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Prace je zaméfena na moZnosti vyuziti umélych kultivacnich médii pro testy
ekotoxicity nanocastic na plidnich organismech. V teoretické c¢asti je pozornost
vénovana testlim ekotoxicity nanocastic na piidnich organismech v riznych kultiva¢nich
médiich. Dale je zde navrhnut postup upravy agarového kultiva¢niho média pro test
ekotoxicity nanocastic na padnim krouzkovci Enchytraeus crypticus. V experimentalni
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1. Uvod

Cilem mé prace bylo optimalizovat sloZeni agarového kultivatniho média pro
testy ekotoxicity nanocastic na krouZzkovci Enchytraeus crypticus. Agar, jakoZto
kultivacni médium byl zvolen, z diivodu lepsiho rozptyleni nanocastic a sniZeni jejich
agregace. Plida predstavuje komplexni systém mineralli, vody, organického materialu
a zijicich organismt. VSechny tyto padni slozky mohou interagovat s nanocasticemi
a ovliviiovat tak jejich biologickou dostupnost. JelikoZ je agar Cisté kultivacni médium
a neobsahuje pldni slozky, bylo navrZeno piidani téchto komponent (kaolin, huminové
kyseliny) do tohoto média z diivodu zjiSténi, jak tyto sloZky ovliviiuji vyslednou toxicitu
nanocastic. Pridanim pidnich komponent doSlo také ke zvySeni environmentalni
relevance ziskanych vysledkd.

V teoretické Casti se nejprve zaméruji na parametry, které mohou ovlivnit osud
nanocastic v ptidach. Dale se zaméfuji na testovani ekotoxicity nanocastic na pidnich
krouzkovcich v redlnych ptidach, umélych standardizovanych plidach a také v agarovém
kultiva¢nim médiu. Svou pozornost vénuji predevsim fyzikalné-chemickym vlastnostem
testovanych puld, typu pouzitych nanocastic a podminkam jednotlivych experimenti
a charakterizaci danych nanocastic v expozicnim médiu. V neposledni radé se vénuji
testovacimu organismu Enchytraeus crypticus a jeho obecné charakteristice, ekologii
a vyuziti jako modelového organismu pri ekotoxikologickych testech.

V experimentalni Casti jsou uvedeny vysledky jednotlivych ekotoxikologickych
testli. U nanocastic oxidlii kovli miize byt toxicky ucinek zplsoben uvolnénymi ionty.
Z toho diivodu byla nejdiive v agarovém médiu zjiStovana toxicita zine¢natych kationt.
Pro posouzeni vlivu ptidnich sloZek na toxicitu nanocastic pro E. crypticus, byly navrzeny
tfi Upravy agarového kultivacniho média. Tyto dpravy spocivaly v pridani kaolinu,
huminovych kyselin a kombinace obou komponent do agaru.
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2. Teoreticka cast

2.1 Parametry ovliviiujici osud nanocastic v ptidach

Plida je nedilnou soucasti suchozemského ekosystému a ma esencidlni vyznam
pro clovéka i jiné organismy (Kobeticova 2012). Je charakterizovana jako komplexni
systém mineralli, organického materialu, vody, plynt a Zijicich organisma (Cui et al.
2014). Pida predstavuje vyznamny rezervoar primyslové vyrabénych nanocastic
(ENPs) a dal$ich polutantti uvoliiovanych do Zivotniho prostiedi (Dinesh et al. 2012),
které se v pripadé, Ze nejsou biologicky rozloZitelné, mohou v prirodé vyskytovat
prakticky neomezené dlouhou dobu (Kobeti¢ova 2012).

Nanomaterialy jsou definovany jako prirozené, ndhodné nebo vyrabéné materialy
obsahujici ¢astice, v nevazaném stavu nebo jako agregat ¢i aglomerat, kde ma =250 %
Castic jeden nebo vice rozmeéra v rozmezi 1 - 100 nm (Cornelis et al. 2014). V ramci této
skupiny materiald jsou nanocastice (NPs) definovany jako materialy majici vSechny tri
rozméry mezi 1 a 100 nm (Klaine et al. 2008).

Nanocastice mizZeme délit dle jejich ptivodu na ptirodni a antropogenni (Nowack
et Bucheli 2007). Prirodni NPs existuji v Zivotnim prostiedi jiZ od pocatku historie Zemé
a jejich zdroje jsou napiiklad ve vulkanickém prachu, vétsiné ptirodnich vod, ptidach
a sedimentech (Handy et al. 2008). Antropogenni NPs mohou byt déleny napt. podle
typu materialu, z néhoz jsou sloZeny. Velmi pouzivané jsou ¢astice na bazi uhliku, jako
jsou fullereny a uhlikové nanotrubicky. Siroké technologické uplatnéni nachazeji také
anorganické nanocastice na bazi oxidd kovi (oxid zinec¢naty, oxid Zelezity, oxid titaniCity
a oxid ceru atd.) a kovti (zlato, stribro a Zelezo) (Ju-Nam et Lead 2008).

S prichodem primyslové revoluce a stim souvisejicim objevem spalovacich
motord, elektraren a rozsahlym spalovanim fosilnich paliv se mnoZstvi nanocastic
v Zivotnim prostifedi vyznamné zvysilo. Tim se staly potencidlnim rizikem pro Zivotni
prostiredi. Nanocastice mohou byt vyrobeny bud zamérné jako priimyslové vyrobené
nanocastice (ENPs), nebo neimyslné vyrobené, které zahrnuji i ptirodni zdroje. Zdroji
antropogenné neumyslné vyrobenymi NPs jsou napft. elektrarny, vozidla, spalovani uhli,
smaZeni a svarovani a zahrnuji nanocastice jako napt. saze, ¢erny nebo elementarni
uhlik. ENPs pouzivané v opalovacich krémech, detergentech, barvach, inkoustech do
tiskaren nebo pneumatik se také mohou dostat do Zivotniho prostiredi. Nejcastéji se tak
déje prostrednictvim nadhodného rozliti béhem jejich vyroby a prepravy, opotiebeni
a konec¢né likvidace ENPs-obsahujicich produktii. Ve vodnich systémech NPs zahrnuji
nanoshluky sulfidu kovl vychazejicich z hydrotermalnich systémi. NPs z neimyslnych

zdrojii jsou vétSinou polydisperzni/heterogenni, obsahujici sulfid, siran, dusi¢nan,
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amoniak, organicky uhlik, elementarni uhlik a stopové kovy a maji nepravidelné tvary
(Navarro et al. 2008).

Produkce priimyslové vyrabénych nanomateriali (ENMs) se trvale zvySuje diky
novym, technologicky vyuZitelnym vlastnostem téchto materidld. Diky zvySeni této
produkce se ocekava také zvyseni emisi ENMs do Zivotniho prostiedi (Cornelis et al.
2014). Distribuce castic v jednotlivych slozkach Zivotniho prostredi a jejich osud zavisi
na zplsobu jejich vyroby (pripravy), pouziti a na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech (Gottschalk et al. 2009). Napiiklad béhem priimyslové vyroby a dopravy
miZe dojit knahodnému uUniku (Navarro et al. 2008). Dalsi mozZnosti je imyslné
zavedeni nanocastic (NPs) do Zivotniho prostredi, ke kterému miize dojit v diisledku
pouZiti NPs v sanac¢nich technologiich a zemédélstvi (napt. hnojiva nebo nanopesticidy)
(Barnes et al. 2010). V soucasné dobé jsou vsak hlavnim zdrojem depozice NPs do piidy
kaly z Cistiren odpadnich vod, kde se nanocastice, které jsou do téchto vod uvoltiovany
ze spotiebniho zbozi, mohou usadit do kalu béhem procesu cisténi vody (Mueller et
Nowack 2008). Naptiklad Ag-NPs mohou byt uvolnény béhem prani textilnich produktti
v mnozstvich, ktera se lisi v zavislosti na pouzitych pracich prostredcich a na tom, jak
byly nanocastice inkorporovany do textilie (Benn et Westerhoff 2008). Oxid titanicity
pouzivany jako bily pigment miize byt uvolnén z barev (Kaegi et al. 2008). Interakce
nanocastic se slozkami prostiedi v ¢istirné odpadnich vod (COV) miZe ovlivnit
fyzikalné-chemické vlastnosti ENMs, protoZe naptiklad Ag nebo ZnO-ENMs mohou
reagovat se sulfidem nebo fosfatem, které jsou v COV v$udyptitomné, za vzniku tézko
rozpustnych Ag,, ZnS nebo Zn3(P0,4), nanocastic (Doolette et al. 2013).

Pocet technickych aplikaci nanocastic (NPs) na bazi oxidi ma v poslednich letech
strmé stoupajici tendenci. Diky jejich potencidlni introdukci do plidy a vody, je nezbytné
zahrnout do procesu charakterizace rizik téchto nanocastic i vhodné sady testi
ekotoxicity (Li et al. 2011). S vyuzitim testd bylo jiz ukazano, Ze specifické vlastnosti
nékterych ENMs mohou zpilisobovat jejich zvySenou toxicitu (Cornelis et al. 2014).
interakcemi se samotnym organismem, ale také fyzikalné-chemickymi vlastnostmi ptdy,
které ovliviiuji interakci nanocastic sjednotlivymi slozkami pldy (organickd hmota,
mnozstvi jilu atd.) (KobetiCova 2012). Pri studiu interakce nanocastic s komplexnimi
pfirodnimi médii se potykdme snedostatkem vhodnych metod pro detekci,
charakterizaci a kvantifikaci ENMs (Gottschalk et al. 2013). Stone et al. (2010) definuji
hlavni fyzikalné-chemické vlastnosti NPs, které by mély byt hodnoceny
v ekotoxikologickych studiich za uUCelem popsani expozice. Jedna se o rozpustnost,
aglomeraci/agregaci, rychlost rozpousténi, velikost, plochu a naboj a také povrchové
sloZeni nanocastic. Tyto vlastnosti mohou byt klicem k regulaci stability NPs a nasledné

i k jejich transportu skrze Zivotni prostiedi a dostupnost pro organismy.
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Nékteré studie ukazaly, Ze ENMs mohou byt toxické pro pldni organismy
(Tourinho et al. 2012). Pfi studiu dc¢inkd nanocastic na plidni organismy bylo zatim
nejvice pozornosti vénovano TiO,, ZnO a uhlikovym nanocasticim. Za timto ucelem bylo
provedeno nékolik studii na ZiZalach, chvostoskocich, roupicich, hlisticich, korysich a na
mikroorganismech (Kobeticova 2012). Dalsi publikace naznacuji, Ze fulereny a jejich
derivaty jsou méné toxické, zatimco nanocastice kovi a oxidii kovi s malou velikosti

jsou $kodlivé pro plidni mikrobialni spolec¢enstva (Dinesh et al. 2012).

2.1.1 Interakce s DOM

Pldni organickou hmotu lze rozdélit na rozpusténou organickou hmotu (DOM)
ana pevnou organickou hmotu (SOM). U¢inky piidni DOM na mobilitu ENMs se mén{
s koncentraci a typem DOM, iontovou silou (IS) nebo koncentraci dvojmocnych kationtt
a pH. Pidni DOM casto zvysSuje detekovanou ekotoxicitu/akumulaci (a tim i biologickou
dostupnost) zvySenim mobility ENMs (Cornelis et al. 2014). Adsorpce DOM na povrch
ENMs vyznamné méni jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a nasledné pak jejich chovani
v Zivotnim prostredi. Dtilezité DOM v ptidach jsou huminové kyseliny, které se uvoliuji
pri procesech degradace biomasy. DalSimi latkami, které mohou ovliviiovat ENMs jsou
pribézné produkty degradace nebo exsudaty z ptidnich organismii jako jsou kyseliny
nebo biopolymery (proteiny, polysacharidy). Antropogennimi zdroji makromolekul jsou
pak organicka hnojiva nebo kaly z COV (Chen et al. 2007).

Adsorpce DOM na povrch castice nejcastéji Cini povrchovy potencidl ENMs
negativnéjsi, coz miize vést ke snizeni agregace a rychlosti depozice. KdyZ je povrchovy
naboj ptvodné kladné nabité ENMs zménén na negativni naboj, je potlacena
heteroagregace nebo depozice na prevazné negativné nabité ptidni mineraly. Adsorpce
aniontli zplisobi podobné ucinky a soutézi s DOM o aktivni centra pro adsorpci, pricemz
vapenaté kationty mohou mit opacny ucinek na zaporné nabité ENMs (Cornelis et al.
2014). Adsorpce DOM také mize vést ke sterické stabilizaci. To plati zejména pro
huminové kyseliny, které jsou relativné tuhymi molekulami, protoZe obsahuji vysoky
podil aromatickych uhlovodikii (Saleh et al. 2010). Uhlikové ENMs jsou zvlasté
stabilizovany rozpusténou organickou hmotou, protoZe je jejich hydrofilnost zvySovana
kyselymi funkénimi skupinami DOM (Cornelis et al. 2014). Kool et al. (2011)
prezentovali snimky z transmisni elektronové mikroskopie (Obr. 1) ukazujici ZnO-NPs
vazané na pevnou fazi organické hmoty v ptidé s pH 5.5, coz naznacuje, Ze za vhodnych
podminek muze organickd hmota vést k destabilizaci disperze c¢astic. Celkovy efekt
sorpce huminovych latek na stabilitu a biologickou dostupnost ¢astic zavisi na celé radé
faktort, zejména pH plidy a vnitini hydrofobicité huminovych latek (Tourinho et al.
2012).
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Obrazek 1: TEM snimky ptidniho roztoku Lufa 2.2 pidy bez ZnO (A), se ZnO (B) a se
Zn0O-NPs (C a D) (cca 1000 mg Zn/1), ukazujici vazbu NP na organické materialy (Kool et
al. 2011)

2.1.2 Rozpustnost a transformace

V pripadé nanocastic je cCasto diskutovan vliv velikosti castic na jejich
rozpustnost. Teoreticky plati, Ze se rozpustnost ¢astic zvySuje s jejich snizujici se
velikosti. Tato skutecnost byla experimentilné ovéifena pro Ag a ZnO ENMs. lonty
uvolnéné z povrchu ENMs v priibéhu rozpousténi jsou Casto absorbovany pldnimi
casticemi nebo komplexy s chelata¢nimi ¢inidly, které mohou urychlit rozpousténi nebo
transformaci ENMs (Cornelis et al. 2012). Rozpustnost Au-NPs v plidni vodé spojena
s uvolnénim Au iontli se béhem 28-denniho experimentu pohybovala mezi 3,4 a 8% pro
¢astice o primeéru 55 a 20 nm (Unrine et al. 2010). Priblizné 10 - 17 % Ag-NPs (30-
50nm) bylo transformovano na Ag(I) po 28 dnech, coz naznacovalo oxidativni
rozpousténi iontd (Shoults-Wilson et al. 2011). Také byla prokazana velmi nizka
rozpustnost Ce0,-NPs v rliznych typech ptidy (Tourinho et al. 2012).

V radé prostredi jsou relativné vysoce rozpustné ENMs Casto transformovany na
termodynamicky stabilni slouceniny (Cornelis et al. 2014). Lombi et al. (2012) napriklad
zjistili, Ze béhem starnuti ZnO nebo ZnS obsaZenych v Cistirenskych kalech, se vétSina Zn
asociuje szeleznymi oxidy, coz je proces, ke kterému mize také dojit v ptidach.

Biodegradace nanomateriali na bazi uhliku v piidé je také mozna. Tato oblast je vSak
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malo prostudovana a polocas rozpadu se pravdépodobné lisi v zavislosti na enzymech

dostupnych v ptidnich pérech (Petersen et al. 2011).

