnich slozek na osud NPs
bylo pro nas vyhodnéjSi pouziti méné komplexnitho média. Vzhledem k vySe uvedenym
skuteCnostem, se tato Cast prace zabyva testovanim terestrické toxicity nanomateridlu pomoci
nami navrzené a optimalizované metody (viz kapitola 2. 2. 1 Experimentalni ¢ast — Testy
toxicity ZnO-NPs v agarovém médiu). Agar byl modifikovan kaolinem, huminovymi
kyselinami a jejich kombinacemi. Tyto modifikace agaru nim mély umoznit snadno sledovat,
jak pidni slozky interaguji s testovanymi Cdsticemi oxidu zine¢natého, jak tyto interakce
ovliviiuji vysledny stav materidlu a s tim souvisejici zmény v pozorované toxicité. Vzhledem
k tomu, Ze jednim z moZnych mechanismil toxického tc¢inku ZnO-NPs je uvolnovani iontd,

byla paralelné testovéna také toxicita rozpustného chloridu zine¢natého.
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2.3.1.1 Chemikalie, testovaci organismus a experimentalni design

Pouzité nanocastice ZnO-NPs a dispergacni €inidlo byly stejné jako v ptipadé testii v Cistém
agaru (viz kapitola 2. 2. 1. 1 Chemikalie a testovaci organismus). Kultivaéni médium bylo
pfipraveno z agaru (Dr. Hoffmann, Ceské republika), destilované vody a soli (NaHCOs;, KCl,
MgSOs, Lach-ner, Ceska republika a CaCl,, PENTA, Ceska republika). Chov testovaciho
organismu byl realizovan stejné, jak je popsano v kapitole 2. 2. 1. 1 Chemikalie a testovaci
organismus. Experimentdlni design testi se v podstaté¢ shodoval s designem popsanym
v kapitole 2. 2. 1. 2 Experimentalni design. V této studii ale bylo do kazdé testovaci nadoby
pfevedeno 20 roupic namisto 10 a testovani toxicity probihalo v méné koncentrovaném agaru

(1,5% vs. 2%)

2.3.1.2 Priprava expozi¢nich médii

K ptiprave agaru pro testy toxicity ZnCl, byla pouzita destilovand voda, agar, roztok ZnCl; a
pH smési bylo v ptipadé této studie upraveno pomoci fosfatového pufru (LACHEMA, Ceska
republika) vzdy na hodnotu 7. Dalsi postup pfipravy a analyzy agari byl téméf shodny
s postupem popsanym Vv kapitole 2. 2. 1. 3 Pfiprava expozicniho média pro testy toxicity
ZnCly. Rozdily spocivaly ve vyssi teploté zahtivani agaru (95 °C namisto 85 °C) a doba,
po kterou se agary udrzovaly pfi této teploté se zkratila z 60 minut na 30 minut. Koncentrace
pufru ve smési se pohybovala v rozmezi 0,3—10 mM. Testované koncentrace zinku byly 0, 1,
10, 20, 30 a 60 mg kg!' (mokra hmotnost). Toto koncentraéni rozmezi bylo zvoleno proto,
ze v piedchozi praci byla v cistém agaru zjiSt€éna hodnota 96h LCso pro roupice

37,2 mg Zn kg,

Toxicita zinku byla testovana také ve tfech modifikacich agaru, a to v pfitomnosti 1 %
kaolinu (Dr. Hoffmann, Ceska republika), 0,1 % huminovych kyselin pochazejicich
ze zvétralého hnédého uhli zvaného oxyhumolit (Humatex, Ceské republika) a za p¥itomnosti
obou slozek. Padni slozky byly pfidany také do kontrolni skupiny. Pfiprava expozi¢niho
média a experimentalni podminky byly stejné jako v ptipadé¢ Cistého agaru. V experimentech
s kaolinem bylo do agaru navic pfiddno Cervené potravinarské barvivo (0,05 %, Babeta,
Ceska republika), pro zlepseni viditelnosti bilych Gervii v ptivodné bilém prostiedi. V ramci
série predbéznych testl nebyla prokazana toxicita barviva. Testované koncentrace zinku byly
0, 1, 25, 50, 100, 250, 500 a 1 000 mg kg'! agaru. Rozsah testovanych koncentraci byl §irsi

nez v piipadé Cistého agaru, protoze jsme ocekavali, Ze slozky plidy mohou snizit biologickou
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dostupnost zinku. Vzhledem k potencialni toxicité chloridového aniontu byl proveden také
test s NaCl. Priprava expozi¢niho média s NaCl a experimentdlni podminky byly stejné jako
u diive popsané¢ho testu s Cistym agarem. Koncentrace chloridového aniontu v médiu
odpovidala koncentraci chloridového aniontu v testu se ZnCl, (50, 100, 250, 500, 1 000 mg
Zn kg! agaru): 54,2, 108, 271, 542, 1 084 mg Cl kg™! agaru.

Ptiprava ZnO-NPs koloidi (stabilizovanych pyrofosfore¢nanem sodnym) pied jejich aplikaci
do agaru odpovidala postupu popsaném v kapitole 2. 2. 1. 4 Ptiprava expozic¢niho média
pro testy toxicity ZnO-NPs. Smés agaru, destilované vody, pyrofosfore¢nanu sodného a
fosfatového pufru (pH upraveno na hodnotu 7) byla na magnetickych michadlech zahtata
na (95 £ 5) °C. Stabilni a dobfe charakterizované koloidni roztoky byly poté pridavany
do horkého agaru po kapkéch zbyvajicich 15 minut. Dalsi postup a experimentalni podminky
byly stejné jako u diive popsaného testu s ZnCl. I v tomto piipadé byla zjistovana toxicita
ZnO-NPs pro roupice ve tfech modifikacich agaru — 1 % kaolinu, 0,1 % HA a jejich
kombinace. Plidni slozky byly pfidany také do kontrolni skupiny. Testované koncentrace
ZnO-NPs byly 0, 50, 100, 250, 500, 750 a 1 000 mg kg agaru (~ 40, 80, 201, 402, 603
a 804 mg Zn kg'! agaru).