2.1.3 Agregace a aglomerace

Agregace je definovana jako seskupovani primarnich ¢astic pomoci silné vazby,
zatimco aglomerace muZe byt popsana jako tvorba shluki ¢astic, které drZzi pohromadé
Van der Waalsovymi silami (Jiang et al. 2009). Na aglomeraci a agregaci maji vliv
fyzikalni sily (napf. Browniiv pohyb, gravitace a pohyb tekutin) a fyzikalné-chemické
parametry NPs (povrchové vlastnosti nebo velikost ¢astic) (Farré et al. 2009). Velikost
agregatli nanocastic v koloidnim roztoku zavisi na vlastnostech jako je napftiklad
pocatecni velikost Castic a koncentrace (Tourinho et al. 2012). Jak Castice aglomeruji
a agreguji, zvySuji se gravitaCni sily a tim se zvySuje pravdépodobnost pro interakci
¢astic s povrchy pldnich castic (Dunphy Guzman et al. 2006). Phenrat et al. (2006)
zjistili, Ze vySsi koncentrace nanocastic Zeleza (60 mg/L) méla za nasledek vys$si miru
agregace a stability agregatli ve srovnani s niz§imi koncentracemi (2 mg/L). Nanocastice
oxidu zine¢natého dispergované ve vodném roztoku tvori agregaty se Sirokou distribuci
velikosti castic, priCemz mohou vznikat i agregaty az s 10-krat vétSim primeérem, nez
mély primarni NPs. Distribuce velikosti agregatii se mize liSit mezi jednotlivymi typy
c¢astic. Napriklad TiO,-NPs vykazuji rovnomérnou distribuci a aglomeraci zatimco ZnO-
NPs vykazuji vétsi distribucni velikost a agregaci. Rychlost agregace TiO, v piidnich
suspenzich negativné koreluje s parametry jako je obsah rozpusténé organické hmoty
anaopak pozitivné koreluji s iontovou silou, zeta potencidlem a pH (Tourinho et al.
2012). Ghosh et al. (2008) prokazali, Ze pii nizkych hodnotach pH, zpiisobily huminové
kyseliny agregaci Al,03-NPs.

2.1.4 Transport v ptidé

Interakce mezi ¢asticemi a pevnymi povrchy ridi transport nanocastic v ptidach.
Tyto interakce mohou byt ovlivnény jak podminkami prostredi, tak i fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi ¢astic. Obecné plati, Ze faktory, které ovliviiuji stabilitu NPs,
rovnéZ ovliviuji transportni mechanismy (Tourinho et al. 2012). Fang et al. (2009)
poukazuji na to, Ze vysoka iontova sila sniZuje transport negativné nabitych TiO,-NPs
v ptidnich sloupcich. Darlington et al. (2009) uvadi, Ze se mobilita NPs v ptidé obecné
sniZuje s rostouci velikosti castic. Zatimco menSi Castice jsou mobilnéjsi a maji veétsi
Sanci proniknout aZ do hloubek podzemnich vod, kde dochazi k akumulaci podzemnich

vod, vétSi agregaty maji tendenci hromadit se vhornich vrstvach piidy. Dale autori
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testovali pohyb ¢astic v piscCitém sloupci, kde mobilita Al,05; byla vétsi nez v plidé, coz

poukazuje na dtileZitost konstituce ptidni hmoty pfti transportu NPs.

2.1.5 Biodostupnost

Plisobenim organismii mohou byt ENMs dale transformovany, protoZe ptdni
organismy c¢asto ovliviiuji mistni fyzikalné-chemické podminky a produkuji enzymy
a chelatac¢ni ¢inidla (napft. ve stievech bezobratlych nebo v ptidni rhizosfére v blizkosti
kotent rostlin). Tyto podminky mohou mit vliv na transformaci a (lokaln{) biologickou
dostupnost ENMs. Prostiredi rhizosféry ma odliSné pH v porovnani se zbylym objemem
plidy a obsahuje mnoho organickych sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti, jako
jsou organické kyseliny (napf. kyselina mlécna), aminokyseliny, cukry a mastné
kyseliny, které rostliny vylucuji, aby zvySily dostupnost Zivin. Tyto slouceniny se
adsorbuji na ENMs, coz mize urychlit rozpousténi ENMs v pripadé relativné
rozpustnych ENMs. Prikladem mftize byt rozpusténi ZnO za vzniku Zn?*, ktery je pak
mnohem snadnéji prijiman organismy nez ZnO-ENMs (Cornelis et al. 2014).

V pripadé rozpustnych ENMs jako je Ag, ZnO a nékteré kvantové teCky existuje
mnoho naznakd, Ze biologicka dostupnost a tudiz ekotoxicita koreluje s mnozstvim ionti
uvolnénych z ENMs. Na biologickou dostupnost mtze mit vliv i pH. Relativné vysoké pH
vede nejcastéji k vyssi mobilité ENMs, protoZe povrchy ENMs jsou obecné zaporné
nabité. ENMs maji komercni povlaky nebo jsou potaZzeny DOM, fosfatem nebo jinymi
aniontovymi latkami v ptidach. VétSinou vSak neexistuje jasna korelace mezi mobilitou
a pH. Heteroagregace ENMs s mobilnimi jily mtze zvysit velikost agregati ENMs, coZ je
ve vysledku déla méné dostupnymi pro organismy (Cornelis et al. 2014). Shoults-Wilson
et al. (2011) uvadi, Ze biologickd dostupnost ENMs je tedy pravdépodobné nizsi

v jemnéjsich ptidach.

2.1.6 Vliv podminek testu

Agregace a tudiz biologickd dostupnost mtize byt ovlivnéna zplisobem aplikace
nanocastic do pldy (Waalewijn-Kool et al. 2012). V experimentech s riznymi
testovacimi organismy byl sledovan vliv rtzné formy vnasenych nanocastic TiO,.
Vnaseni pomoci suspenze (mokré vnaseni - suspenze ve vyluhu plidy nebo suspenze ve
vodé) mélo za nasledek silnéjsi icinky neZ suchy prasek (suché vnaseni), ale biologicka
dostupnost Castic se zdala byt omezena v pripadé, kdy ke vnasSeni nanocastic byla
pouZzita vysoce Kkoncentrovand suspenze. Vliv zplsobu vnaSeni na biologickou

dostupnost je rizny pro rizné typy ENMs (ZnO - ionty uvoliiujici NP, TiO, - stabilni NP)

18



i pro rizné velikosti agregati urcitého typu ENMs (Cornelis et al. 2014). Waalewijn-Kool
et al. (2012) vsak ve své studii pozorovali opacné vysledky. Nebyl patrny Zadny rozdil
v toxicité u Folsomia candida mezi plidou, do které byly nanocastice ZnO vpraveny
pomoci suchého prasku a plidou, do které byla piiddna suspenze ZnO v pidnim

extraktu.

2.2 Testovani ekotoxicity nanocastic v realnych ptadach

Pochopeni fyzikdlné-chemickych transformacnich procesd, jimz podléhaji
nanocastice (NPs) vredlnych pldach, a popis jejich interakci sanorganickymi
a organickymi slozkami pad tvori dtlezitou soucast studia ekotoxickych ucinki
nanocastic pro ptidni organismy. Tyto procesy urcuji dostupnost ENPs v poréznim
médiu, transport do vodnich systémt a piijem rostlinami (Rodrigues et al. 2016). Bylo
prokazano, Zze chovani, transport a mobilita NPs jsou silné zavislé na podminkach
prostiedi. Zatim je vSak jen malo znamo o moznych ucincich nanocastic na chemické,
fyzikalni a biologické vlastnosti plidy (Ben-Moshe et al. 2013). Ve vétSiné studii jsou
castice charakterizovany v praskové formé nebo ve formé primarniho koloidu pred
jejich pridanim do pldy. Vramci jednotlivych studii byly testovany riizné zplsoby
pridavani NPs do plidy. Jedna se napiiklad o smichani prasku NPs piimo s ptdou,
pridani zasobni disperze pripravené v destilované vodé do plidy nebo priprava zasobni
disperze v ptidnim vyluhu, ktery je pak smichan s ptidou (Tourinho et al. 2012).

Ben-Moshe et al. (2013) ve své studii sledovali interakce mezi nanocasticemi
o velikosti < 50 nm (CuO a Fe30,) a pfirodni pidou a jejich mozny dopad na jeji
vlastnosti. Za timto ucelem byly nanocastice smichdny se dvéma typy izraelskych ptd.

Fyzikalné-chemické parametry pouzitych ptd jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1: Fyzikalné-chemické parametry testovanych ptid (Ben-Moshe et al. 2013)

vlastnost puda I puda II
obsah pisku (%) 77,5 48,3
obsah humusu (%) 6,3 14,8
obsah jilu (%) 16,2 36,9
pH 7,7 7,5

Nanocastice byly pfidany o koncentracich 1% a 5% do suché ptlidy. Vzorky byly nasledné
charakterizovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) a energiové

dispersni rentgenfluorescenc¢ni spektroskopie (EDS/EDX). Autoti uvadéji, Ze nanocastice
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mély vliv na mikroskopické vlastnosti piid. Dale nepozorovali zménu celkového
mnoZzstvi organické hmoty. Také zminuji ovlivnéni sloZeni bakteridlni komunity, kdy
komunity zijici v ptidé I byly pomérné citlivé na pritomnost nanocastic. Na rozdil od
ptdy II, kde mikrobialni komunita vykazovala relativni odolnost vii¢i nanocasticim. Ve
vysledku byly oba typy ptid méné ovlivnény Fe;0,4 nez CuO, coZ naznacuje nizsi toxicitu
Fe;0,4 pro pidni bakteridlni komunity.

Garcia-Gémez et al. (2014) sledovali prijem a toxicitu nanocastic ZnO <100 nm
(ZnO-NPs), ZnO mikrocastic (LZn0) a soli ZnCl;, (vSechny tfi varianty o koncentraci 1000
mg/kg piidy) pro plidniho ¢erva Eisenia fetida. Experimenty probihaly v zemédélské
ptdé, ktera byla sebrana zvrchni vrstvy pole nedaleko Madridu. Hlavni fyzikalné-
chemické vlastnosti pldy jsou uvedeny v Tab. 2. ZnO-NPs a uZnO byly ptidany do
vysusené pudy a rucné smichany, stl ZnCl, byla pridana v podobé vodného roztoku.
V této studii nebyla v priibéhu 28 denniho testu zjisténa zadna mortalita. Tento vysledek
byl ocekavan na zakladé vysledki z predchozich studii, kde byli dospélci Eisenia sp.
vystaveni Zn (ZnO-NPs, pZnO, ZnCl,) v rozmezi koncentraci 250 - 10 000 mg/kg bez
letalnich ucinkd. Byly vsak pozorovany ucinky na reprodukci, kdy plodnost ¢ervi byla
sniZena v piipadé vSech tii forem Zn. Nejvyssi toxicitu vykazovala stl ZnCl,, kde inhibice
produkce kokonli byla 98% ve srovnani skontrolni skupinou. Produkce kokont
u skupin oxid@ (ZnO-NPs, pZnO) byla statisticky podobna. U téchto latek nebyla
pozorovana inhibice tak markantni jako v piipadé soli. U ZnO-NPs byla inhibice 59%
a u pZnO byla 43%.

Tabulka 2: Hlavni fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy (Garcia-Gémez et al. 2014)

vlastnost testovana pida
obsah pisku (%) 73,4
obsah humusu (%) 18,8
obsah jilu (%) 7,8
obsah organické hmoty (%) 1,9
pH 6,8

Ze studii se stopovymi prvKky, je znamo, ze pudni pH, ovliviiuje biologickou
dostupnost a toxicitu kovl v pudnich systémech. Také v pripadé Zn je opravnény
piredpoklad, Ze pldni pH bude ovliviiovat rozdéleni daného kovu mezi pevnou fazi
a porovou vodu. Heggelund et al. (2014) sledovali toxicitu ZnO-NPs (30 nm), pZnO
a ZnCl, pro Eisenia fetida v ptrirodni ptidé se tfemi rozdilnymi hodnotami pH: 4,8; 5,9
a7,2. Testovana plida byla odebrana zotevieného viesovisté vlese Wareham ve

Spojeném Kralovstvi. Fyzikalné-chemické parametry pavodni pidy (bez upraveného
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pH) jsou uvedeny v Tab. 3. Castice byly davkovany do piidy jako suspenze piipravené
z jednotlivych piid. Pro ZnCl, a ZnO-NPs byly testovany koncentrace 238; 381; 610; 976;
1520 a 2500 mg Zn/kg pldy. V ramci testovani pZnO pak 381; 976 a 2500 mg Zn/kg
pldy. Autofi uvadeéji, Ze prezivani ZiZal E. fetida bylo nejvice redukovano pri nejvyssi
koncentraci ZnCl, u vSech tii hladin pH. pZnO ovlivnilo prezivani pti nizkém a strednim
pH. V pripadé ZnO-NPs byla redukce preZivani pozorovana pouze u vzorku s nejvyssim
pH pri koncentraci 610 mg/kg. Dale také byly pozorovany ucinky NPs na produkci
kokoni a juvenilnich stadii Zizal. Produkce kokont byla ovlivnéna ve vSech ptipadech,
coz naznacuje, Ze se jedna o vice sensitivni “end-point” nez je prezivani. Produkce
juvenilnich stadii pak vykazovala stejny trend jako u kokont. Toxicita ZnCl, byla
priblizné 2,5-krat vyssi neZ u casticovych forem. Porovnani mezi ZnO-NPs a puZnO
naznacovalo, Ze tyto dvé formy mély srovnatelnou toxicitu. Vliv pH byl pro vSechny

vV

a s nartstem pH Kklesala.

Tabulka 3: Fyzikalné-chemické parametry neupravené pidy (Heggelund et al. 2014)

Vlastnost puvodni ptada
obsah hrubého pisku (%) 51,5
obsah jemného pisku (%) 40,2
obsah kalu (%) 4,7
obsah jilu (%) 3,5
obsah organického uhliku (%) 4

Yirsaw et al. (2016) se ve své studii zamérili na vliv tfi ptidnich typt na toxicitu
komerc¢né dodavanych nanocastic nulmocného Zeleza (nZVI). Sledovali obsah nZVI ve
tkanich, bunécnych komponentach a vliv na reprodukci u Eisenia fetida. Fyzikalné-
chemické vlastnosti jednotlivych pid jsou uvedené v Tab. 4. Nanocastice byly do puady
pfimichany jako prasek, testovany byly koncentrace 0 - 3000 mg nZVI/kg pidy. Pri
koncentraci 3g nZVI/kg pldy nebyl ani vjedné z plid pozorovan zadny vliv ¢astic na
prezivani jedincli. Autori ve vysledcich uvadéji pouze proménlivé ucinky jako zvyseni
obsahu Zeleza ve tkanich, které bylo zavislé na davce, peroxidaci lipidii a poSkozeni DNA.
Pii koncentraci 60 mg/kg ptdy byl u ZiZzal pozorovan oxidativni stres. Pfi této
koncentraci nZVI byla redukovana reprodukce, zatimco lihnuti ovlivnéno nebylo. Vysoké
koncentrace Zeleza v plidnich suspenzich byly pozorovany u pldy I a II pti koncentraci
nZVI 1500 mg/kg pudy. Jilové mineraly jsou hlavni komponentou ptdy, ktera obvykle
vaze kovové ionty. Avsak v daném pripadé byl vyssi obsah Fe (III) zjistén v ptidnim typu

I s obsahem jilu 10,6% neZ v pidnim typu III, kde byl obsah jilu 5,4%. Nizsi obsah Fe
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(III) v ptdé III mohl byt disledkem vyssi hodnoty pH, ktera vedla ke zpomalenému
uvoliiovani Fe (II). Na pomalejsSi uvolnovani Fe (II) mohly mit rovnéz vliv organické

slozky pidy.

Tabulka 4: Fyzikalné-chemické parametry ptd (Yirsaw et al. 2016)

vlastnost puda I puda II puda III
jil (%) 10,6 7,9 54
humus (%) 7,9 7,9 5,4
pisek (%) 89,1 84,1 81,5
organicky uhlik (%) 2,8 2,4 1,54
CEC (cmol kg™) 0,14 0,33 0,34
pH 4,96 7,39 8,67
WHC 50,4 53,6 47,6

U¢inky nanocastic stfibra (NM-300K; 20 nm) na ptidniho ¢erva Lumbricus
rubellus sledovali van der Ploeg et al. (2014). Ve své studii vystavili dospélé jedince
L. rubellus po dobu Ctyt tydnli pisobeni Ag-NPs o koncentraci 1,5; 15,4; 154 mg Ag/kg
pisCité pudy. Fyzikalné-chemické parametry plidy pouzité jako expozi¢ni médium jsou
uvedeny v Tab.5. Nanocastice byly pridany do plidy spolu s pddnim extraktem.
Priimérna velikost ¢astic zjisténd pomoci analyzy SEM/EDX byla 20 nm. Dale byly
detekovany i vétSi aglomeraty (50-250 nm) sestavajici se pouze zAg nebo Ag
v kombinaci s chloridem a sulfidem. Autori sledovali ucinky Ag-NPs na prezivani, riist
a reprodukci testovaného organismu. VSechny dospélé ZiZaly 4-tydenni expozici Ag-NPs
prezily, po expozici 154 mg Ag-NPs/kg plidy byla v§ak zaznamenana redukce rlistu az na
44% v porovnani s kontrolni skupinou a velmi nizkd reprodukce. V dlouhodobém
experimentu s potomky jedincli, ktefi byli vystaveni 4-tydenni expozici Ag-NPs, byl
sledovan rilst a prezivani. Vysoka koncentrace Ag-NPs (154 mg/kg) ovlivnila lihnuti
potomkd a stfedni koncentrace (15,4 mg/kg) vyvolala vyrazné nizsi prezivani
juvenilnich jedinci. Z téchto vysledki vyplyva, Ze juvenilni jedinci mohou byt vice citlivi
k chronické expozici Ag-NPs nez dospélci.

Tabulka 5: Fyzikalné-chemické parametry testované ptdy (van der Ploeg et al. 2014)

vlastnost testovana pida
obsah jilu (%) 1,6
obsah organické hmoty (%) 4,3
pH 6
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Carbone et al. (2016) se vénovali studiu biologické dostupnosti CeO, (sféricky
tvar, 50-105 nm) a SnO, (60 nm) nanocastic pro Eisenia fetida v ramci dvoutydenni
expozice. Béhem testli byly pouzity dva vzorky puad, jejichz fyzikalné-chemické
parametry jsou uvedeny v Tab. 6. VSechny pidni vzorky byly odebrany na
experimentalnim poli Norwegian University of Life Sciences v jiZnim Norsku. Béhem
testu byly zizaly jednou tydné krmeny koriskym hnojem s pridavkem nanocastic
v mnozstvi 0,5 g/zizalu. Primérné koncentrace CeO,-NPs byly 26,1 + 2,9 mg/kg a SnO,-
NPs 346,6 £ 18,2 mg/kg suché potravy. Autori v zavéru uvadéji, Ze CeO,-NPs ani SnO,-
NPs nemély zadny vliv na rlist ZiZal béhem experimentu a prijem Ce iontli byl vétsi nez
Ce0,-NPs. Nanocastice CeO, vykazovaly zvysujici se biodostupnost v priibéhu 28 dnii
v organické plidé. To naznacovalo, Ze organickd hmota méla veliky vliv na osud CeO,-

NPs v pudeé.

Tabulka 6: Fyzikalné-chemické parametry testovanych piid (Carbone et al. 2016)

vlastnost organicka puda mineralni ptida
obsah organické hmoty (g) 14,2 1,49
pH 4.8 5,8
textura jilovita jilovita

Toxicitu vybranych anorganickych nanocastic pro plidniho cerva Eisenia fetida

sledovali Heckmann et al. (2011) béhem 28denniho testu. Ve své studii konkrétné
testovali Ag-, Cu-, Ni-, Al,03-, SiO,-, TiO, a ZrO,-NPs a soli (Cl7, NO3z") prisluSnych

kovovych iontd. Experimenty probihaly vreZimu limitniho testu, tedy v koncentraci

1000 mg/kg. Charakteristiky testovanych nanocastic jsou uvedené v Tab. 7.

Tabulka 7: Charakteristika testovanych nanocastic (Heckmann et al. 2011)

nominalni : .
nanocastice velik(or;sr‘l;1 (;éstic TéEgl;/{d\;e(l;l:g; t Dégsgcel(lrll{;?t Cistota (%)
Ag 30-50 81,8+ 1,59 235+3,73 99,9
Cu (CuO) 80 nepouzitelné 419 + 1,46 99,5

Ni 20 40,4+ 1,13 3867 + 211 99,9
Al,03 12-14 - - >98
SiO, 5-15 - - 99,5
TiO, 21 30+ 0,61 282 +1,15 >99,5
Zr0, 20-30 - - 99,9
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Expozi¢nim médiem byla piscitohlinita pida z experimentalni stanice Askov na Aarhus
Univerzity v Dansku. Pida méla pH 5,8; obsah organické hmoty = 1,36%; obsah jilu =
11,6%; humusu = 21,4% a pisku = 64,7%. Nanocastice byly pridany do 500 g suché ptdy
v podobé zasobniho roztoku (100 ml) danych NPs. U soli kovii AgNO3 (2,5%), CuCl,
(17,5%) a NiCl; (32,5%) byly pozorovany vyznamné ucinky na preZiti jedincii. Kovové
soli (AgNOsz, CuCl,, NiCl;) stejné jako tfi druhy nanocastic (Ag-NPs, Cu-NPs, TiO,-NPs)
plisobily rovnéz toxicky na reprodukci. Celkové 100% selhani reprodukce bylo
zaznamenano jak pri experimentech s Ag-NPs, tak s AgNOs. Ostatni NPs (Ni-, Al,03-,
Si0,- a Zr0,-) pozorovatelné toxické ucinky na E. fetida nevykazovaly.

SloZeni pldy (zejména podil anorganické a organické slozky) zasadnim
zplisobem ovliviiuje osud (transport, chemické zmény a biologickou dostupnost)
nanocastic v plidé a tim i jejich toxicitu pro plidni organismy. Pro detekci nanocastic
vpldach a studium jejich chovani se vyuzivaji zejména metody FFFF (fokusacni
frakcionace tokem v poli) a UV spektroskopie ve spojeni s hmotnostni spektrometrif
sbuzenim v induk¢né vazaném plazmatu (ICP-MS) atandemovou hmotnostni
spektrometrii (LCMS/MS). KaZda ztéchto metod vyZaduje Upravu vzorku obvykle
spocivajici v extrakci NPs z plidni matrix a nasledném zkoncentrovani vzorkd. Postupy
piipravy vzorki jsou jednim z vyznamnych zdroji variability dat. Diky nizké koncentraci
NPs v pidach a nepomérné vyssim hodnotam detekénich limit analytickych metod je
obvykle treba provadét velky pocet extrakcnich kroki, ¢imZ se reprodukovatelnost
vysledkl dale zhorsuje. DalSim zdrojem nejistot je pak vliv sloZeni plidy na efektivitu
extrak¢nich krokt (Pachapur et al. 2016). Maurer-Jones et al. (2013) ve své publikaci
zminuji potrebu vylepSenych analytickych detekénich metod, které by mohly mérit
vlastnosti nanomaterialii v pldé in-situ. Dale kladou dlraz na vétSi normalizaci
extrakénich postup vhodnych pro zakalené vzorky a vzorky s vysokou variabilitou
iontové sily.

Chovani ENPs (TiO, a Ag) v pudach je tizeno jejich vzajemnymi interakcemi.
Potencialni akumulace ENPs v ptidach je vétSinou studovana v jednoduchych poréznich
médiich jako je napt. kifemenny pisek ¢i sklenéné koralky. Nicméné v komplexu
prirodnich piid zvySuji organické latky agregaci a aglomeraci. Kromé toho tyto interakce,
predevsim s huminovymi kyselinami, ovliviiuji biologickou dostupnost a mobilitu ENPs.
Toxicita ENPs se 1isi s typem pudy. Také jejich transport a biologicka dostupnost se lisi
v zavislosti na chemickych a fyzikalnich vlastnostech plidy (Pachapur et al. 2016).

Grillo et al. (2015) uvadi, Ze NOM (huminové latky (HS), huminové kyseliny (HA)
a frakce fulvinovych kyselin (FA)) snizuje agregaci NPs, coZ zvySuje jejich stabilitu a za
urcitych okolnosti miize zvysit nebo snizit jejich toxicitu v zavislosti na charakteru
zivotniho prostredi. Z vySe zminénych studii je patrné, ze pidy s rozdilnymi fyzikalné-

chemickymi vlastnostmi, které byly pouZity v jednotlivych experimentech, vyraznym
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zplsobem ovlivnily vyslednou toxicitu ENMs pro piidni organismy. Garner et Keller
(2014) ve své publikaci zminuji, Ze komplexni povaha plidnich systémii omezuje nase
porozuméni procestim ovliviiujicich osud ENMs v pidé (zejména v nenasycenych
ptidach). To je zplisobeno sloZitosti méreni zplisobu interakce ENMs s nenasycenymi
ptidami na rozdil od podzemnich vod. Bour et al. (2015) poukazuji na staly nedostatek
znalosti o environmentalnim osudu a ekotoxicité nanocastic. Studie v environmentalné
relevantnich podminkach jsou nezbytné pro posouzeni téchto parametri, avSak takové

studie jsou doposud pomérné vzacné.

2.3 Testovani ekotoxicity nanocastic vumélych ptidach

Testy ekotoxicity nanocastic provadéné v pldnich matricich spliujicich
pozadavek environmentalni relevance poskytuji velmi variabilni a obtiZzné srovnatelné
vysledky. Zakladnim zdrojem variability dat je jednak velmi proménlivé sloZeni piid
adale téZ nejednotnost postupil vyuZzivanych pro jejich charakterizaci. Re$eni
uvedenych potizi by mohlo spocivat napf. v pouziti artificidlni (umélé) pidy jasné
definovaného sloZeni (Handy et al. 2012).

2.3.1 Nanocastice ve standardizovanych ptidach

Unrine et al. (2010) ve své studii sledovali biodostupnost a ekotoxicitu Au
nanocastic pro pudniho cerva Eisenia fetida. Jako expozi¢ni médium byla pouzita

artificialni ptda, jejiz fyzikalné-chemické parametry jsou uvedeny v Tab. 8.

Tabulka 8: Fyzikalné-chemické parametry artificidlni plidy (Unrine et al. 2010)

vlastnost artificialni ptida
obsah pisku (%) 70
obsah kaolinu (%) 20
obsah raseliny (%) 10
pH 7,6

Nanocastice byly pridany do suché plidy v podobé suspenze. Béhem studie byly
testovany tyto koncentrace 2.5, 10 a 25 mg Au/kg pidy. Velikost a morfologie
nanocastic pouZitych v testech byly vyhodnoceny pomoci transmisniho elektronového

mikroskopu (TEM). Testované castice vykazovaly primeér 20,5+ 0,7 a 54,9 + 0,7 nm
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a sféricky tvar. V této studii nebyly pozorovany zZadné statisticky vyznamné ucinky na
télesnou hmotnost testovaného organismu. Autofi pouze uvadéji sporadickou mortalitu
v nékterych testech (20% u koncentrace 5 mg/kg Au-NPs o velikosti 20 nm a 14%
u koncentrace 62 mg/kg Au-NPs o velikosti 55 nm). Vysledna mortalita nebyla zavisla na
davce.

Canas et al. (2011) se ve své studii vénovali sledovani akutni a reprodukéni
toxicity nanocastic oxidli kovl pro ptidniho Cerva FEisenia fetida. Konkrétné testovali
ucinky ZnO-NPs (40~100 nm) a TiO,-NPs (~32 nm) béhem testl akutni toxicity na
filtraénim papiie a v pis¢itém expozi¢nim médiu. U¢inky u reprodukéniho testu pak byly
sledovany v artificidlni ptidé a v pis¢itém expozicnim médiu. Artificidlni plida byla
pripravena podle standardniho protokolu ASTM (Standard guide for conducting
laboratory soil toxicity or bioaccumulation tests with the lumbricid earthworm Eisenia
fetida) a obsahovala tyto sloZky: 10% raSeliny, 20% kaolinového jilu, 69% jemného
pisku a 1% kravského hnoje, ktery slouZil jako zdroj potravy pro testovany organismus.

Podminky jednotlivych testi jsou uvedeny v Tab. 9.

Tabulka 9: Podminky jednotlivych testtli (Canas et al. 2011)

testy akutni toxicity reproduk¢ni testy
v artificidlni

€xpozicnl filtracni papir | pisCité médium . pisCité médium
médium puda
0,4 kg

4 g kravského o artificialni . 4 g kravského

Y ot A hnoje, 20 pudy, 8 g hnoje, hnoje, 20
sloZeni média )€, 2U°8 100 ml od )€, 2U°8

pisku Ottawa, 4 pisku Ottawa, 4

. kazdé :
ml destil. vody koncentrace ml destil. vody
NPs
doba testu 14 dni 14 dni 4 tydny 3 tydny
: 0;0,1; 1; 10; 100; 1000; 5000 a
testovane 0;0,1; 1; 10 a 1000 mg/kg
koncentrace 10 000 mg/1

Jednotlivé koncentrace byly ptipraveny ve 100 ml deionizované vody a sonikovany za
ucelem uplné dispergace. Doba sonikace se zvySovala s rostouci koncentraci nanocastic
a pohybovala se vrozmezi 5 sekund az 1,5 minuty. Pomoci analyzy s vyuZitim
dynamického rozptylu svétla (DLS) byla indikovana agregace mezi 1 a 100 mg/L pro
ZnO-NPs a 1 a 10 mg/L pro TiO,-NPs. Velikost agregatli se pohybovala v rozmezi 200-
300 nm. Tyto vysledky byly ve shodé sdaty ziskanymi pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM). ZnO-NPs na filtra¢énim papitfe vykazovaly akutni
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toxicitu, kdy byla zaznamenana mortalita ve vSech koncentracich. U TiO,-NPs nebyly
pozorovany statisticky vyznamné toxické uCinky. Béhem testu v pis¢itém expozi¢nim
médiu byla pozorovana uZnO-NPs 10% mortalita pfi koncentraci 10 a 100 mg/kg
a 20% mortalita pii koncentraci 10 000 mg/kg. U nanocastic TiO, byla pozorovana
100% mortalita u koncentraci 100 a 1000 mg/kg. Zadné vysledky testfi akutni toxicity
nebyly zavislé na davce. Pii reprodukénim testu v artificialni ptidé byl pozorovan vliv na
reprodukci u obou druh@ nanocastic. Nejvétsi vliv na produkci kokond méla nejvyssi
koncentrace (1000 mg/kg) ZnO-NPs. Produkce kokonii byla zavisla na davce ZnO-NPs.
U nanocastic TiO, byla produkce kokon méné ovlivnéna nez v pripadé ZnO-NPs jak je
znazornéno na Obr. 2. Béhem testu v pisCitém médiu se produkce kokont snizovala
s rostouci koncentraci oxidii kovii. Nicméné nebyly pozorovany zadné vyrazné rozdily
v produkci kokonii u expozice ZnO a TiO,. Autori dale uvadi, Ze pozorovana reprodukéni
toxicita obou nanocastic v artificidlni ptidé, je podobna toxicité dalsich oxidi kovi (Ag,
Au, Al,03). Ackoli pisek neni zcela charakteristické prostiedi, je to vice relevantni

expozicni médium nez filtra¢ni papir.
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Obrazek 2: Produkce kokonii u E. fetida po 4tydennim testu v artificidlni ptidé u ZnO-
NPs a TiO,-NPs (Canas et al. 2011)

Fajardo et al. (2014) sledovali vliv Ag a Al,03 nanocastic na plidni organismy.
Nanocastice pouzité béhem jejich studie mély velikost Al,03-NPs <50 nm a Ag-NPs =
40 nm. Béhem testu byly pouzity dva druhy pid Lufa 2.2 a Lufa 2.4. Hlavni fyzikalné-
chemické vlastnosti pouzitych ptd jsou popsany v Tab. 10. Toxicitu vySe uvedenych
nanocastic studovali autofi na pidnim Cervu Caenorhabditis elegans béhem 7denniho
testu, kdy sledovali Ucinky na reprodukci, prezivani a rlist testovaného organismu.
Do ptidnich vzorkli (50 g) pridali 250 mg Al,03-NPs nebo 25 pg Ag-NPs. Vysledky

neprokazaly Zadny vliv expozice NPs na sledované parametry (reprodukce, prezivani,
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rist). Vzavéru této studie autori konstatuji, Ze pldy Lufa 2.2 a Lufa 2.4 tlumi toxické

ucinky Ag a Al,03 nanocastic.