2.3.1.3 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech a v expozi¢nim médiu

Hydrodynamicky pramér koloidd (~ 50-1 000 mg ZnO-NPs kg'! agaru), pfipravenych
za vyuziti kombinace sonikace (45 minut) a dispergacniho ¢inidla (NasP207.10H20) byly
méfeny metodou DLS (Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK). Podminky redispergace

praskovych NPs a jejich stabilizace byly vybrany na zaklad¢ predchozi optimalizace.

Dale byl zjistovan vliv zahfivani na rozpousténi ZnO-NPs. Primarni koloidy byly pfipraveny
ve stejnych koncentracich jako pii ptipravé agarového média (~ 50, 100, 250, 500, 750,
1000 mg ZnO-NPs kg! agaru) ve dvou sériich. Koloidy byly potom umistény
do ultrazvukové 1dzn€ na 45 minut. Jedna série byla potom na magnetickych michackach
zahtata na teplotu (95 + 5) °C a udrzovana pfi této teploté¢ po dobu 15 minut. Obé série byly
nasledné centrifugovany po dobu 2 hodin pii 11 000 x g. Supernatanty vSech vzorka pak byly

analyzovany na obsah zinku pomoci metody ICP-OES.

Homogenita rozptyleni ¢astic v expozicnim médiu byla ovéfovana pomoci metody ICP-OES
(Integra XL, GBC, Australie). Vzorky na analyzu agaru byly odebirdny zriznych

hloubek a mist (miska i vicko) z kazdé testované koncentrace.
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Vzorky agaru s 50 a 1 000 mg ZnO-NPs kg™! piipravené ve viech &tyfech modifikacich (Gisty
agar, s pfidavek kaolinu, s pfidavkem HA, s pfidavkem obou slozek) byly charakterizovany
metodou SEM (JSM-5500LV, JEOL, Japonsko) s rentgenovym energiové-disperznim (EDX)
mikroanalyzatorem IXRF Systems (detektor GRESHAM Sirius 10). Vzorky byly pfipraveny
stejnym postupem, ktery je popsan v kapitole 2. 2. 1. 5 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech

a v expozi¢nim médiu.

2.3.2 Vysledkova cast — Testy toxicity ZnO-NPs v modifikovaném agarovém
médiu
2.3.2.1 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech a v expozi¢nim médiu

Hydrodynamicky primér (Dy) ZnO-NPs ve stabilizovanych koloidnich roztocich
(~ 50-1 000 mg kg!), byl mé&fen za pouziti metody DLS. Mé&feni ukazala relativng tzky
rozsah hydrodynamického priméru vSech koloidd. Primérnd hodnota Dy nanocéstic byla
268 £28 nm. Vysledky ICP-OES analyzy supernatantli potvrdily, Ze zahfivani nema zadny
vliv rozpou$téni. Primérnd koncentrace zinku v supernatantech byla 29,7 +2,7 mg 1!

v ptipadé nezahiatych koloidt a 29,9 +3,7 mg I'! v piipadé zahtatych koloidu.

Pro charakterizaci nanocastic v expozi¢nim médiu byl pouzit SEM s mikroanalyzatorem
EDX. SEM snimky agarovych vzorki s 50 (levy sloupec) a 1 000 mg ZnO-NPs kg! (pravy
sloupec) jsou uvedeny na Obrazku 13. Ve vzorcich cistétho agaru byly pozorovany
tzv. bubliny agaru (na obrazku oznaceny cislem ,,1°). Analyza chemického slozeni ukazala,
ze neobsahuji detekovatelny zinek. Na kompozitu ZnO-NPs-agar byly detekovany aglomeraty
ZnO s riznymi rozméry. U vzorki s 50 mg ZnO-NPs kg! byly objeveny
zejména malé aglomeraty (na obrazku oznaceny Cislem ,,2“, velikost < 1 um) uvzorka
s 1 000 mg ZnO-NPs kg™! pak i mikrometrické aglomeraty (na obrazku oznadeny &islem ,,4,
velikost >1 pum). Analyza plochy vzorkl (na obrazku oznacend ¢islem ,,3°) ukazala, ze ZnO
byl dispergovan po celém objemu agaru. Velmi jasné objekty pozorované na povrchu vzorku

jsou vysledkem topologie povrchu, a ne vzdy se jednalo o aglomeraty ZnO-NPs.

V agaru obsahujicim 1 % kaolinu byly pozorovany objekty, které vykazovaly vzdy vyssi
intenzitu Car kfemiku a hliniku ve srovnani se zinkem. Vysledky EDX analyzy vedly
k zavéru, Ze se nejednd o aglomeraty ZnO, ale o struktury kaolinu. V téchto vzorcich nebyly
objeveny aglomeraty ZnO az do Grovné rozliSovaci schopnosti pfistroje a pomér intenzity car

Zn/C méfeny na rtiznych mistech plochy vzorku byl podobny. V pfitomnosti kaolinu byly
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nanocastice 1épe dispergovany nez v ptipadé Cistého agaru. ZnO-NPs byly detekovatelné vzdy
uvnitf  studovanych struktur kaolinu. Tvorba téchto kompoziti ZnO-kaolin s nejvétsi

pravdépodobnosti zabranila tvorbé vétSich aglomerati ZnO.

Chovani ZnO-NPs bylo zcela odlisné v ptfitomnosti 0,1 % HA. V¢étsi aglomeraty ZnO
(>1 um, oznacené cislem ,,4) byly také pozorovany, avSak v men$im mnozstvi na stejné
plose nez v Cistém agaru. I v tomto ptipadé byl zinek detekovan v celém objemu agaru. Pomér
intenzity Car Zn/C v ploSe vzorku byl vys§i nez v pfipad¢ Cistého agaru, coz naznacuje,

ze veétsi mnozstvi zinku bylo dispergovano v agaru.