Tabulka 10: Hlavni fyzikalné-chemické vlastnosti plid Lufa 2.2 a Lufa 2.4 (Fajardo et al.
2014)

vlastnost Lufa 2.2 Lufa 2.4
TOC (%) 1,77 £ 0,20 2,26 +0,5
N (%) 0,17 £ 0,02 0,20 £ 0,04
Castice <0,02 mm (%) 15,4 + 2,3 49,0 + 2,8
pH (0,01 M CacCl,) 55%0,2 7,2+0,2
CEC (meq/100 g) 10,1+ 0,5 31,4+4,6
ptidni typ (USDA) hlinito-piscCita jilovita
WHC (g/100g) 41,8 + 3,0 44,1 +1,2

TOC = celkovy organicky uhlik, CEC = kationtova vyménna kapacita, WHC = kapacita
zadrZe vody

Lahive et al. (2014) ve své studii sledovali toxické ucinky nanocastic CeO, tii
raznych velikosti (5-20 nm; 10-50 nm; 10-80 nm) a jedné vétsi castice CeO, (100-
300 nm) pro puidniho Cerva Eisenia fetida v rozmezi koncentraci 41-10 000 mg Ce/kg.
Byly sledovany ucCinky na prezivani (po 28 dnech), reprodukci (po 56 dnech) a také
bioakumulaci a histopatologické UCinky. Fyzikalné-chemické parametry standardni
ptdy Lufa 2.2, ktera byla pouzita v této studii, jsou uvedeny v Tab. 11. Ani u jednoho ze
¢tyt druhd nanocastic CeO, nebyl pozorovan ucinek na prezivani a reprodukci. Byly vSak
pozorovany histopatologické zmény po expozici ¢asticovym formam CeO,. Konkrétné
autofi zminuji ztratu kutikuly z télni stény a urcitou ztratu integrity strevniho epitelu.
Celkova koncentrace ceria ve tkanich E. fetida se zvySovala se zvySujici se ddvkou. Autofri

bohuZel nijak nekomentuji vliv pouZité piidy na toxicitu nanocastic.

Tabulka 11: Fyzikalné-chemické parametry plidy Lufa 2.2 (Lahive et al. 2014)

vlastnost Lufa 2.2
pH 55+0,2
obsah organického uhliku (%) 1,76 + 0,26
CEC (meq/100 g) 10,2+ 0,5
WHC (%) 55
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Schlich et al. (2013) sledovali vliv nanocastic stiibra (Ag-NPs) a AgNO3 na Eisenia
andrei béhem reprodukcniho testu v plidnim médiu RefeSol 01A. Fyzikalné-chemické
parametry této pudy jsou uvedeny v Tab. 12.

Tabulka 12: Fyzikalné-chemické vlastnosti plidy RefeSol 01A (Schlich et al. 2013)

vlastnost RefeSol 01A

pH 5,67

obsah organického uhliku (%) 0,93

obsah pisku (%) 71

obsah humusu (%) 24

obsah jilu (%) 5

popis jilovity, stiedné kysely a lehce huminovy
pisek

Béhem studie byly pouzity Ag-NPs NM-300K od Sponzorského Programu OECD, kde
velikost c¢astic byla priblizné 15 nm. Pomoci TEM byl v mensSim mnozZstvi (1%)
identifikovan vyskyt mensich ¢astic o velikosti 5 nm. Toxické ucinky Ag-NPs a AgNO3
byly sledovany v koncentracich 15; 30; 60; 120 a 200 mg/kg pldy. Autofi pozorovali
béhem testu unikové chovani E. andrei avsak nepozorovali Zddnou vyznamnou mortalitu
u Ag-NPs ani u AgNOs. Prijem Ag-NPs cervy byl o trochu vyssi nez v pripadé AgNOg, coz
bylo vyjadreno celkovym obsahem stribra ve tkanich testovaného organismu (Tab. 13).
u koncentrace nejvyssi. Autori také diskutovali vliv pouZitého média na toxicitu. Uvadéj,
Ze vySSi toxicita, pozorovana v jejich studii, mohla byt zplisobena rozdilnym obsahem
organické hmoty v porovnani s dalSimi studiemi. Organicka hmota ovliviiuje osud Ag-
NPs vpldé avSechny formy Ag byly vice mobilni v minerdlni plidé nez v pldach

bohatych na organickou hmotu.

Tabulka 13: Obsah stiibra ve tkanich E. andrei (Schlich et al. 2013)

koncentrace (mg/kg Ag-NPs (mg/kg cerva) + AgNO; (mg/kg cerva) +
puidy) SD SD
15 7,0 £<0,01 8,0+0,9
30 10,5+0,4 7,3+1,5
60 11,1+0,2 6,8+0,4
120 11,3+0,4 6,7 +0,2
200 11,2+0,1 59+0,1

SD = smérodatna odchylka
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Toxicité nanocastic stfibra se ve své studii také vénovali Gomes et al. (2013).
Pldniho ¢erva Enchytraeus albidus vystavili ptisobeni Ag-NPs (s PVP povrchovou
upravou, nomindlni velikosti 30-50 nm) a soli AgNO3; v OECD artificidlni ptdé (25 g
vlhké ptldy). SloZeni piidy je uvedeno v Tab. 14. Ag-NPs byly pred pridanim do pidy
charakterizovany = pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM)
a dynamického rozptylu svétla (DLS). Analyza TEM odhalila ¢astice o velikosti 82 + 2 nm
a DLS pak castice s hydrodynamickym rozmérem 235 * 4 nm. Obé testované formy
stifbra byly do pidy pridany jako suchy prasek a ru¢né vmichany. Testované
koncentrace byly 0; 100; 200; 400; 600; 800 a 1000 mg Ag-NPs/kg ptdy a 0; 50; 100;
200; 300; 400 a 600 mg AgNOsz/kg pidy. Béhem studie byl pozorovan ucinek na
prezivani a reprodukci testovaného organismu. Vyssi toxicitu v reprodukénim testu
vykazovala siil AgNO;3 s letdlni koncentraci (LC50) <50 mg/kg zatimco Ag-NPs nemély
zadny vyznamny efekt na preZivani dospélci E. albidus. Byla vSak pozorovana 50%
redukce poctu juvenil kolem koncentrace 225 mg Ag-NPs/kg.

Tabulka 14: SloZeni artificialni ptidy (Gomes et al. 2013)

vlastnost artificialni ptida
obsah raSeliny (%) 7
obsah kaolinového jilu (%) 20
obsah pisku (%) 73
pH (upraveno CaCOs;) 6

Ribeiro et al. (2015) sledovali schopnost Ag-NPs (AgNM300K) a AgNO3 vyvolat
oxidativni stres u pldniho organismu Enchytraeus crypticus. Za timto Ucelem byly
sledovany biochemické markery jako katalaza (CAT), glutathion peroxidaza (GPx),
glutathion S-transferaza (GST), glutathion reduktadza (GR), celkovy glutathion (TG),
metalothionein (MT) a peroxidace lipidi (LPO). Testovany organismus byl exponovan
po dobu tif a sedmi dnii. Nominalni velikost Ag-NPs byla 15 nm avS$ak analyza TEM
indikovala ¢astice o velikosti 17 + 8 nm a dale mensi ¢astice (cca 5 nm). Béhem testu
byla pouzita standardni ptida Lufa 2.2. Jeji fyzikalné-chemické parametry jsou uvedeny
v Tab. 15. Nanocastice byly piidany ve formé vodné disperze na navlh¢enou pidu, ktera
byla nasledné homogenné promichana. Testované koncentrace byly 60; 170
a225mg/kg pro Ag-NPs a 45; 60 a 96 mg/kg pro AgNOs. Vysledky experimenti
prokazaly rozdilnou schopnost Ag-NPs a AgNO3 vyvolavat u E. crypticus oxidativni stres.
U Ag-NPs byla pozorovana zvysena odpovéd antioxidacnich enzymi (CAT, GST, GPx) po
delsi dobé (7 dnii) nezZ tomu bylo u AgNO3 (3 dny). Dale bylo pozorovano pocatecni
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poskozeni LPO ndasledované stabilizaci u AgNO3, zatimco u Ag-NPs se LPO objevila po

7 dnech. Hodnoty MT se zvySily pouze u organismi vystavenych Ag-NPs.

Tabulka 15: Fyzikalné-chemické parametry plidy Lufa 2.2 (Ribeiro et al. 2015)

vlastnost Lufa 2.2
obsah jilu (%) 7,2
obsah humusu (%) 8
obsah pisku (%) 77,5
pH 5,5
WHC (g/100 g) 45
CEC (meq/100 g) 10
obsah organického uhliku (%) 1,77

Vliv nanocastic stiibra na pldni bezobratlé Zivocichy sledovali ve své studii
Gomes et al. (2015). Konkrétné se zamérili na biomarkery oxidativniho stresu (TG, GPx,
GR, LPO a GST) u Eisenia fetida. Béhem experimentu byly pouZity nanocastice
o nominalni velikosti 10 nm. Pomoci TEM vs$ak byly zjiStény castice o velikosti 49 + 8 nm
s tendenci k aglomeraci. Hydrodynamicky primeér castic byl hodnocen pomoci DLS
analyzy s vysledkem 240 nm. Expozice jednotlivym formam stiibra (Ag-NPs a AgNOs)
byla provadéna v prostiedi artificialni pldy, jejiz fyzikalné-chemické parametry jsou

uvedeny v Tab. 16.

Tabulka 16: Fyzikalné-chemické parametry artificialni pidy (Gomes et al. 2015)

vlastnost artificialni ptida
obsah raseliny (%) 7
obsah kaolinového jilu (%) 20
obsah pisku (%) 72,72
piidavek CaCO3 (%) 0,275
pH 6+0,5

Nanocastice byly do plidy zamichany jako suchy prasek a AgNO; byla pridana jako
vodna disperze. Pro zjisténi ucinkt Ag-NPs byly testovany koncentrace 0; 100; 300; 600;
900 a 1500 mg Ag/kg pidy a v pripadé AgNOs pak koncentrace 0; 25; 50; 75; 100 a 200
mg Ag/kg pldy. Autoti studie vyhodnocovali vysledky po 4 a 28 dnech. Ctyidenni
expozice Ag-NPs zpusobila zvyseni hladiny TG u koncentraci 100; 300 a 600 mg/kg
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a inhibici aktivity GR u koncentraci 900 a 1500 mg/kg. Delsi expozice (28 dnli) méla za
nasledek inhibici aktivity GPx a GR. Hodnoty LPO byly zvySeny ve vSech testovanych
koncentracich. V pripadé testli s AgNO3 byla zjiSténa zvySena aktivita GR u koncentraci
75 a 100 mg/kg. Pri 28-dennim testu vykazovala aktivita GR zavislost na davce. Dale
byla inhibovana aktivita GPx a GST u nejvyssi koncentrace (200 mg/kg). Celkové lze rici,
Ze obé formy Ag zplsobily vyrazné zmény v antioxidacnim systému E. fetida a byly
casoveé zavislé.

Shoults-Wilson et al. (2011) sledovali vliv ptidnich vlastnosti na toxicitu a ptijem
nanocastic stfibra u pidniho cerva Eisenia fetida. Experimenty byly provadény
v artificialni OECD pudé, ktera méla relativné vysoké hodnoty CEC (kationtova vyménna
kapacita) a vysoky obsah organické hmoty a jilu. Druhou testovanou ptidou pak byla
prirozené se vyskytujici, lokdlné sebrana piscita ptida, ktera méla nizsi CEC a nizsi obsah
organické hmoty a jilu. Jedinci vystaveni Ag-NPs v artificidlni ptidé nevykazovaly zadny
vyznamny pokles rlistu a prezivani. Autori vSak pozorovali vyznamny pokles produkce
kokont pti 801,0 + 74,9 mg/kg 10-nm Ag-NPs a pti 773,3 + 11,2 mg/kg 30-50-nm Ag-
NPs v artificidlni pidé. Organismy vystavené Ag-NPs v prirodni pidé akumulovali
vyrazné vyssi koncentrace Ag nez jedinci v artificidlni ptidé. Celkové byla pozorovana
vys$Si toxicita v Kyselejsi ptidé s vy$sim obsahem pisku. Autoii dale diskutuji vliv pidnich
vlastnosti, kdy uvadéji, Ze zvysujici se obsah Ag, vétsi podil pisku a rostouci kyselost
ptidy vedou ke zvysujici se toxicité.

Collin et al. (2014) sledovali vliv povrchového naboje u CeO,-NPs (pozitivni,
negativni a neutralni povrchovy naboj) a pritomnost prirodni organické hmoty (NOM)
na biodostupnost a toxicitu u Caenorhabditis elegans. Autoti uvadéji, Ze pozitivné nabité
Ce0,-NPs meély vyrazné vyssSi toxicitu a byly bioakumulovdny ve vét$i mife neZ
neutralné a negativné nabité CeO,-NPs. Pfidavek huminovych kyselin (HA) do ptidniho
expozitniho média vyrazné snizil toxicitu téchto nanocastic a pomér CeO,-NPs/HA
ovlivnil bioakumulaci Ce. Bioakumulace Ce se snizila v pfipadé, kdy koncentrace HA byla
vyssi neZ koncentrace Ce0,-NPs. Autoii na zavér shrnuji, Ze toxicita CeO,-NPs vzidy

poklesla v ptitomnosti HA a bioakumulace Ce je vysoce zavisla na poméru NP/HA.

2.3.2 Nanocastice na agarovém kultivacnim médiu

Prispévek jednotlivych mechanismt k celkové toxicité zavisi na fyzikalné-
chemickych parametrech nanocastic (povrchova uprava, velikost Ccastic, Cistota,
rozpustnost atd.), vlastnostech prislusné slozky zivotniho prostredi (pH, teplota,
rozpusténé organické latky atd.) a na exponovaném organismu. Zatim vSak neni

dostatecné mnozstvi studii odpovidajici kvality, které by umozZnily statistickou analyzu
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korelace mezi fyzikdlné-chemickymi parametry ¢astic, vlastnostmi prostiedi
a ekotoxicitou (Hrda et al. 2016).

Jednim z hlavnich problémi toxikologickych studif zabyvajicich se nanocasticemi
je priprava expozi¢niho média (Li et al. 2011). Ve vodném prostredi (fi¢ni voda, ptidni
voda apod.) maji Castice tendenci vytvaret agregaty. Stupen agregace pak zdsadnim
zplsobem ovliviiuje toxicitu. V ramci laboratornich testti, kde je pozadovana vysoka
mira reprodukovatelnosti dat a jejich maximalné jednoznacnd interpretace, plisobi
procesy aglomerace rusSivé (Oprsal et al. 2015). S cilem potlacit rusivy vliv aglomerace
v pribéhu laboratornich testii na ptidnich organismech bylo navrZzeno pouziti agaru jako
kultivacniho média (Li et al. 2011). Agar je zavedené kultivacni médium pro celou fadu
organismi a napft. plidni ¢erv Perionyx excavatus (Perrier) byl, dle Pokarzhevskii et al.
(2000), schopen prezivat vtomto agarovém prostredi po dobu 6 mésici. Agarové
kultiva¢ni médium ma vyhodu v jednoduché disperzi NPs bez jejich sraZeni (Pluskota
etal. 2009). Expozice v agaru miize simulovat typické cesty, prostifednictvim kterych
dochazi k absorpci nanocastic u ptidnich organismi (travici trakt, kize) (Li et al. 2011).