Ve vzorcich obsahujicich obé pidni slozky byly pozorované obdobné struktury jako u vzork
obsahujicich kaolin. EDX analyza ukdazala, Ze pozorované struktury byly opét tvofeny
kaolinem a zinek byl detekovan v celém objemu agaru. V tomto piipadé byly v obou vzorcich
nalezeny malé aglomeraty ZnO (oznalené cislem ,,2°). Velikost a pocet nalezenych

aglomerati vSak byly stale nizs§i nez u ¢istého agaru nebo agaru s HA.
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a) Cisty agar + 50 mg ZnO kg™ ; ’ : | b) Cisty agar + 1000 mgZnO kg™

O

g ’e).'Agiar + HA +508ng Z‘nb.l‘('g*’* K45 o - TR f) Agar + HA + 1 000mg ZnO kg‘l

[y »
h) Agar + kaolin + HA + 1.000 mg ZnO kg
o

3O “‘:':

Obrazek 13 SEM snimky vzorkid agard s 50 mg ZnO-NPs kg! (vlevo) a 1 000 mg ZnO-NPs kg!
(vpravo) ve ¢tyrech modifikacich expozi¢niho média na bazi agaru. Priklady pozorovanych
objektl analyzovanych pomoci EDX: (1) bublina agaru (2) maly aglomerat (3) plocha vzorku (4)

velky aglomerat
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2.3.2.2 Testy toxicity

Kfivky davka-ucinek popisujici akutni toxicitu zinku pochézejiciho ze ZnCl; (a) a ZnO-NPs
(b) pro roupice E. crypticus jsou uvedeny na Obrazku 14. Pro tvorbu kiivek davka-ucinek a
pro vypocet hodnot LCso byl pouzit modul nelinearni regrese v softwaru GraphPad Prism 7.
Vypoctené hodnoty 96h LCso (s odpovidajicim 95% intervalem spolehlivosti) jsou uvedeny
v Tabulce 2.

8 g —Cisty

] o :

= 250, 4 Jf & T e Kaolin

*§ : - -

= = = . Kaolin + HA

1030 35 40 45 50 55 1030 35 40 45 50 55 60 65
log ¢z, (ug kg™ agaru) log ¢z, (ug kg agaru)

Obrazek 14 Krivky davka-ucinek popisujici akutni toxicitu zinku pochazejiciho z ZnCl, (a) a

z ZnO-NPs (b) pro roupice E. crypticus ve ¢tyrech raznych expozi¢nich médiich na bazi agaru

Tabulka 2 Hodnoty 96h L.Cs, obou testovanych forem zinku pro roupice E. crypticus ziskané

ve ¢tyrech riuznych expozi¢nich médiich na bazi agaru

96h LCs) (mg Zn kg agaru)
Expozi¢ni médium
ZnCl, ZnO-NPs
Cisty agar 13,2 (12,1-143) 43,5 (23,8-60,1)
Agar s kaolinem 75,4 (65,8-86.5) 111 (73,6-157)
Agar s HA 28,8 (27,7-30,0) 15,8 (3,3-36,9)
Agar s kaolinem a HA 394 (36,7-42,2) 122 (80,1-171)

Toxicita zinku pochazejiciho z ZnCl, byla nejvyssi v Cistém agaru (LCso = 13,2 mg kg!),

niz8i toxicita byla pozorovana v agaru s HA (LCso =28,8 mg kg™!), v agaru s kaolinem a HA

[RA4

(LCso =75,4 mg kg™!). Pro srovnani, v na$i pfedchozi praci (viz Pfiloha 3), kde byl pouzit 2%

agar pfipraveny z Bacto-agaru, byla zjisténa hodnota 96h LCso pro roupice v Cistém agaru
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37,2 (35,5-38,8) mg Zn kg! agaru. Vy$§i toxicita pozorovana v této studii mohla byt
zpiisobena pouzitim agaru od jiného vyrobce a odliSnou koncentraci agaru ve vysledném
médiu. Z vysledku je patrné, ze ptidavek 1 malého mnozstvi padnich slozek vedl ke snizeni
toxicity zinku. Toxicita zinecnatého kationtu je ¢asto nizsi v ptiddch nez v méné komplexnich
médiich ¢iv akvatickém prostiedi. Agarové médium obsahuje polysacharidy (agardza,
agaropectin), které mohou interagovat s ionty zinku a snizovat jejich biologickou dostupnost.
Pida je mnohem komplexnéjsi médium, kde pidni slozky a fyzikalné-chemické
transformacni procesy ovliviiuji toxicitu chemikalii. Napiiklad Phipps a kol.”” studovali
toxicitu kationtu zinku pro Lumbriculus variegatus v ptirodni vode. Hodnota LCso po 10denni

1'98

expozici bylapouze 3 mg 1. Posthuma a kol.”® uvadi hodnotu LCso pro E. crypticus

336 (266-425) mg Zn kg'! modifikované OECD pidy po ¢tyitydenni expozici zinku.

V experimentech s vysokymi koncentracemi ZnCl, (500 a 1000 mg Zn kg' agaru)
provedenych v modifikovanych agarech, kde byly pouzity vétsi objemy pufru, byl pozorovan
efekt pufru na toxicitu zinku. Pfi koncentraci 250 mg Zn kg™ agaru byla pozorovana 100%
mortalita ve vSech tfech modifikacich agaru, ale ve vysSich testovanych koncentracich byly
objeveny preziv$i roupice. ZvySeni koncentrace Zn z 500 na 1000 mg Zn kg' agaru
zpiisobilo sniZzeni mortality ve vSech modifikovanych médiich (mortalita 100% vs. 57%
na agaru s HA; 42% vs. 33% na agaru s kaolinem a 95% vs. 82% v agaru s obéma slozkami).
Umrtnost pozorovana v téchto koncentracich proto nebyla zahrnuta do kfivek davka-uginek a
vypoctit hodnot LCso. Pro ovéfeni predpoklddaného piivodu jevu byl proveden experiment
s riznymi objemy pufru a jednou koncentraci zinku. Testovand koncentrace zinku byla
250 mg kg'! agaru. Testované objemy fosfatového pufru byly 3, 7, 37, 74, 111 a 148 ml I'!
expozi¢niho média. Experiment byl proveden s pfidanim obou slozek (0,1n % HA a 1%
kaolinu) s 20 dospélymi roupicemi na testovaci nddobu. Hodnota pH médii ve vsech

testovacich nadobéch byla 6 +0,2. Vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny na Obrazku 15.
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Obrazek 15 Mortalita E. crypticus exponovanych zinku (250 mg kg') pochazejiciho z ZnCl,

v agarovém médiu s riznym obsahem fosfatového pufru

cvwr

zvySujicim se objemem pufru a pii nejvySs$im testovaném objemu byla mortalita pouze 10%.
Dvé nejvy$si koncentrace zinku (500 a 1 000 mg Zn kg™! agaru) byly také testovany ve vSech
trech modifikacich bez pouziti pufru. Pro vylouceni vlivu pH na pieziti cervli byl proveden
dalsi experiment. Roupice se umistili na 96 hodin do nadob naplnénych agarem o pH 5 a 6.
Umrtnost v pokusech s 500 a 1 000 mg Zn kg! agaru bez pufru byla 100% ve viech tfech
modifikacich. V kontrolnim experimentu na agaru bez Zn s pH 5 a 6 po 96 hodinach bylo
preziti 100%. Co se tyka uc¢inku chloridového aniontu, v experimentu s NaCl po 96 hodinach
expozice nebyla pozorovana mortalita v Zadné z testovanych koncentraci (nejvyssi testovana
koncentrace 1 084 mg Cl kg™! agaru).

Toxicita zinku pochéazejiciho z ZnO-NPs byla nejvyssi v agaru s HA (LCso = 15,8 mg kg™!),
niz§i toxicita byla zjisténa v ¢istém agaru (LCso = 43,5 mg kg'), v agaru s kaolinem
(LCso = 122 mg kg!). Vesrovnani s vysledky ZnCl,, HA dokonce zvysily biologickou
dostupnost a toxicitu zinku. Pfitomnost kaolinu naopak snizila toxicitu zinku pochazejiciho
ze ZnO-NP témér desetkrat ve srovnani s ZnCl, v ¢istém agaru. Pii kombinaci obou ptidnich
slozek se ukazal byt dominantni vliv kaolinu, coz ukazuje témeét srovnatelny tvar kiivek
(Obrazek 15b, agar s kaolinem a agar s obéma slozkami). Owojori a kol.”® také pozorovali
vyznamné rozdilnou mortalitu ziZzal Eisenia fetida, vystavenych koncentraci 1 000 mg Zn kg™!
pudy v pfitomnosti 5 a 40 % kaolinu. Analyza vzorkli pomoci SEM naznacuje, Ze pfitomnost

HA zvysila rozpustnost ZnO-NPs. Tato zjisténi jsou v souladu s dal§imi studiemi, kde byla

67



prokazana schopnost HA zvysit disociaci zinku nebo jinych kovi!%%!%! Pozorovana mortalita
byla tedy zjevné indukovéna dobie dispergovanymi casticemi a uvolnénymi zineCnatymi
kationty. Stejn¢ jako v ptipad¢ ZnCl: je i zde zjevny rozdil mezi Cistym agarem a agarem
s ptidavkem pidnich slozek. Pro srovnani Canas a kol.”® studovali akutni a chronickou
toxicitu ZnO-NPs (40 ~ 100 nm) pro zizaly FEisenia fetida na filtracnim papiru, v pis€itém
médiu a vumélé piadé. Nejvyssi akutni toxicita byla pozorovéna na filtraCnim papiru,
vyznamné nizsi v pis¢itém prostiedi (10% mortalita pii koncentracich 10 a 100 mg kg a
pouze 20% mortalita pfi koncentraci 10 000 mg kg') a v umélé pidé nebyla pozorovana
74dna mortalita zizal. Khare a kol.!? naproti tomu zjistili hodnoty LCso ZnO-NPs (< 25 vs.
<100 nm) pro had’atko Caenorhabditis elegans pouze 0,32 a 2,0 mg I''. V této praci byla
konstatovana zavislost vysledné toxicity na velikosti ¢astic. V obou studiich vSak nebyla
provedena sekundarni charakterizace ZnO-NPs, a je zde uvedena pouze pocatecni velikost.
Z nasSich charakteriza¢nich dat je zfejmé, ze velikost Castic se béhem piipravy experimentu
vyznamné zménila. Vychozi velikost byla v priméru 10 nm, v disperzich mély ¢astice vice
nez 200 nm a v expozi¢nich médiich byly pfitomny aglomeraty, nékteré o velikosti i vice nez
1 um. Z dostupnych informaci je patrny trend, ktery ukazuje, ze s rostouci komplexnosti
systému roste velikost Castic a klesa toxicita. V ptipadé tak rozdilnych velikosti NPs pak hraje

roli i velikost samotného organismu (bakterie vs. zizala).
Vysledky prezentované v této ¢asti prace se staly soucasti publikace (viz Ptiloha 5):

Hrda K, Pouzar M a Knotek P: Study of zinc oxide nanoparticles and zinc chloride toxicity
to annelid Enchytraeus crypticus in modified agar-based media. Environ Sci Pollut Res 2018,

25(23):22702-227009.

Mt podil na tvorbé publikace byl 60 %, Gi€astnila jsem se planovani designu studie, provedla

jsem cast experimentalni prace a vyhodnoceni dat a ucastnila jsem se na tvorbé manuscriptu.
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2.3.3 Experimentalni ¢ast — Vliv huminovych Kyselin na toxicitu ZnO-NPs

v agarovém expozi¢nim médiu

Huminové kyseliny jsou jednim ze tfi druhii piirodni organické hmoty vznikajici v disledku
rozkladu prevdzné rostlinnych zbytkl a vyznamné ovliviiuji biologickou dostupnost
zneCiSt'ujicich latek. Toxicita ENMs v pfitomnosti HA jiz byla pfedmétem nékolika
studif'®1% v nichz autori dospéli k zavéru, Ze fyzikdlné-chemické vlastnosti nanomateridlti a
experimentdlni podminky mohou vyvolat protichidnou biologickou odpovéd. Komplexni
povaha pidy, komplikuje studium interakci ENMs s HA. V této souvislosti je pro studium
vlivu konkrétnich pidnich slozek na osud ENMs vyhodné&jsi pouziti méné¢ komplexniho
média. Kvuli vyse uvedenému je tato Cast prace zaméfena na testovani terestrické toxicity
nanocdstic v nami navrzeném a optimalizovaném expozicnim médiu na bazi agaru.
V experimentech bylo agarové expozi¢ni médium modifikovdno dvéma zdroji huminovych
latek, a to humatem sodnym a raSelinou. Byl studovan vliv HA na vlastnosti a akutni toxicitu

ZnO-NPs pro roupice Enchytraeus crypticus.