Li et al. (2011) ve své studii sledovali biodostupnost a ekotoxicitu ZnO-NPs pro
ptidniho Cerva Eisenia fetida. Expozice v agaru a na filtracnim papire umoznila studovat
vliv zptisobu prijmu NPs na jejich vyslednou ekotoxicitu. Agarové expozi¢ni médium
bylo pouZzito za tucelem potlaceni aglomerace NPs. Podle autort studie mélo rovnéz
zajistit rovnomérné rozlozeni NPs v testovacich jednotkdch a umoZznit snadny piijem
potravy. Testovana byla toxicita nanocastice oxidu zine¢natého o velikosti 30 + 5 nm.
Udaje o velikosti a tvaru ¢astic byly ziskdny pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM). Disperze nanocastic byly pripraveny pridanim 2,0% normalniho
rozpustného agaru a prislusného mnozstvi NPs do DW (deionizovana voda) nebo RW
(rekonstituovand voda). Disperze a rozpustnost ZnO-NPs vyrazné zavisela na
chemickém sloZzeni média. Analyza pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM) ukazala (Obr. 3), Ze pridani soli zvySuje agregaci ZnO-NPs v agaru. Stupen
agregace nasledné ovlivnil i rozpousténi ZnO-NPs a biologickou dostupnost ZnO-NPs ci
Zn**. Toxicita nano&astic oxidu zine¢natého byla vys$3i v agaru pfipraveném s DW neZ
v agaru pripraveného s RW. Tento rozdil lze pticist agregaci NP v rekonstituované vodé,
coZ je ucinilo méné biologicky dostupnymi. TEM snimky ZnO ukazaly (Obr. 3), Ze
dispergovatelnost a morfologie NPs se vyrazné zménila po pridani huminovych kyselin
(HA), coz pomohlo pri rozpadu vétSich vlocek do menSich samostatnych agregati.
Ve vysledku byly pozorovany riizné efekty ZnO-NPs na plidni Cervy, které zavisely na
pouzité expozicni metodé (agarové meédium vs. filtraCni papir). Po kratkodobé expozici
(96 h) ZnO-NPs v agarovém médiu, se mortalita E. fetida zvySovala se zvySujici se
koncentraci nanocastic. Autori naznacuji, Ze toxické ucinky u E. fetida byly zplisobeny

hlavné poZitim malych agarovych castic s obsahem ZnO-NPs. Ptfi expozici na filtracnim
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papire, kde probiha pouze dermalni prijem, se naopak se zvysujici se koncentraci ZnO-
NPs toxicita sniZovala. K simulovani environmentalné relevantniho expozi¢niho systému
bylo v testu na filtra¢nim papife pouzito ptidnich extrakti namisto deionizované vody.
Pldni extrakty vyrazné sniZily toxicitu ZnO-NPs, jelikoz zvySovaly stupen jejich
agregace. Pouziti filtra¢niho papiru v kombinaci s plidnimi extrakty povaZovali autofi za
vhodny postup, jak ziskat environmentdlné relevantni informace o toxicité nanocastic

pro danou skupinu ptidnich organismd.

3
o
A

Obrazek 3: SEM obrazek ZnO-NPs v agaru pripravenym s RW (a) as DW (b), TEM
obrazek nanocastic v deionizované vodé s HA (c) a bez HA (d), (Li et al. 2011)

Hrda et al. (2016) studovali vliv dvou rozdilnych metod vnaseni nanocastic do
expozi¢niho média na toxicitu téchto nanocastic pro krouzkovce Enchytraeus crypticus.
[ v tomto ptripadé byl jako médium pouzit agar. Agar6zovy gel byl vybran jako testovaci
médium, nebot autofi predpokladali potlaCeni aglomerace nanocastic a zmirnéni
negativnich dopadli tohoto procesu na vysledky testli ekotoxicity. Prvni metoda byla
zaloZena na kryogennim mleti nanocastic ZnO (10 nm) se suchym agarem a nasledném
pfidini vody. Druhd metoda =zacCala re-suspenzaci nanocastic (také 10 nm)
v demineralizované vodé obsahujici disperzant (pyrofosfat sodny dekahydrat). Ziskany
koloid byl nasledné smichan s horkym agarovym gelem. Vysledky SEM analyzy agari

pripravenych s vyuzitim kryogenniho mleti ukazaly, Ze obsah velkych aglomeratt rostl
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se zvySujici se koncentraci ZnO-NPs. Relativni mortalita se v rozpéti koncentraci 50-
1000 mg/kg pohybovala vrozmezi 289% a 34.4%, vykazovala nizkou
reprodukovatelnost a nebyla zavisla na davce. V pripadé testli na agaru pripraveném
druhym zpiisobem (re-suspenzace nanocastic a nasledné smichani s horkym agarovym
gelem), byla mortalita zplisobena zejména poZitim nanocastic a byla zavisla na davce.
Test byl proveden v rozmezi davek 50-1000 mg/kg a vysledna mortalita se pohybovala
v rozmezi 0% a 66,7%. Rozpusténé Zn?* ionty se na celkové toxicité podilely minimalné.

Cui et al. (2014) se ve své studii vénovali fytotoxicité CeO, nanocastic u Lactuca
sativa var. angustata péstovaném v agarovém expozi¢nim médiu (0,5%). Také v pripadé
testll fytotoxicity je v posledni dobé agar vyuZivan, nebot poskytuje vyhodu spocivajici
v potlaceni agregace a rovnomérnosti distribuce ¢astic. Velikost a morfologie nanocastic
pouzitych v testech, byly vyhodnoceny pomoci TEM. Testované castice vykazovaly
prameér 7,1 £ 0,4 nm a zkraceny oktahedralni tvar. BEhem piipravy testovaciho média
byly suspenzi nanocastic naplnéné Petriho misky rychle zmrazeny na - 20 °C. Tento
postup byl zvolen kviili zamezeni agregace a sraZzeni NPs. V ramci studia fytotoxickych
ucinka byly sledovany rastové parametry (kliceni semen, rist vyhonku, prodluzovani
korene) a reakce na stres (aktivita superoxid dismutdzy (SOD), aktivita peroxidazy
(POD), hladina malondialdehydu (MDA)). Vysledky neukazaly Zadné vyznamné vlivy na
kli¢ivost semen a rlist vyhonki ve vSech testovanych koncentracich (0-2000 mg/L). Byla
vSak prokdzana inhibice prodluZovani kofene u koncentraci vysSich nez 500 mg/L. Pri
vyhodnocovani stresovych reakci byla pozorovana snizujici se aktivita SOD pfi vysokych
koncentracich (500, 1000 a 2000 mg/L) alehce posilena aktivita peroxidazy (POD) ve
vSech koncentracich kromé 2000 mg/L. Dale byl pozorovan vyznamny narast hladin
MDA a unik elektrolytili u vysokych koncentraci (500, 1000 a 2000 mg/L) coz indikovalo
poskozeni membran kofenovych bunék. V porovnani s deionizovanou vodou, byla
biodostupnost Ce0,-NPs v agarovém médiu redukovana.

Pouziti agaru misto plidy nebo sedimentt poskytuje vyhodu, zejména pokud jde
o analyzu/charakterizaci nanocastic vexpozi¢nich médiich, sniZeni aglomerace
a vylouceni interakci s plidnimi slozkami za Ucelem zaméreni se na dopady nanocastic

(Hrda et al. 2016). Tyto studie jsou zatim v pocatcich a vyzaduji dal$i pozornost.

2.4 Testovaci organismus

2.4.1 Obecna charakteristika roupic

Celed roupice (Enchytraeidae) patii do kmene krouzkovci (Annelida), t¥idy
opaskovci (Clitellata) a podtridy maloStétinatci (Oligochaeta), do které se dale zahrnuji

7izaly, Zizalice a niténkovci (Sutekova 2006).
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Plidni roupice jsou obvykle bezbarvé a dosahuji délky okolo 1-40 mm. Jejich télo
se sklada zmnoha segmentli skruhovym nebo sedlovym glanduldrnim pasem
(clitellum) viz. Obr.4. PocCet segmentd se zvySuje svékem jedince. Najednotlivych
segmentech obvykle vyristd ze svazki rlzny pocet $tétin na rozdil od prvniho

a posledniho segmentu (Kobeticova 2011).

b)

Obrazek 4: kruhové clitellum (a); sedlové clitellum (b) (Schmelz et Collado 2010)

Roupice mohou obyvat pozemni, sladkovodni nebo morské prostiedi.
Celosvétoveé je popsano asi 900 druhti roupic. Ve stiedni Evropé je ve 20 rodech popsano
asi 200 az 300 druhti a jsou stale popisovany nové druhy. Roupice Ziji hlavné v uzkém
kontaktu s plidni pérovou vodou a tak je jejich vlhka pokozka velmi citliva na vysychani.
Jedna se o saprofagni ZivocCichy, ktefi se krmi prevazné na rozpadajicim se organickém
materidlu, mikroorganismech a houbach (Kobeticovd 2011). Kexpozici chemickym
latkdm dochazi bud’ pozienim kontaminované potravy anebo pres povrch téla z okolni
poérové vody (Sutekova 2006).

Roupice jsou vétSinou hermafrodité. Obvykly zplisob rozmnozovani téchto
organismi spociva ve vzajemné vyméné spermatozoi mezi dvéma oboupohlavnimi
jedinci (Pestova 2007). Nékteré druhy se rozmnoZuji prostiednictvim partenogeneze
(napft. C. glandulosa, Buchholzia appendiculata) (Jansch et al. 2005). Dalsi reproduk¢ni
strategii je fragmentace, kde je jednotlivec autonomné rozdélen do nékolika casti,
znichZ kazda regeneruje do kompletniho jedince (napt. Enchytraeus fragmentosus,

Enchytraeus japonensis ¢i Cognettia sphagnetorum) (Kobeticova 2011).

2.4.2 Ekologie roupic

Pldni cervi jsou diilezitymi ¢leny pltidni komunity diky jejich schopnosti zménit
své stanoviSté nebo pomoci riaznych aktivit vytvaret nové stanovisté pro dalsi

organismy (Rémbke et al. 2005). Roupice jsou nepostradatelné zejména v silné kyselych

36



oblastech (hlavné lesni plidy s nizkymi hodnotami pH), kde se ZiZaly vyskytuji jen ziidka
anebo vibec. Vtéchto oblastech dosdhnou roupice velmi vysokych hustot a patii
k hlavnimu taxonu ptdnich krouzkovcii (Kobeticova 2011). Prebiraji zde hlavni funkce
zizal v ptidé a pri rozkladnych procesech (PeStova 2007). Podileji se na tvorbé humusu,
produkci exkrementi a napomahaji navratu Zivin do pldy, které jsou pak k dispozici
rostlinam nebo jinym ptdnim rozkladaé@im. Cervi také transportuji mineralni ¢astice
prostirednictvim jejich poziti nebo zachyceni na téle. Timto zplisobem jsou mineralni
¢astice prepravovany z hlubsich vrstev na povrch ptidy a organickd hmota pak do vrstev
hlubsich, coZ miize pomoci procesu dekompozice. Kromé toho roupice konzumuji
mikroorganismy, které obsahuji imobilni Ziviny, a nepfimo tak prispivaji k uvolnéni
zZivin v cyklu rozkladu (0O'Connor 1967).

Roupice se vyskytuji v nejsvrchnéjsich vrstvach pitidy do hloubky priblizné 3-
6 cm. Vertikalni rozmisténi roupic v prostredi je druhové zavislé. (Pestova 2007).
V kyselych plidach je pocet roupic ¢asto vyssi nez v plidach s neutradlnim pH. Mezi dalsi
faktory ovlivitujici jejich vyskyt jakoz i jejich reakce na stresové faktory patifi obsah
organickych latek v ptidé a ptidni vlhkost (Rémbke 2003).

Roupice jsou v plidni ekotoxikologii pouzivany jiz od roku 1970. Rod Enchytraeus
ma relativné kratky Zivotni cyklus ve srovnani s ostatnimi rody. Druhy rodu Enchytraeus
se snadno chovaji a jsou schopny produkovat dostatek jedinci pro zkousky toxicity
a pro udrZeni chovnych kultur. Nejznaméjsim a jednim z nejvétsSich druhti tohoto rodu je
Enychtraeus albidus, ktery je jasné rozliSitelny od jinych druht roupic. Vyskytuje se po
celém svété v mistech svelkym obsahem organickych latek, zaroven ho lze nalézt
ivlesich a polnich lokalitach. Jedinci E. albidus se rychle rozmnoZuji, mohou byt
uchovavani v riiznych substratech a krmeni Sirokou $kdlou potravin. Diky tomu jsou
Casto vyuzivani jako modelovy organismus pii ekotoxikologickych testech. Nékteré
menS$i druhy rodu Enchytraeus jako E. crypticus, E. buchholzi, E. luxuriosus, E. minutus,
E.fragmentosus a E. bulbosus jsou také vhodné testovaci organismy (Rombke 2003).
Casto byva v ekotoxikologickych testech pouZivan druh E. crypticus (Obr. 5). Ve
srovnani s E. albidus se E. crypticus kultivuje v agarovém médiu. Dale ma E. crypticus
vys$s$i reprodukeni rychlost, krat$i generacni dobu, kratsi testovaci obdobi a v neposledni
radé SirSi rozsah tolerance Kk odliSnym pldnim vlastnostem (pH, textura a obsah

organickych latek) (Castro-Ferreira et al 2012).
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Obrazek 5: Enchytraeus crypticus (foto Dominika Novakova)
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v 7

3. Experimentalni c¢ast

Ekotoxikologické testy a chov testovaciho organismu probihaly v laboratotich
Centra materiali a nanotechnologii (CEMNAT) a Ustavu environmentalniho
a chemického inZenyrstvi (UEChI) Univerzity Pardubice. Cilem prace bylo prakticky
vyzkouSet navrzeny postup upravy agarového kultivacniho média pro test ekotoxicity
nanocastic na pldnim krouzkovci Enchytraeus crypticus. Postup upravy agarového
média spocival v piidavku dalsich sloZek (kaolin, huminové kyseliny a kombinace obou
téchto sloZzek), které se bézné vyskytuji v plidnim prostredi a mohou mit vliv na
biologickou dostupnost nanocastic a z nich uvolnénych iontd pro organismy. Agarové
expozitni médium bylo zvoleno predevsim kvili predpokladu, Zze pri jeho vhodné
pripravé dojde krovnomérnému rozptyleni nanocastic po celém objemu a dale ke

sniZeni agregace ZnO-NPs.

3.1 ZnCl, a nanocastice oxidu zinecnatého

V ramci experimentd, jejichZ cilem bylo vyhodnotit ekotoxicitu Zn?* kationtu, byl
pouzivan chlorid zine¢naty bezvody p.a. (PENTA, s. r. o.). Testované nanocastice
o Cistoté min. 99,5% byly ziskdny od spole¢nosti Bochemie Group,a.s. ve formé
nanoprasku. Primér sférickych ¢astic byl vyrobcem stanoven na 10 nm s rozsahem 5-
50 nm. Nanocastice mély krystalickou strukturu (zincite).

3.2 Chov testovaciho organismu - roupice Enchytraeus crypticus

Roupice pouZité k zaloZeni chovu byly ziskany z Centra pro vyzkum toxickych
latek v prostiedi (RECETOX) na Masarykové univerzité v Brné. Chov je v souc¢asnosti na
pracovisti v Pardubicich udrzovan jiz pres 1 rok a je realizovan v plastovych Petriho
miskach s ventilaci (Fisherbrand, PS, aseptické, 90 x 14,2 mm), naplnénych agarem
(Agar prirodni, Dr. Hoffmann) (viz. Obr. 6). Chovny agar byl pripravovan z praskového
agaru, destilované vody a z vodnych roztok soli: 0,1M NaHCO3; 0,01M KCI; 0,1M MgS04
(Lach-ner, s. r. 0.) 0,2M CaCl (PENTA, s. r. 0.). Po pripravé bylo nutné chovny agar
sterilizovat, coZ bylo provadéno pri teploté 120 °C za zvySeného tlaku po dobu alespon
30 minut v tlakovém hrnci (Barazzoni 5 L, elektricky vari¢ jednoplotnovy ETA 3109).
Nasledné byl v digestori za horka rozlit do Petriho misek. Po zchladnuti byly roupice
prevedeny do agaru. Misky byly umisténé v termostatu (WTW TS 606 CZ/2) pfti teploté
21 °C ve tmé. Roupice byly krmeny dvakrat tydné jemné namletymi ovesnymi vlockami.