2.3.3.1 Chemikalie, testovaci organismus a experimentalni design

Pouzité nanocastice, chemikélie a podminky chovu testovaciho organismu E. crypticus byly
stejné jako v pfipad¢ testti v Cistém agaru (viz kapitola 2. 2. 1. 1 Chemikalie a testovaci
organismus). Agar pochazel od jiného prodejce (Dr. Hoffmann, Ceska republika). V této
studii byly navic pouzity huminové kyseliny (humdat sodny), pochazejici ze zvétralého
hnédého uhli oxyhumolitu (Humatex, Ceska republika) a raselina zakoupena od firmy Agro
CS (Ceska republika), kterd byla pfed pouzitim proseta sitem o velikosti ok 2 mm a poté
vysu$ena. K apravé pH slouzil CaCO;s (Lach-ner, Ceska republika). Experimentalni design
odpovidal popisu designu testi provedenych v modifikovaném agaru (kapitola 2. 3. 1. 1

Chemikalie, testovaci organismus a experimentalni design)

2.3.3.2 Priprava expozi¢niho média

Ptiprava expozi¢niho média pro testy toxicity ZnCl, odpovidala postupu popsaném v kapitole
2. 3. 1. 2 Ptiprava expozi¢nich médii. Toxicita rozpustné formy zinku byla testovana ve tfech
modifikacich expozi¢niho média na bazi agaru — v ¢istém agaru, v agaru modifikovaném

humatem sodnym (SH; 0,1 %) a v agaru modifikovaném raselinou (1 %). Expozi¢ni médium
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bylo pfipraveno smisenim praskového agaru (1,5 %) s pidnimi slozkami a destilovanou
vodou/roztokem ZnClo. Hodnota pH smési byla upravena pomoci CaCOs; vzdy na 7.
Testované koncentrace zinku v istém agaru byly 0, 1, 10, 20, 30 a 60 mg kg!' agaru.
Rozsah testovanych koncentraci v pfitomnosti puidnich slozek byl: 0, 1, 25, 50, 100
a 250 mg kg'! agaru.

Piiprava expozi¢niho média pro testy toxicity ZnO-NPs odpovidala postupu popsaném
v kapitole 2. 3. 1. 2 Ptiprava expozi¢nich médii. Testované koncentrace ZnO-NPs byly 0, 50,
100, 250, 500 a 1 000 mg kg' agaru (~ 0, 40, 80, 201, 402 a 804 mg Zn kg! agaru).
I v piipadé ZnO-NPs byla toxicita testovana v Cistém agaru a v agaru modifikovaném

ptidavkem SH (0,1 %) a raseliny (1 %).

2.3.3.3 Charakterizace ZnO-NPs

Hydrodynamické priméry pfipravenych koloida (~ 50-1 000 mg ZnO-NPs kg™! agaru), byly
meéteny metodou DLS (Zetasizer Nano ZS, Malvern, UK). Homogenita rozptyleni ¢astic
v expozi¢nim médiu byla ovétovana pomoci metody ICP-OES (Integra XL, GBC, Australie).
Vzorky na analyzu agaru byly odebirdny z riznych hloubek a mist (miska i vicko) z kazdé
testované koncentrace. Vzorky agaru s 50 a 1 000 mg ZnO-NPs kg! pfipravené ve vsech
trech modifikacich (Cisty agar, s pfidavkem SH, s ptidavkem raseliny) byly charakterizovany
metodou SEM (JSM-5500LV, JEOL, Japonsko) s rentgenovym energiové-disperznim (EDX)
mikroanalyzatorem IXRF Systems (detektor GRESHAM Sirius 10). Vzorky byly pfipraveny
stejnym postupem, ktery je popsan v kapitole 2. 2. 1. 5 Charakterizace ZnO-NPs v koloidech

a v expozi¢nim médiu.

& &

2.3.4 Vysledkova ¢ast — Vliv huminovych Kkyselin na toxicitu ZnO-NPs

v agarovém expozi¢nim médiu
2.3.4.1 Charakterizace ZnO-NPs

Primérné hodnoty Dy koloidil zjisténé metodou DLS se pohybovaly v rozmezi 226-310 nm.
SEM snimky agarti s 50 (levy sloupec) a 1 000 mg ZnO-NPs kg' (pravy sloupec) jsou
uvedeny na Obrazku 16. Ve vzorcich Cistého agaru byly jako obvykle pozorovany tzv.
,bubliny* agaru (oznaCeny jako ,,1°), které neobsahovaly detekovatelny zinek. U vzorkd

s 50 mg ZnO-NP kg'!' byly nalezeny malé aglomeraty (velikost < 1 um oznacené jako ,,2) a

70



ve vzorcich s 1000 mg ZnO-NP kg' byly nalezeny i mikrometrické aglomeraty (laterdlni
velikost > 1 um, oznaCeny jako ,4°). Analyza plochy vzorkd potvrdila, Ze ZnO byl
dispergovan v celém objemu agaru v obou vzorcich (pfiklad mista analyzovaného v plose

vzorku je oznacen jako ,,3%).

V pritomnosti 0,1 % SH byly ve vzorcich také pozorovany vétsi aglomeraty ZnO-NPs
(>1 um, oznacené jako "4"), avSak pocCet nalezenych aglomeratl ve stejné oblasti byl mensi
nez v Cistém agaru. I v tomto piipadé byl zinek detekovan v celém objemu agaru. Pomér
intenzity Zn/C v ploSe vzorku bez aglomerati (oznaceny jako ,,3°) byl vySsi nez v pripadé
Cistého agaru, coZz ukazuje, Ze v agaru bylo dispergovano vétSi mnozstvi zinku nez v Cistém
agaru.