Krmeni zaroven zajiStovalo dostatecny prisun cerstvého vzduchu. Ovesné vlocky bylo
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nutné po namleti a jednou za 1-2 mésice taktéz sterilizovat v susarné (Memmert UN55
SingleDISPLAY) pri teploté 160-180 °C po dobu 2-6 hod. Roupice bylo nutné presadit do
¢erstvého agaru jednou za 1-2 mésice. Do testl byli vybirani dospéli jedinci s viditelnym

opaskem. Pfi manipulaci s Zivymi jedinci byl pouZivan Stétecek.

Obrazek 6: Chovna Petriho miska s Enchytraeus crypticus (foto Dominika Novakova)

3.3 Ekotoxikologické testy

Experimentalni design ekotoxikologickych testli, véetné testované koncentracni
rady (50, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg ZnO/kg agaru) vychazi z diplomové prace Hrda
(2015). Ve zminéné studii byla ekotoxicita ZnO-NPs testovdna v agaru na ZiZalicich
Lumbriculus variegatus a roupicich Enchytraeus crypticus.

Vramci mnou provadéné studie byly testovaci organismy po dobu 96 hodin
vystaveny plisobeni ZnCl, a ZnO-NPs vupraveném agarovém médiu. Sledovanym
endpointem testli byla procentualné vyjadiena mortalita testovacich organismu
v porovnani s kontrolni skupinou. Hodnoty LCso byly vypocitany pomoci programu
GraphPad Prism 5 metodou nelinedrni regrese. Testovani toxicity na roupicich bylo
provadéno v plastovych Petriho miskach, které byly naplnény 55 mL upraveného agaru
(1,5%). K pripravé agarového média byla pouzita destilovana voda a Agar ptirodni, (Dr.

Hoffmann). Kazda koncentrace byla pripravena ve trech opakovanich, stejné jako
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kontrolni skupina kultivovana v agaru, k jehoZz pripravé byla pouZita destilovana voda
bez ptidavku nanocastic a zivnych soli. Petriho misky byly v priibéhu testu umistény
v termostatu pri teploté 21 °C a bez osvétleni. Po 96 hodinach byli spocitani prezivsi

jedinci. Roupice, které nereagovali na mechanickou stimulaci, byly povaZovany za mrtvé.

3.4 Testy toxicity Zn** kationti

Pfed samotnymi testy toxicity nanocastic byly zjiStovany ucinky zinecnatych
iontli. Za timto ucelem byl pouzit ZnCl, (PENTA, s. r. 0.), predevsim kvtli jeho dobré
rozpustnosti ve vodé (396 g/100 mL pti 20 °C). Nejprve byla testovana koncentracni
rada 1; 10; 20; 30 a 60 mg Zn/kg agaru. Toto koncentracni rozmezi bylo zvoleno proto,
Ze v praci Hrda (2015) byla zjiSténa hodnota LCs0 37,2 mg Zn/kg agaru (35,2-38,8). Agar
byl pripraven v Erlenmeyerovych bankach (250 mL), kazda testovana koncentrace vzdy
ve tfech opakovanich. Do banék bylo pirevedeno odpovidajici mnozZstvi praskového
agaru (0,83 g na misku pfi ptipravé 1,5% agaru), destilovanad voda (55 mL na misku)
anasledné byl pridan ZnCl; (zasobni roztok potrebny k ptripravé agaru o poZadované
koncentraci Zn** byl do Erlenmeyerovy batiky davkovan vzdy v objemu 1 mL). Nasledné
bylo zméreno (pH metr VWR pH110) a pomoci 0,1M fosfatového pufru (NaH,P0,.2H0,
Na,HPO,.12 H,0, LACHEMA a. s.) upraveno pH smési na neutrdlni hodnoty.
Takto pripravené smési, véetné agaru pro negativni kontrolu bez ptidavku ZnCl;, byly
na magnetickych michackach (IKA-RH basic 2; IKA-RH digital; VWR, VMS-C4; Heidolph
MR Hei-Standard; Stuart UC152) zahraty na 95 +5 °C audrZovany pri této teploté
30 minut. V predbéZnych testech bylo zjiSténo, Ze sniZeni doby zahrivani a zvySeni
teploty vede k dostatecné tuhosti agaru a proto byl agar pripravovan vySe popsanym
postupem. Poté byl agar rozlit do jednotlivych Petriho misek. Po ztuhnuti agaru byly
pomoci skalpelu vytvoreny ryhy, z diivodu lepsiho pronikani organismd do média. Do
takto pripraveného expozi¢niho média byly nasledné nasazeny roupice, vZdy 10 jedinci
na testovaci nddobu. Na zdkladé vysledki prvniho testu byly nasledné testovany
koncentrace 2,5; 5; 7,5; 12,5; 15; 17,5 a 22,5 mg Zn/kg agaru.

U¢inky zine¢natych iontd byly rovnéZ sledovany ve vSech tfech tupravach
agarového média, tedy v agaru s pridavkem kaolinu (1%; Dr. Hoffmann), s pridavkem
huminovych kyselin (0,1%; Humatex, a.s.) a s pfidavkem kombinace obou komponent,
kdy vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.1. Koncentrace kaolinu a huminovych kyselin,
doporucené v normé 207 OECD (1984) pro test akutni toxicity na piadnim cervu, kde je
popsano sloZeni artificialni ptidy, by byly pro naSe experimenty prilis vysoké. Z tohoto
diivodu jsem zacala pouze s niz$im pridavkem (0,55 g kaolinu, coZ odpovida 1 % hm ve
vysledném kultiva¢énim médiu a 0,055 g huminovych kyselin, coZ odpovida 0,1 hm % ve

vysledném kultivaCnim médiu) za ucelem zjiSténi, zda i takto nizky pridavek ovlivni
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chovani nanocastic vagaru. Agar byl ve vSech experimentech aplikovan i na vicka
Petriho misek, z dlivodu zabranéni iniku roupic z expozi¢niho média a pripadné i jejich

vyschnuti a thynu.

3.5 Testy toxicity ZnO-NPs
3.5.1 Testy ZnO-NPs v upraveném agarovém médiu

Zplisob vnaseni nanocastic spocival v piipravé vodné disperze nanocastic, ktera
byla poté pridana do horkého agaru. Tento zplisob vnaSeni nanocastic byl zvolen na
zakladé vysledkii experimenti v praci Hrda (2015), kde bylo zjiSténo, Ze vnaSeni
nanocastic v podobé vodné disperze vede k mensi mife agregace nanocastic a k jejich
lepSimu rozptyleni vagaru, nez v pripadé pouZiti alternativnich technik (kryogenni
mleti suchého agaru s nanocasticemi a nasledna priprava kultiva¢niho média). Nejprve
byly provedeny predbéZné testy vSech Ctytr variant agarového média o koncentraci
1000 mg ZnO-NPs/kg agaru. Na zakladé vysledkt predbéznych test byla pro nasledné
experimenty zvolena koncentra¢ni fada 50; 100; 250; 500; 750 a 1000 mg ZnO-NPs/kg
agaru (coZ odpovidalo koncentracim 40; 80; 201; 402; 603 a 804 mg Zn/kg agaru). Tyto
koncentrace odpovidaly koncentrac¢ni fadé pouzité v praci Hrda (2015). Experimentalné
bylo zjiSténo, Ze nejlepsi velikostni distribuce je dosaZeno po 45 minutové sonikaci
koloidniho roztoku ZnO-NPs v pritomnosti disperga¢niho c¢inidla pyrofosfore¢nanu
sodného (0,02% NazP207.10H20; SYNPO, a. s.). K charakterizaci takto pripravené
disperze ZnO-NPs byla pouzita metoda DLS (Brookhaven, ZetaPlus).

Z celkového objemu destilované vody potfebné na pripravu agaru byly 2/5
pouzity na pripravu disperze. Do tohoto objemu destilované vody byla prevedena
polovi¢ni navazka dispergacniho cinidla (0,02% NazP207.10H20) a po jeho rozpusSténi
i navazka ZnO-NPs. Disperze byla poté umisténa na 45 minut do ultrazvukové lazné
(Bandelin Sonorex Digitec). Mezitim bylo do Erlenmeyerovych banék (250 mL)
navazeno odpovidajici mnozZstvi agaru, druhd polovina navazky dispergacniho ¢inidla,
odpovidajici mnoZstvi dalSich slozek (0,55 g kaolinu, coZ odpovida 1 % hm ve vysledném
kultivacnim médiu; 0,055 g huminovych kyselin, coZ odpovida 0,1 % hm ve vysledném
kultivacnim médiu) a pridano zbyvajici mnoZstvi destilované vody. Koncentrace kaolinu
a huminovych kyselin doporuc¢ené v normé 207 OECD (1984) pro test akutni toxicity na
plidnim cervu, kde je popsano sloZeni artificidlni ptidy, by byly pro mé experimenty
prilis vysoké. Z toho diivodu jsem zacala pouze s nizs§im pridavkem (1% kaolin, 0,1%
huminové kyseliny) za ucelem zjisténi, zda i takto nizky piidavek ovlivni chovani
nanocastic v agaru. V testech s agarovym médiem, upravenym pomoci kaolinu, bylo do

Erlenmeyerovych banék jeSté pridavano odpovidajici mnoZstvi Cerveného
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potravinarského barviva (Babeta), z diivodu lepsi viditelnosti testovaciho organismu pfri
vyhodnocovani testli. Dispergant byl pfidan i do agaru kontrolni skupiny. I v tomto
pripadé bylo zméreno a upraveno pH smési na neutralni hodnoty. Agar byl za stalého
michani zahiat na 95 £5 °C. Po 15 minutach od dosaZeni teploty 95 °C byla zbyvajicich
15 minut do agaru po kapkach prilévana disperze ZnO-NPs (Obr. 7). Poté byl agar rozlit
do jednotlivych testovacich nadob a po jeho ztuhnuti byly pomoci skalpelu vytvoieny do
agaru ryhy. Do takto pripraveného expozi¢niho média byly nasledné nasazeny roupice,
vzdy 20 jedinci na testovaci nadobu. I v pripadé experimentd s nanocasticemi byl agar

taktéz ve vSech experimentech aplikovan i na vicka Petriho misek.

&

Obrazek 7: Priprava upraveného agarového média s testovanymi koncentracemi ZnO-
NPs (foto Dominika Novakova)

K charakterizaci nanocastic vagaru byla pouzita skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM). Kanalyze byly pripraveny vzorky o koncentracich 50 mg ZnO-
NPs/kg a 1000 mg ZnO-NPs/kg ve vSech ¢tyrech variantach Upravy agarového média,
tedy Cisty agar, spfidavkem kaolinu (1%), s pfidavkem huminovych kyselin (0,1%)
a kombinaci obou (1% kaolin a 0,1% huminové kyseliny). Vzorky byly pripraveny
rozlitim horkého agaru mezi sklicka, vysusenim vzorku a nasledné zvysSenim vodivosti
povrchu vzorku jeho pozlacenim. Vzorky byly lyofilizovany pfi teploté < -50 °C a voda
z nich byla sublimovana pri tlaku < 60 Pa po dobu minimalné 6 hodin. Nasledné byly
pozlacené vzorky analyzovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM
JEOL JSM-5500LV  vybavenym rentgenovym energiové disperznim (EDX)
mikroanalyzatorem IXRF Systems (detektor GRESHAM Sirius 10).
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Vlastni méteni probihalo za nizkého urychlovaciho napéti 10 kV pro zvySeni
povrchové citlivosti. K analyze chemického slozeni pozorovanych objektli byla pouzita
metoda EDX. Pro ovéreni distribuce a miry aglomerace ZnO v analyzovanych vzorcich

byly vySetiovany vzdy pozorované utvary riznych velikosti a také plocha vzorku.

3.5.2 Test toxicity supernatantu ZnO-NPs

Aby bylo mozné odlisit toxicitu ZnO-NPs od ucinki iontd, které se mohou
uvoliiovat zpovrchu ¢astic zejména v pribéhu pripravy kultivacniho média, byl
proveden test toxicity supernatantu. Testovany supernatant byl ziskan odstifedénim
primarniho koloidu ZnO-NPs pouZivaného pro pripravu média o koncentraci 1000 mg
Zn0-NPs/kg agaru. Z celkového objemu destilované vody potiebné na pripravu agaru
byly 2/5 pouZity na pripravu supernatantu. Do tohoto objemu destilované vody byla
prevedena polovi¢ni navazka dispergacniho cinidla (tedy 0,0165 g pyrofosfore¢nanu
sodného) a po jeho rozpusténi i navazka ZnO-NPs. Disperze byla poté umisténa na
45 minut do ultrazvukové lazné a poté nasledovala centrifugace po dobu 2 hodin
(EPPENDOREF, Centrifuge 5804 R, teplota 20 °C, RPM 11000, akcelerace 5, brzdéni 2).
Koncentrace Zn?* v supernatantu byla méfena pomoci optické emisni spektrometrie
sbuzenim v induk¢né vazaném plazmatu (ICP-OES). Vysledna koncentrace Zn
v supernatantu byla 36 mg Zn/L. Ztohoto supernatantu byl dale ptipraven agar
o koncentraci 13 mg Zn/kg. V pripravé kultivatniho média jsme postupovali stejnym
zplisobem, ktery je popsan v kapitole 3.5.1.

Dale byl sledovan vliv zahfivani na koncentraci Zn®* v supernatantu. Byl
pripraven primarni koloid o koncentracich, které byly drive pouzity (viz kapitola 3.5.1),
k ptipravé agarovych médii o koncentraci 50; 100; 250; 500; 750; 1000 mg ZnO-NPs/kg
agaru. Skutec¢né koncentrace ZnO-NPs v odstired’ ovanych roztocich byly 138; 275; 688;
1375; 2063 a 2750 mg ZnO-NPs/L, coz odpovidalo 111; 221; 553; 1105; 1658
a 2210 mg Zn/L. Primarni koloid byl pripraven ve dvou opakovanich. Nejprve bylo
navazeno odpovidajici mnoZzstvi dispergac¢niho ¢inidla (0,02% Na2P207.10H20) a po jeho
rozpusténi ve 2/5 celkového objemu destilované vody (50 mL) bylo prevedeno
i odpovidajici mnoZstvi ZnO-NPs. Disperze byla poté umisténa na 45 minut do
ultrazvukové lazné a poté nasledovala centrifugace po dobu 2 hodin (EPPENDOREF,
Centrifuge 5804 R, teplota 20 °C, RPM 11000, akcelerace 5, brzdéni 2). Jeden
z primarnich koloida byl jesté pred centrifugaci zahiat na 95 °C a udrzovan pii této

teploté po dobu 15 minut. Poté byly vSechny vzorky analyzovany pomoci ICP-OES.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Testy toxicity Zn?* kationtt

Vysledky testl toxicity Zn** kationtG pro Enchytraeus crypticus v ¢istém agaru
jsou uvedeny v Tab. 17. BEhem testii byla pozorovana 100% mortalita p¥i koncentracich
30 a 60 mg Zn/kg agaru. V negativni kontrole bez ptidavku ZnCl, nebyla pozorovana

Zadna mortalita. Normalizovana mortalita byla vypocitana podle rovnice:

Pocet zivych jedincl v testovaci nadobé

Normalizovana mortalita (%) = 100 — ( 100)

*
Pocet zZivych jedincl v kontrolni skupiné

Tabulka 17: Normalizovana mortalita E. crypticus (%) v zavislosti na koncentraci Zn**

koncentrace
Zn (mg/kg | kontrola | 1 2,5 5 75 | 10 | 12,5 | 17,5 | 20 30 60
agaru)

Nm (%) 0 0 0 10 | 13 | 33 37 63 | 97 | 100 | 100

SD (%) 0 0| o0 [82]47 4712512547 0 | o

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Hodnoty LCso byly vypocitany pomoci programu GraphPad Prism 5 metodou
nelinearni regrese. Hodnota LCso pro E. crypticus v ¢istém agaru byla vypoctena na
14 mg Zn/kg agaru (12,5-15,8). Hodnota koeficientu determinace R se rovnala 0,944.
Obr. 8 znazoriiuje kivku davka-ucinek popisujici vliv Zn** na mortalitu E. crypticus.
Z krivky je patrny trend, kdy se zvySujici se koncentraci roste i mortalita testovaného

organismu.
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Obrazek 8: Krivka davka-ucinek pro E. crypticus

Vysledky testd toxicity Zn** kationtl pro E. crypticus provedené v jednotlivych
typech upraveného agarového média jsou uvedeny v Tab. 18. Negativni kontroly byly
kultivovany vzdy v odpovidajicim typu upraveného agaru bez piidavku Zn?*. Umrtnost
v kontrolnich skupindch byla vzdy < 20 %. Z vysledkl je pak patrné, Ze pti nizkych
koncentracich se mortalita pohybuje v podobnych hladinach. K nejstrméjSimu nastupu
toxickych uC€inkli dochazi vagaru shuminovymi Kkyselinami pfi koncentraci
15 mg Zn/kg.