V agaru s ptidavkem 1 % raseliny byl zinek velmi dobfe dispergovan v celém objemu vzorkda.
Pouze ve vzorcich s 1 000 mg ZnO-NPs kg!' agaru bylo moZzno nalézt velmi malé mnoZstvi

vétsich aglomerati ZnO-NPs (< 1 pm). Na Obrazku 16 (e,f) je mozno pozorovat také Castice

raseliny ¢i Castice CaCOs, ktery byl pouzit pro tpravu pH agart.
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a) Cisty agar + 50 mg ZnO-NPs kg b) Cisty agar + 1 000 mg ZnO-NPs kg

~

Obrazek 16 SEM snimky vzorka agart s 50 mg ZnO-NPs kg (vlevo) a 1 000 mg ZnO-NPs kg!
(vpravo) ve trech modifikacich expozi¢niho média na bazi agaru. Priklady pozorovanych
objektl analyzovanych pomoci EDX: (1) bublina agaru (2) maly aglomerat (3) plocha vzorku (4)

velky aglomerat

72



2.3.4.1 Testy toxicity

Krivky davka-uCinek, které popisuji akutni toxicitu zinku pochdzejictho z ZnCl, (a)
a ZnO-NPs (b) pro roupice E. crypticus ve tiech riznych médiich na bazi agaru, jsou uvedeny
na Obrazku 17. Vypocitané hodnoty 96h LCs, (s odpovidajicim 95% intervalem spolehlivosti)

jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Obrazek 17 Krivky davka-icinek popisujici akutni toxicitu zinku pochazejiciho z ZnCl, (a) a z
ZnO-NPs (b) pro roupice E. crypticus exponovanych 96 h ve trech riznych médiich na bazi

agaru

Tabulka 3 Hodnoty 96h L.Cs, obou forem zinku pro roupice E. crypticus zjisténé ve trech

ruznych médiich na bazi agaru

96h LCs)(mg Zn kg' agaru)
Expozi¢ni médium
ZnCl, ZnO-NPs
Cisty agar 13,2 (12,1-14,3) 435 (23,8-60,1)
Agars SH 28,8 (27,7-30,0) 15,8 (3,3-36.9)
Agar s raSelinou 161 (140-287) 304 (260-357)

Toxicita zinku pochazejiciho z ZnCl, byla nejvyssi v Cistém agaru (LCso = 13,2 mg kg'),
v pfitomnosti SH se toxicita snizila (LCs, = 28,8 mg kg'), a v pfitomnosti rasSeliny doslo
az k faddovému sniZeni toxicity zinku (LCsy = 161 mg kg!). Z vysledku je zfejmé, Ze pridavek
rozpustnych HA nesniZil biologickou dostupnost zinku stejné€, jako raselina obsahujici 1 pevny
podil. Rozdilné chemické sloZeni a struktura huminovych latek pochézejici z riiznych zdroja
vedou k odliSnym vlastnostem HA a interakcim s NPs. Pro srovndni, Koukal a kol.!%

studovali vliv pfitomnosti NOM na toxicitu zinku pro sladkovodni fasy Pseudokirchneriella
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subcapitata. Byly pouzity tii zdroje huminovych latek, a to ptidni HA, HA pochazejici
z raSeliny a standardni huminové latky (Suwannee River Fulvic Acids). Huminové latky byly
pridany ve dvou koncentracich: 1 a 5 mg I''. Bylo zjiSténo, Ze HA vyrazné sniZily biologickou
dostupnost zinku a toxicitu pro P. subcapitata, zejména pri koncentraci 5 mg 1!, zatimco FA
v obou koncentracich nemély vyznamny vliv. Autori vysvétlili tento rozdil tak, Ze komplexy
FA-kov jsou mnohem labiln€jsi a miize snadno dojit k jejich disociaci. Kovy disociované
z labilnich komplext jsou potencidlné dostupnéjsi, reaktivnéjsi a toxictéjsi. Na druhou stranu
Kungolos a kol.!% uvadi, Ze pritomnost HA vyznamné neovlivnila toxicitu zinku pro bakterii
Vibrio fischeri (Microtox test). V této studii byla zjiSténa nizka mira komplexace zine¢natého

kationtu s HA.

V piipadé ZnO-NPs byla nejvySs$i toxicita zinku zjiSténa v agaru obsahujicim SH
(LCso = 15,8 mg kg'), nizsi toxicita byla pozorovana v Cistém agaru (LCs, = 43,5 mg kg') a
nejnizsi toxicita byla pozorovdna v agaru s raSelinou (LCs, = 304 mg kg'). Stejné jako
v pfipadé ZnCl,, odliSné sloZzeni HA a pevna faze raSeliny sniZily toxicitu zinku o jeden fad
ve srovnani s Cistym agarem. Je zajimavé, Ze v pritomnosti SH doSlo ve srovnani s Cistym
agarem dokonce ke zvySeni toxicity nanocastic. SEM analyza potvrdila, Ze v pritomnosti SH
bylo vice zinku dispergovano v objemu agaru. Pritomnost HA zjevné potlacila aglomeraci a
v expoziénim médiu se tedy vyskytovalo vice dobfe dispergovanych nanocastic a komplexi
HA-Zn. Schopnost HA zvysit miru disociace zinku a jinych kovi byla prokdzana i v jinych
studiich (viz kapitola 2. 3. 2. 2 Testy toxicity). Obdobné chovani ZnO-NPs v pfitomnosti
NOM (ptdni extrakty) bylo pozorovano ve studii autorit Li a kol.'*, ve které byla zjistovana
akutni toxicita nanocdstic pro ZiZaly Eisenia fetida za vyuZiti kontaktniho testu na filtranim
papite. Bylo zjiSténo, Ze pritomnost HA zvySila disociaci ZnO-NPs. Snimky pofizené
na transmisnim elektronovém mikroskopu odhalily menSi aglomeraty v pfitomnosti HA.
V pripadé této studie vSak bylo pozorovano mirné sniZeni toxicity ZnO-NPs v pritomnosti
HA. V naSich experimentech vSak kromé dermalni expozice dochazi také k expozici
prostrednictvim ingesce, jelikoZ roupice agar béhem experimentu také pojidaji. Akhil a
Sudheer Khan'!® studovali vliv HA na toxicitu nestabilizovanych a stabilizovanych nanocastic
ZnO (polyvinylpyrrolidon — PVP, polyvinylalkohol a ethylenglykol) pro bakterie, fasy a
korySe. Obdobné jako v naSich experimentech, v této praci bylo zjiSténo, Ze adsorpce HA
snizila hydrodynamicky primér a zvySila stabilitu nestabilizovanych NPs a NPs

stabilizovanych PVP. Pritomnosti HA zvySila toxicitu pro vSechny testovaci organismy.