Tabulka 18: Normalizovana mortalita E. crypticus v jednotlivych modifikacich agaru
(%) v zavislosti na koncentraci Zn?*

agar + kaolin agar + HA agar + kaolin + HA
koncentrace
agaru)
kontrola 3 4,9 0 3 4,9
1 13 4,9 0 17 12,9
7,5 13 4,9 0 10 8,4
15 17 4,9 7 9,4 17 4,9
22,5 20 0 3 4,7 13 4,9
30 27 12,8 17 9,4 40 14,6

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Pro stanoveni LCso v upraveném agaru by bylo zapotrebi rozsireni koncentracni

rady. Z vysledk, které jsem ziskala, je vSak patrné, Ze ptridavek plidnich slozZek sniZzil
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toxicitu zine¢natého kationtu pro E. crypticus. Rozsah koncentraci Zn?* v upravenych
agarovych médiich byl zvolen na zdkladé vysledkli drive zminéného testu na LCso
provadéném v neupraveném agaru. Tento rozsah pokryval koncentra¢ni oblast, ve které
se pri experimentech v neupraveném agaru pohybovala mortalita v rozmezi 0 - 100 %.

V praci Hrda et al. (2016) byla testovana akutni toxicita zinecnatého kationtu
v agarovém kultiva¢nim médiu na Enchytraeus crypticus. Autofi studie uvadi vyslednou
hodnotu LCso 37,2 (35,5-38,8) mg Zn/kg agaru. Mé vysledky ukazovaly na vyssi toxicitu
Zn** (LCso 14 mg Zn/kg) neZ v piipadé Hrdé et al. (2016). Tyto rozdily mohly byt
zplisobeny pouZzitim agaru od jiného vyrobce a také jeho rozdilnou koncentraci, kdy byl
v mém pripadé zinec¢naty kationt testovan v 1,5% agaru, kdeZto v pripadé studie Hrdé et
al. (2016), byl pouZit 2% agar. Porovname-li vysledné toxické ucinky u nejvyssi
testované koncentrace (tedy 30 mg Zn/Kkg), je patrné snizeni toxicity po pridani ptidnich
slozek, kdy toxicitu nejvice sniZily huminové kyseliny (viz. Tab. 19).

Tabulka 89: Normalizovand mortalita v upravenych agarech pro E. crypticus pri
koncentraci 30 mg Zn/kg

kultivacni L agar + kaolin + .
. Cisty agar agar + kaolin agar + HA
médium HA
Nm (%) 100 40 27 17
SD (%) 0 14,6 12,8 9,4

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Publikaci, kde by byly diskutovany vysledky test toxicity Zn?* pro pldni
krouzkovce v agarovém médiu neni mnoho, proto pro srovnani uvadim vysledky ziskané
pti testech v ptidach (viz. Tab. 20).

Tabulka 20: Hodnoty LCso pro ptidni krouzkovce ziskané pti testovani akutnich ucinkt
Zn?** v pdé

i . akutni toxicita (mg Zn/kg ..
testovaci organismus L autori
suché pidy)
Eisenia fetida 1340 Lock et Janssen (2003)
Eisenia fetida 1598 (1460-1760) Spurgeon et al. (1997)
Enchytraeus albidus 72,6 (58,1-84,9) Novais et al. (2011)
Enchytraeus albidus 603 Lock et Janssen (2003)

Rozdilné toxické ucinky Zn** pro Eisenia fetida a Enchytraeus albidus mohou byt

zplisobeny citlivosti téchto organismi. Ackoli se v obou pripadech jedna o organismy,
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které plni v ekosystému ptid podobnou funkci, svou fyziognomif se lisi. Garcia-Gémez et
al. (2014) ve své studii pozorovali 98% inhibici produkce kokontli u Eisenia fetida pro
ZnCl; pri koncentraci 1000 mg ZnCl,/kg zemédélské ptdy, ve které byly experimenty
provedeny. Phipps et al. (1995) ve své studii sledovali toxicitu zine¢natého kationtu pro
Lumbriculus variegatus ve vodnim prostredi. Vysledna hodnota LCso byla 3 mg/L. V praci
Posthuma et al. (1997) byla sledovana akutni toxicita Zn®** na Enchytraeus crypticus
s vyslednou hodnotou LCso 336 (266-425) mg Zn/kg suché pilidy. Toxicita Zn** pro ptdni
organismy zjisténa ve vodnim prostredi je typicky vySsi nez toxicita zjiSténa v agarovém
médiu. Agarové médium obsahuje polysacharidy (agar6za, agropektin), které mohly
interagovat se Zn?** ionty a sniZit tak jejich biologickou dostupnost. Pida pak
predstavuje komplexnéjSi médium, kdy jeji jednotlivé slozky a fyzikalné-chemické
procesy vni ovliviiuji toxicitu Zn?*. Ve vysledku pak neni toxicita tak vysoka jako
v pripadé agarového ¢i vodniho média, coZ je patrné iz jednotlivych studii, kdy se
vysledky radové lisily. Vliv na toxické ucinky ma i slozeni pid, coz dokazuji radové
rozdilné vysledky hodnot LCso ve studiich Novais et al. (2011) a Lock et Janssen (2003)
viz. Tab. 20. Autoti Novais et al. (2011) ke svym experimentim pouzili umélou OECD
ptidu, kdezto Lock et Janssen (2003) provadéli testy ve standardni piirodni ptidé LUFA
2.2, kterd podporuje biologickou dostupnost kovl. I v mém pripadé doSlo ke sniZeni
toxicity po pridani jednotlivych pldnich sloZek do agaru, kdy toxicitu nejvice sniZila
pritomnost huminovych kyselin. Huminové kyseliny maji schopnost sorbovat tézké kovy
vytvarenim komplexti s funkénimi skupinami (COOH, C=0, -OH) vazanymi na povrchu
huminovych kyselin (Tang et al. 2014), coZ mohlo byt diivodem sniZeni biologické

dostupnosti Zn** a nasledné i toxicity v agaru.

48



4.2 Testy toxicity Zn0O-NPs v Cistém agaru
4.2.1 Charakterizace ZnO-NPs v Cistém agaru

K charakterizaci nanocastic v agaru byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop
(SEM) vybaveny energiové disperznim rentgenfluorescen¢nim (EDX)
mikroanalyzatorem. Ve vzorcich byly pozorovany vzdy tzv. ,boule“ agaru. Analyza
chemického sloZzeni téchto utvart pomoci EDX odhalila, Ze neobsahuji detekovatelny
zinek. Dale byly v obou analyzovanych vzorcich pozorovany malé aglomeraty ZnO-NPs
(A <1 pum, B> 1 pum; viz. Obr. 10), jak naznacuje intenzita ¢ary zinku na spektrech 2 a 4.
Analyza plochy vzorkl ukazala, Ze v obou vzorcich jsou ZnO-NPs dispergovany v celém
objemu agaru, coz je patrné z poméru intenzit ¢ar uhliku a zinku na spektrech 3 a 5.
Utvary pozorované na povrchu vzorkd maji na SEM odli$nou intenzitu signalu, ktera

souvisi s topologii povrchu a ne se zménou chemického sloZeni (Obr. 9).

Obrazek 9: Snimky agaru s koncentracemi nanocastic 50 (A) a 1000 mg ZnO-NPs/kg
agaru (B) porizené SEM, zvétSeni 2000x.
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Obrazek 10: Vystup z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych tutvart: (1) boule
agaru, (2) Castice, (3) plocha, (4) ¢astice, (5) plocha
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4.2.2 Toxicita ZnO-NPs v Cistém agaru

Vysledky testu toxicity ZnO-NPs pro E. crypticus v ¢istém agaru jsou uvedeny
v Tab.21. VZadné ztestovanych koncentraci nebyla pozorovidna 100% mortalita.
Normalizovana mortalita byla ve vSech pripadech ZnO-NPs vypoctena pomoci rovnice

uvedené v kapitole 4.1.

Tabulka21: Normalizovana mortalita E. crypticus v Cistém agaru (%) v zavislosti na
koncentraci Zn.

koncentrace
Zn (mg/kg | kontrola 40 80 201 402 603 804
agaru)
Nm (%) 7 55 61 79 98 96 98
SD (%) 2,4 6,7 21,6 4,4 2,5 51 2,5

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Hodnoty LCso byly vypocitany pomoci programu GraphPad Prism 5 metodou
nelinearni regrese. Hodnota LCso pro E. crypticus v ¢istém agaru byla vypoctena na
54,4 mg ZnO-NPs/kg agaru (36-82,4), coZ odpovida 43,7 mg Zn/kg agaru (28,9-66,2).
V tomto pripadé byla hodnota koeficientu determinace R 0,738, coz byla niZsi hodnota
neZz u Zn** v ¢istém agaru. Obr. 11 znazorhuje kfivku davka-tucinek popisujici vliv ZnO-

NPs na mortalitu E. crypticus.
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Obrazek 11: Krivka davka-ucinek pro E. crypticus v ¢istém agaru
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4.3 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu

4.3.1 Charakterizace ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu

V agaru obsahujicim kaolin byly pozorovany rizné velké utvary (viz. Obr. 12),
které vZdy vykazovaly vyssi intenzity car kifemiku a hliniku v porovnani se zinkem, coZ
vede k zavéru, Ze se nejednalo o aglomeraty ZnO-NPs nybrz zejména o utvary kaolinu
(viz spektra 1, 2, 4, 5; viz. Obr. 13). V téchto vzorcich nebyly na rozdil od vzorkd ZnO-
NPs dispergovanych v ¢istém agaru nalezeny rozmérnéjSi aglomeraty a ploSna
koncentrace zinku k uhliku byla podobna vhladké ploSe vzorku i v kaolinovych
utvarech, jak ukazuji intenzity ¢ar na spektrech 3 a 6. Z téchto skutecnosti Ize usuzovat,
Ze v pritomnosti kaolinu jsou nanocastice lépe dispergované oproti Cistému agaru a zda
se, jakoby byly nanocastice béhem pripravy agaru obalovany kaolinem. Tento fakt mohl
byt diivodem ke sniZeni jejich biologické dostupnosti a nasledné toxicity.

Obrazek 12: Snimky agaru s kaolinem s koncentracemi nanocastic 50 (A) a 1000 mg
Zn0-NPs/kg agaru (B) porizené SEM, zvétSeni 2000x.
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Obrazek 13: Vystup z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych tutvart: (1) mala
Castice (2) velka c¢astice (3) plocha, (4) mala Castice, (5) velka ¢astice (6) plocha
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4.3.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu

Vysledky testu toxicity ZnO-NPs pro E. crypticus v agaru s pridavkem kaolinu

jsou uvedeny v Tab. 22. Stejné jako v pripadé cCistého agaru i zde nebyla pozorovana
100% mortalita v Zadné z testovanych koncentraci.

Tabulka 22: Normalizovana mortalita E. crypticus v agaru s pfidavkem kaolinu (%) v
zavislosti na koncentraci Zn.

Kkoncentrace
Zn (mg/kg | kontrola 40 80 201 402 603 804
agaru)
Nm (%) 5 19 39 74 77 86 65
SD (%) 41 2,5 5 4,3 2,5 2,5 6,6

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Hodnoty LCso byly vypocitany stejnym postupem jako v pripadé cistého agaru.
Vysledna hodnota LCso pro E. crypticus v agaru s piidavkem kaolinu byla vypoctena na
139,9 mg ZnO-NPs/kg agaru (96,6-202,4), coZ odpovida 112,4 mg Zn/kg agaru (77,7-
162,7). Hodnota koeficientu determinace R byla 0,768, coZ byla nevyznamné vyssi
hodnota neZ v pripadé nanocastic v ¢istém agaru. Obr. 14 znazornuje krivku davka-
ucinek popisujici vliv ZnO-NPs na mortalitu E. crypticus.
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Obrazek 14: Krivka davka-ucinek pro E. crypticus v agaru s kaolinem
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4.4 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s pridavkem huminovych kyselin

4.4.1 Charakterizace ZnO-NPs v agaru s pridavkem huminovych kyselin

V pritomnosti huminovych kyselin bylo chovani ZnO-NPs naprosto odliSené od
chovani téchto Castic v pritomnosti kaolinu. V téchto vzorcich byly pozorovany vétsi
aglomeraty ZnO-NPs (> 1 um; viz. Obr. 15), nicméné v mensi ploSné hustoté, nez tomu
bylo u ¢istého agaru. Tvorba vétSich aglomerati mohla byt zplisobena schopnosti
huminovych kyselin sorbovat tézké kovy vytvarenim komplexii s funkénimi skupinami
vazanymi na povrchu huminovych kyselin. [ vtomto pripadé byl zinek detekovan i mimo
utvary v ploSe agaru. Relativni koncentrace zinku k uhliku v ploSe byla vyssi (viz spektra
3 a 6) neZz tomu bylo v pripadé cistého agaru, coZ naznacuje, Ze vétSi mnozstvi ZnO-NPs
bylo dispergovano v objemu agaru (viz. Obr. 16).

Obrazek 15: Snimky agaru s HA s koncentracemi nanocastic 50 (A) a 1000 mg ZnO-
NPs/kg agaru (B) porizené SEM, zvétSeni 2000x
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Obrazek 16: Vystup z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych tutvart: (1) mala
Castice (2) velka c¢astice (3) plocha, (4) mala ¢astice, (5) velka c¢astice (6) plocha
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4.4.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s pridavkem huminovych Kkyselin

V testu toxicity ZnO-NPs pro E. crypticus v agaru s pfidavkem huminovych kyselin
byly ziskany neobvyklé vysledky (viz. Tab. 23). JiZ pri nejniZsi testované koncentraci
byla toxicita v porovnani s agarem s pridavkem kaolinu vysoka. Béhem testovani byla

pozorovana 100% umrtnost pri koncentracich 201 a 804 mg Zn/kg agaru.

Tabulka 23: Normalizovana mortalita E. crypticus v agaru s pridavkem huminovych
kyselin (%) v zavislosti na koncentraci Zn.

Kkoncentrace
Zn (mg/kg | kontrola 40 80 201 402 603 804
agaru)
Nm (%) 2 76 92 100 90 93 100
SD (%) 2,4 6,3 8,6 0 0 2,4 0

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Pii vypoctu hodnoty LCso jsme postupovali stejné jako v predchozich pripadech
(viz kapitola 4.2.2). Hodnota LCso pro E. crypticus v agaru s piidavkem HA byla
vypoctena na 27,7 mg ZnO-NPs/kg agaru (13,1-58,7). Tato hodnota odpovidala 22,2 mg
Zn/kg agaru (10,5-47,1). Hodnota koeficientu determinace R se rovnala 0,471. Obr. 17
znazorinuje kirivku davka-acinek popisujici vliv ZnO-NPs na mortalitu E. crypticus. Tvar
kiivky naznacCuje razantnéjsi pribéh toxického ucinku, kdy pri nejniZsi testované

koncentraci byla toxicita vys$si, neZ tomu bylo v ostatnich tpravach agaru.
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Obrazek 17: Krivka davka-ucinek pro E. crypticus v agaru s HA
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4.5 Testy toxicity ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu a huminovych
Kyselin

4.5.1 Charakterizace ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu a huminovych
Kyselin

Ve vzorcich agaru obsahujicich kaolin a huminové kyseliny bylo pozorovano
obdobné chovani ZnO-NPs, jako vpripadé agaru skaolinem, jakoby dochazelo
k obalovani nanocastic kaolinem. Tim mohla byt sniZena jejich biologickd dostupnost
a posléze toxicita. Spektra ukazuji (2, 4, 5), Ze pozorované Utvary (viz. Obr. 18) byly opét
tvoreny kaolinem, a Ze ZnO-NPs byly detekovany v celém objemu agaru (3, 6; viz. Obr.
19). Vtomto pripadé byly nalezeny velmi malé aglomeraty ZnO-NPs (< 1 pm), jak
ukazuje spektrum 1, nicméné, velikost a pocet aglomeratii byl stale mensi, nez v piipadé

Cistého agaru a agaru s huminovymi kyselinami.