Naproti tomu Ouyang a kol.!” zkoumali vliv HA na interakce mezi ZnO-NPs a biofilmem
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bakterie Pseudomonas putida KT2440 v rGznych stupnich jeho zralosti. Rozpusténé ionty
zinku vyznamné prispely k celkové toxicité a pfitomnost HA dramaticky snizila toxicitu NP

v disledku komplexace disociovanych zine¢natych kationtt.
Vysledky prezentované v této Casti prace se staly soucasti publikace:

Hrda K, Konopacova E, Vrzackova I a Pouzar M: Influence of humic acids on zinc oxide
nanoparticles and zinc chloride toxicity to Enchytraeus crypticus studied in agar based
exposure media. Scientific Papers of the University of Pardubice, Series A, Faculty of

Chemical Technology 2018, (24):187-196.

Mu;j podil na tvorbé publikace byl 60 %, Gi€astnila jsem se planovani designu studie, provedla

jsem cast experimentalni prace, vyhodnoceni dat a u€astnila jsem se na tvorbé¢ manuscriptu.
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3 ZAVER

PredloZena disertani prace je zaméfena na problematiku testovani ekotoxicity primysloveé
vyrabénych nanomateridlli, konkrétné na vyvoj metod testovani ekotoxicity, které eliminuji
faktory ovliviiujici spravnost a reprodukovatelnost vysledkt laboratornich testti. Praktické
feSeni této problematiky bylo rozdéleno do tif dil¢ich cili. ReSeni prvniho diléiho cile prace
spocivalo ve studiu vyznamnych faktorti ovliviiujicich reprodukovatelnost testd ekotoxicity
nanomateridll, a to zejména ve studiu aglomera¢niho chovani NPs. Ziskané znalosti pak mély
byt vyuzity pro upravu metody testovani toxicity NPs ve vodném prostfedi za ucelem

potlaceni vlivu aglomerace na vysledky testd.

Zptsob feSeni této problematiky spocival v modifikaci existujici metodiky OECD 212
(Zkouska kratkodobé toxicity na rybim embryu a vackovém plidku) pro testovani toxicity
stiibrnych nanoc¢éstic na plidku kapra obecného (Cyprinus carpio). Modifikace metody byla
zaloZena na pristupu, kde je maximdlni velikost aglomeratli, jimZ je testovany organismus
béhem testu vystaven, fizena koncentracné zavislou proménlivou frekvenci vymény média
béhem testu. K tomuto ucelu byl pouZit matematicky model, popisujici zavislost velikosti
aglomeratd na Case v kapalném médiu danych vlastnosti (koncentrace Castic, iontova sila
média). Pomoci tohoto modelu byla navrZena frekvence vymény média tak, aby byl
experimentdlni organismus vystaven vZdy pouze aglomeratim, jejichZ velikost nepresahovala
zvolenou hrani¢ni hodnotu (200 a 400 nm). Tato modifikovana metoda testovani akvatickém
toxicity NPs byla publikovdna v Casopise Environmental Science and Pollution Research
(IF — 2,914). Pocet citaci tohoto Clanku je v soucCasnosti 5. Vysledky ekotoxikologickych
experimenti byly citovany napriklad v ¢lanku, ktery shrnuje soucasné poznatky tykajici se
studia osudu anorganickych nanomaterialG ve vodnich systémech!'® nebo ve studii, ve které
byla hodnocena toxicita stiibrnych nanoCédstic pro embrya medaky japonské.
Pravdépodobnost vyuziti ndmi navrhované metody pro praktické hodnoceni ekotoxicity
nanomateridli pro vodni organismy je spiSe mald, jelikoZz provedeni experimentu bez

pruto¢ného systému ¢i automatizace vymeény koloidu, je Casové i persondlné velice narocné.

V ramci plnéni prvniho dil¢iho cile byla provedena také studie, kterd se zabyvala popisem
aglomerace stiibrnych nanocastic na zdkladé podobnosti s elektrosorpénimi procesy. Znalost
prubéhu aglomerac¢niho chovéni v expozi¢nich médiich, tedy pocatecni stav a nasledné casové
zavislé zmény velikosti jsou pro hodnoceni ekotoxicity NPs velice dilezité, protoZze bylo

opakované prokdzdno, Ze aglomerace nejvyznamnéji ovliviluje osud NPs. Jelikoz
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experimentdlni sledovani parametri kinetiky aglomerace byva pomérné€ narocné, popis
kinetiky na zdklad€ vyuziti podobnosti s jinymi procesy (adsorpce, elektrosorpce) umoziuje
teoreticky urCit nebo odhadnout urCité parametry kinetiky aglomerace (vychozi velikost
Castic, maximalni velikost aglomeratd) bez nutnosti je experimentialné ovéfovat pomoci
analytickych technik. Tento alternativni pristup popisu kinetiky aglomerace byl publikovan

v recenzovaném casopisu Waste forum.

Druhym dil¢im cilem predlozené disertacni prace byl vyvoj metody testovani ekotoxicity NPs
na pudnich organismech. PInéni cile spocivalo zejména v optimalizaci pripravy a
charakterizace expozi¢niho média. Vlastnosti expozi¢niho média mély umoznit potlacit
dynamické procesy ovliviwujici reprodukovatelnost testli, které probihaji po pridavku
tetovanych NPs a béhem samotného experimentu. NavrZzeny postup mél téZ umoZnit
homogennéjsi dispergaci Castic v médiu a jednodussi charakterizaci dispergovanych castic.
V této studii bylo ovéfeno vyuZziti agaru jako expozi¢niho média v testech na roupicich
E. crypticus. Metoda testovani akutni terestrické toxicity zahrnovala také dva postupy vnaseni
ZnO-NPs do expozi¢nitho média a postup piipravy vzorki expoziénitho média pro ucely
sekundarni charakterizace NPs. Tento pristup testovani toxicity splnil pozadavky, které byly
kladeny na plnéni dil¢tho cile. Druhy postup vnaSeni ZnO-NPs (mokrou cestou) umozZnil
homogenni disperzi ¢dstic v expozicnim médiu. Povaha agaru zajiStuje, Ze po pripravé
expozi¢niho média nedochazi po dobu trvani testu k fyzikdlné-chemickym zménam NPs.
Po optimalizaci pfipravy vzorkl expozi¢nich médii na sekundarni charakterizaci NPs a volbé
vhodné techniky, byl navrzen velmi jednoduchy a nenaroCny postup piipravy. Tato
modifikovand metoda testovani terestrické toxicity byla publikovdna v Casopise Chemical
Papers (IF — 1,246). Pocet citaci tohoto clanku je v soucCasnosti 6. Vysledky
ekotoxikologickych experimentt jsou citovany napiiklad ve studii, ve které byl zjistovan vliv
mikroc¢astic plastd na stfevni mikrobiom roupic E. crypticus''’. Dale napiiklad v publikaci,
jez shrnuje soucasné poznatky o ucincich nanocéstic na rostliny a ptidni organismy'!! anebo
ve studii, ve které byl zkoumadn toxicky ucinek nanocastic oxidu zine¢natého pro sladkovodni

spolecenstvo tvorené hrotnatkou Daphnia magna a rostlinou Lemna minor''2.

Jelikoz je vramci ekotoxikologickych studii dtlezité také hodnoceni piijmu polutanti
organismem, Vv navaznosti na predchozi studii bylo zapotfebi vytvorit metodu
pro kvantitativni analyzu prvkl obsaZzenych ve vzorcich tkani roupic a agarového expozi¢niho
média. V této studii byl vyvinut rychly a pomérné jednoduchy postup piipravy vzorki

biomasy E.crypticus a agari z ekotoxikologickych testii. Jako analytickd koncovka byla
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zvolena metoda ICP-OES, ktera se jevi jako spolehliva, s uspokojivym limitem detekce a
pfijatelnou opakovatelnosti. Navrhovand metoda je snadno proveditelnd, nevyZzadujici
specidlni obsluhu, ¢as ani chemikélie. Metoda byla publikovana v asopise Chemical Papers

(IF — 1,246). Tato publikace zatim nebyla citovana.

Tteti Cast predlozené disertaCni prace si kladla za cil otestovat toxicitu nanoc¢astic na roupici
kultivované v agarovém expozi¢nim médiu se zvySenou environmentalni relevanci. Agar byl
modifikovan pridavkem modelovych pudnich sloZzek zatucelem studia vlivu interakci
s pudnimi slozkami na chovani nanocastic v expozi¢nim médiu. Plnéni cile opé€t probihalo
v ramci dvou studii, které se liSily pouzitymi ptidnimi slozkami. Vysledky ziskané ve studii
zabyvajici se vlivem kaolinu, HA a jejich kombinaci byly publikovany v Casopise
Environmental Science and Pollution Research (IF — 2,914). Publikace byla citovdna zatim
v jedné studii, ve které byly zkoumdny mozné ucinky smési oxidu zinenatého, nanocastic
Zn0 a fungicidu propikonazolu na roupici Enchytraeus albidus''*. Vysledky ziskané ve studii,
kde byl porovndvan vliv odliSnych zdroji HA na toxicitu ZnO-NPs byly publikovany
v recenzovaném casopisu Scientific Papers of the University of Pardubice, Series A, Faculty
of Chemical Technology. Vysoce artificialni povaha navrhovaného testovaciho systému
na bazi agarového expozi¢niho média, ktera je spojena se sniZzenym stupném environmentalni
relevance, ziejmé brani pouziti této metody jako ndhrady za testy provadéné v redlné pudni
matrici. Na druhé strané, tato levnd a jednoduchd metoda by mohla najit uplatnéni jako nastroj
v prvnim stupni hodnoceni environmentdlnich rizik nanomateridli nebo ve studiich

zabyvajicich se vlivem fyzikdlné-chemickych podminek na toxicitu nanocastic.

Kromé vyse uvedenych vysledkil, byla metoda pro testovani akutni toxicity v expozi¢nim
médiu na bazi agaru vyuzZita také vramci diplomovych praci, jejichZz vysledky nebyly
publikovany. Napfiklad bylo provedeno testovani toxicity stfibrnych nanocdstic a nanocastic
stifbra se sulfidizovanym povrchem (Ag-Ag,S). V této praci nebylo moZno s vyuZitim
v laboratofi  pfipravenych Ag-NPs dosdhnout v agarech koncentraci (vice neZ
100 mg Ag kg! agaru), které by vyvolaly odezvu organismu umoZziiujici vypocet hodnoty
parametru LCs''. V jiné diplomové praci byl agar modifikovan pridavkem pisku, v jeho
pritomnosti vSak nebyl v porovnani s ostatnimi pidnimi slozkami pozorovén statisticky

vyznamny efekt na toxicitu ZnO-NPs!'>.
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Metoda testovani v agaru byla upravena pro testy sub-akutni toxicity, v nichZ byla expozice
prodlouzena z 96 hodin na 10 dni a pro testy chronické toxicity (3 tydny). Na naSem
pracovisti byly za timto ucelem zavedeny biochemické testy pro detekci oxidativniho stresu
(malondialdehyd, celkovy glutathion). Kromé nanocastic byla v agaru testovdna toxicita
gadolinia, kontrastnich latek na bazi gadolinia a mikrocdstic polystyrenu. Publikace jsou
zatim v piipravné fazi. Pro budouci experimenty je pldnovdno rozsifeni baterie testi
vyuZivajicich agaru pro testy na pudnich mikroorganismech, rostlinach, zizalich a

vicedruhové testy.
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