Obrazek 18: Snimky agaru s kaolinem a HA s koncentracemi nanocastic 50 (A) a 1000
mg Zn0-NPs/kg agaru (B) porizené SEM, zvétSeni 2000x.
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Obrazek 19: Vystup z EDX analyzy s priklady spekter analyzovanych tutvart: (1) mala
Castice (2) velka c¢astice (3) plocha, (4) mala castice, (5) velka castice (6) plocha
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4.5.2 Toxicita ZnO-NPs v agaru s pridavkem kaolinu a huminovych kyselin

Vysledky testu toxicity ZnO-NPs pro E. crypticus v agaru s pridavkem kaolinu
a huminovych kyselin jsou uvedeny v Tab. 24. Béhem testovani nebyla pozorovana
100% umrtnost v Zddné testované koncentraci, stejné jako tomu bylo i v piipadé testi
v Cistém agaru a v agaru s pridavkem kaolinu. Stoprocentni mortalita byla pozorovana

pouze v pripadé agaru s pridavkem huminovych kyselin.

Tabulka 24: Normalizovana mortalita E. crypticus v agaru s pridavkem kaolinu a
huminovych kyselin (%) v zavislosti na koncentraci Zn.

koncentrace
Zn (mg/kg | kontrola 40 80 201 402 603 804
agaru)
Nm (%) 2 31 41 56 73 76 83
SD (%) 2,4 14,6 8,7 12,7 2,4 12,7 6,3

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

[ vtomto pripadé se pri vypoctu hodnoty LCso postupovalo stejnym zplisobem
jako v predchozich kapitolach. Vysledna hodnota LCso pro E. crypticus v takto
upraveném agaru byla vypoctena na 149,8 mg ZnO-NPs/kg agaru (104-215,8), coZ tedy
odpovidalo 120,4 mg Zn/kg agaru (83,6-173,4). Hodnota koeficientu determinace R byla
v tomto pripadé 0,765. Obr. 20 znazornuje kirivku davka-ucinek popisujici vliv ZnO-NPs
na mortalitu E. crypticus.
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Obrazek 20: Krivka davka-ucinek pro E. crypticus v agaru s kaolinem a HA
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4.6 Test toxicity supernatantu ZnO-NPs

Vysledky testli toxicity supernatantu ZnO-NPs vjednotlivych modifikacich

agarového média jsou uvedeny v Tab. 25. Nejvyssi mortalita byla pozorovana v agaru

vV

Tabulka 25: Normalizovana mortalita (%) E. crypticus v jednotlivych modifikacich
agaru pri koncentraci 13 mg Zn/kg agaru

typ média Nm (%) SD (%)
kontrola 5 4,3
Cisty agar 8 2,5
agar + kaolin 30 22,7
agar + HA 28 2,5
agar + kaolin + HA 20 4,3

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

V porovnani s vysledky toxicity Zn** kationtdl (viz kapitola 4.1) mély v tomto piipadé
ptdni slozky opacny vliv na vyslednou toxicitu (viz. Tab. 26). Nejvyssi mortalita
v pripadé zine¢natého kationtu byla v ¢istém agaru, kdeZto u supernatantu byla
komponent bylo dosaZeno srovnatelnych vysledki jak u Zn?*, tak i u supernatantu, kdy

se mortalita tolik neliSila.

Tabulka 96: Porovnani normalizovanych mortalit u Zn?* a supernatantu v ¢istém a
upraveném agaru

koncentrace mg 4 o o
Zn/kg médium Nm (%) SD (%)

12,5 Cisty agar 37 12,5

agar + kaolin 17 4,9

Zn?* 15 agar + HA 7 9,4
agar + kaolin +

HA 17 4,9

Cisty agar 8 2,5

agar + kaolin 30 22,7

supernatant 13 agar + HA 28 2,5
agar + kaolin +

HA 20 4,3

Nm = normalizovana mortalita, SD = smérodatna odchylka

Pri¢inou rozdilti mezi toxicitou Zn** a Zn** pochézejicich ze supernatantu mohla byt
skutecnost, Zze pri odstredovani mohly v supernatantu zlstat néjaké ZnO-NPs. Jejich

podil vSak nebylo mozZné s dostupnym zarizenim detekovat. K ziskani jasnéjSich
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vysledki by bylo vhodné analyzovat vzorky supernatantu pomoci SEM nebo TEM. V mé
studii tyto analyzy nebyly provedeny zejména z finan¢nich divodii. V ramci pokracovani
vyzkumného ukolu by bylo vhodné provést testy toxicity ZnO-NPs v koncentraci
odpovidajici koncentraci Zn?** vsupernatantu (tedy okolo 13 mg Zn/kg agaru).
S vysledky ziskanych ztéchto testli by bylo moZné lépe diskutovat teorii ohledné
pritomnosti ZnO-NPs v supernatantu.

Sledovani vlivu zahfivani na koncentraci Zn?* kationtd v supernatantu jsem
provadéla z divodu zjisténi, zda pri zahiivani nedochazi k uvoliiovani dalsich iontd.
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 27. Z téchto vysledki vyplyv4, Ze zahrivani nemélo Zadny
vliv na koncentraci Zn** v supernatantu, jelikoZz se namérené koncentrace pohybuji
radové ve stejnych hodnotach. Také je zde patrny trend, Ze s rostouci koncentraci klesa
rozpustnost ZnO-NPs.

Tabulka 27: Koncentrace Zn** kationti v supernatantu

koncentrace mg naméiena koncentrace mg Zn/1 Zn*
Zn/1 rozpustnost (%)
normalni vzorek zahraty vzorek
111 29 33 26
221 28 29 13
553 32 35 6
1105 35 32 3
1658 26 28 2
2210 28 23 1

4.7 Srovnani toxicity Zn** a ZnO-NPs v jednotlivych typech agarovych
médii

Z vysledkil analyzy pomoci SEM vyplyva, Ze ZnO-NPs tvorily v ¢istém agaru malé
aglomeraty a byly dispergované v celém objemu agaru. V agaru s kaolinem byly ZnO-NPs
lépe dispergované v porovnani s Cistym agarem. Dale se zdalo, jakoby byly nanocastice
béhem pripravy agaru obalovany kaolinem, z ¢ehoZ usuzuji, Ze tento fakt mohl vést ke
sniZeni biologické dostupnosti a ndsledné pak toxicity nanocastic. Podobny trend se pak
také projevil v agaru s pridavkem kaolinu a huminovych kyselin, kdy je hodnota LCso
(120,4 mg Zn/kg) témér srovnatelnd shodnotou LCso (112,4 mg Zn/kg) vagaru
s kaolinem. V agaru s kombinaci obou komponent byly nanocastice taktéz dispergovany
v celém objemu agaru a tvorily malé aglomeraty. U agaru s huminovymi kyselinami byly
pritomné vétSi aglomeraty neZ vagaru s kaolinem, ale jejich pocet byl menSi neZ

v Cistém agaru. V této modifikaci agaru se toxicita oproti agaru s kaolinem razantné

62




zvysila. Pti porovnani hodnot LCso v jednotlivych Gpravach agaru je vSak patrné, Ze vice

toxické jsou pro E. crypticus zine¢naté kationty nez ZnO-NPs (viz. Tab. 28).

Tabulka 28: Hodnoty LCso pro E. crypticus v jednotlivych dpravach agaru

médium LCso (mg Zn/Kkg)
ZnCl, Cisty agar 14
Cisty agar 43,7
agar + HA 22,2
ZnO-NPs
agar + kaolin 112,4
agar + kaolin + HA 120,4

Vzhledem knedostatku informaci o toxicité ZnO-NPs pro pldni organismy
uvadim pro srovnani udaje o toxicité pro Zizaly Eisenia fetida a Eisenia veneta ziskané
béhem testovani v riznych médiich. Li et al. (2011) ve své studii testovali toxicitu ZnO-
NPs (30 £ 5 nm) pro Eisenia fetida na filtracnim papife a vagarovém médiu
pripraveném z deionizované vody a zrekonstituované vody. Nejvyssi toxicita byla
koncentraci. Autofi uvadi, Ze tento jev byl zplsoben zvySenou agregaci
u koncentrovanéjSich disperzi, jelikoZ vtomto pripadé toxicita klesala s rostouci
koncentraci. Pfi testech na agarovém médiu byla vyssi toxicita zaznamenana v agaru
pripraveném z deionizované vody, kdy se akutni toxicita projevila pti koncentraci
232 mg ZnO/kg (104-495), coz odpovidalo 186,5 mg Zn/kg (83,6-397,8). Vagaru
pripraveném z rekonstituované vody se pak akutni toxicita projevila pti koncentraci
374 mg Zn0/kg (264-598), coz odpovidalo koncentraci 300,6 mg Zn/kg (212,2-480,6).
Tento rozdil byl zplsoben pritomnosti soli v rekonstituované vodé, které mély za
nasledek vyss$i agregaci nanocastic a ndasledné jejich sniZenou biodostupnost pro
testovany organismus. Canas et al. (2011) ve své studii pozorovali akutni toxicitu ZnO-
NPs (40~100 nm) v piscitém expozi¢nim médiu pro Eisenia fetida. Autofi pozorovali
10% mortalitu pti koncentracich 10 a 100 mg/kg a 20% mortalitu pii koncentraci
10 000 mg/kg. Dale autofi pozorovali vliv ZnO-NPs na produkci kokont v artificialni
ptidé, kdy srostouci koncentraci ZnO-NPs klesal pocet kokonl. Pfi koncentraci
0,1 mg/kg byly zaznamenany 3 kokony, pfi koncentraci 100 mg/kg 2 kokony a pfi
nejvyssi koncentraci (1000 mg/kg) ZnO-NPs nebyla pozorovana zadna produkce
kokont. Hooper et al. (2011) ve své studii sledovali 50% sniZeni reprodukce u ZnO-NPs
u Zzizaly Eisenia veneta v hlinité plidé upravené 3 % organické hmoty pii koncentraci
750 mg Zn/kg. Porovname-li riiznd média, zjistime, Ze nejvyssi toxicita byla zjisténa
v agaru. Tento jev je nejspiSe dlisledkem nepiitomnosti plidnich slozek v tomto médiu.
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Dale je patrné, Ze toxicita ZnO-NPs pro ZiZalu Eisenia fetida v ptidé je niZ$i neZ pro
Enchytraeus crypticus v agaru.

Zvysledkll toxicity je patrné, Ze v piipadé testovani ZnO-NPs v riznych
modifikacich agarového média, byla nejvyssi toxicita v agaru s pridavkem huminovych
kyselin. Dale nasledovala toxicita v ¢istém agaru a poté v agaru s pridavkem kaolinu.
Nejnizsi toxicitu vykazovalo agarové médium s pridavkem kombinace obou sloZek (viz.
Tab. 28). Plidni slozky ovlivnily chovani zinku v expozi¢nim médiu a tim i jeho
biologickou dostupnost a nasledné toxicitu. Pfidanim kaolinu do agaru byla toxicita ZnO-
NPs znac¢né redukovana, zatimco pritomnost huminovych kyselin méla opacny efekt. Na
Obr. 21 jsou znazornéné jednotlivé krivky davka-ucinek pro Cisty a upraveny agar. Ze
znazornénych Kkrivek je patrny trend, kdy srostouci koncentraci ZnO-NPs roste
i mortalita testovaného organismu. Nejstrméjsi pribéh ma krivka agaru s piridavkem
huminovych kyselin (A + HA), coZ je vsouladu svysledky toxicity, ktera v tomto
prostiredi byla nejvétsi a nejrazantnéjsi. Témér srovnatelné vysledky v agaru s kaolinem
(A +K) a agaru s kaolinem a huminovymi kyselinami (A + K + HA) se projevily na témér
totozném pribéhu jejich kiivek. V piipadé testovani Zn?** (viz. Obr. 22) mély ptdni
slozky opacny vliv na toxicitu v porovnani se ZnO-NPs. Pfi porovnani priibéhu kiivek
Zn** ananodastic (A) v &istém agaru, je patrny rozdil, kdy u ZnO-NPs neni efekt tak
strmy akrivka ma pozvolnéjsi priibéh. U nanocastic lezi 50 % efektu vrozmezi
950 mg Zn/kg arozdil v mortalité je pribliZzné 40 %. U chloridu zinec¢natého byla
pozorovana mortalita 0-100 % vrozmezi 1-30 mg Zn/kg agaru. Celkové se pro

E. crypticus zdaji vice toxické zinecnaté kationty nez ZnO-NPs.
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Obrazek 21: Krivky davka-ucinek Zn v ¢istém a upraveném agaru
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Obrazek 22: Krivka davka-uc¢inek Zn?* v ¢istém agaru pro E. crypticus
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5.Zaver

Z provedenych experimentl vyplyva, Ze je moZné pouZit agarového kultivacniho
média pti ekotoxikologickych testech na piidnim organismu Enchytraeus crypticus. Do
budoucna je vSak vhodné provést dalsi vyzkum, jelikoZ jsou doposud na téma ,uZiti
agaru pri testovani toxicity na piidnich organismech” dostupné jen dvé publikace a to od
autorl Li et al. (2011) a Hrda et al. (2016). Ma prace byla zamérena na optimalizaci
agarového média pomoci pridavkd plidnich sloZek a zjisténi jak tyto sloZzky ovliviiuji
toxicitu nanocastic. Pridanim pldnich slozek do agaru bylo dosazeno vyssi
environmentalni relevance vysledki téchto ekotoxikologickych testi. Zatim se jedna
o jediny dostupny zdroj informaci o testovani toxicity v upraveném agarovém médiu
a proto i zde je Zadouci dalsi vyzkum.

V experimentalni ¢asti jsem vychazela z prace Hrda et al. (2016) a potvrdila jsem
vhodnost uziti pidniho ¢erva Enychatraeus crypticus jako modelového organismu pro
ekotoxikologické testy vagarovém kultivacnim médiu. V predchozich studiich bylo
popsano unikové chovani tohoto organismu z expozi¢niho média. V mém piipadé jsem
tomuto chovani predesSla aplikovanim agaru i na vicka Petriho misek. Tim bylo
zabranéno vyhybani plisobeni testované latky u testovaného organismu.

Plda je komplexni systém mineraldi, organického materialu, vody, plynd, Zijicich
organismi a predstavuje vyznamny rezervoar primyslové vyrabénych nanocastic
a dalSich polutanti uvoliiovanych do Zivotniho prostiedi. VSechny jeji slozky mohou
interagovat s nanocasticemi a ovlivnit tak jejich biologickou dostupnost a toxicitu pro
plidni organismy. Z mych vysledki je patrné, Ze toxicita ZnO-NPs v agaru je vyssi nez
jejich toxicita v pldé, divodem mohl byt fakt, Ze agar je jednodussi médium
aneobsahuje pldni slozky. Pfidanim kaolinu do agarového média byla toxicita
nanocastic oxidu zine¢natého znacné redukovana, zatimco pritomnost huminovych
kyselin vedla ke zvySeni toxicity pro E. crypticus. V ptipadé Zn** mély piadni slozky
opacny ucinek na toxicitu, neZz tomu bylo v pripadé nanocastic. Pfi pripadném
pokraovani prace by bylo vhodné rozsifit koncentra¢ni fadu Zn?** v upravenych
agarech, tak aby bylo dosaZzeno 100% mortality a bylo tak mozné zkonstruovat
kompletni krivky davka-ucinek a spocitat odpovidajici hodnoty LCso. Nicméné nizka
hodnota LCso u Zn?* v &istém agaru naznaluje, Ze pro E. crypticus jsou vice toxické

zine¢naté ionty neZ nerozpusténé nanocastice oxidu zine¢natého.
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