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Abstrakt

Aplikace uméle vytvofenych nanocastic do vodniho prostiedi pfinasi mnohdy zadané
pozitivni u¢inky v podobé dekontaminace znecisténych vod. Nicméné druhou stranou
mince je hromadéni téchto Castic v zivotnim prostiedi a jejich potencial ovlivnit
organismy v ném zijici. Pfedmétem této bakalarské prace je predev§im studium
bioakumulace nanocastic nulavalentniho Zeleza (nZV1) na hrotnatku velkou (Daphnia
magna) a plovatku bahenni (Lymnaea stagnalis) v laboratornich podminkach.
V experimentu byly modelové organismy vystaveny ruznym koncentracim nZVI
podobu 24 h. Analyza dat prokazala zna¢nou akumulaci nZVI v hrotnatkach
i v defekatech plovatek. U hrotnatek byla vreakci na nZVI pozorovana zvySena
umrtnost jedinct dosahujici az 15 % na testovanou skupinu. Tyto znalosti by mohly

vést k hlubsimu poznani vlivu nZVI na organismy a postupu nanocastic potravnim

fetézcem az k ¢lovéku.

Klicova slova: nanocastice, zelezo, nZVI, akumulace, toxicita, Daphnia magna,

Lymnaea stagnalis



Navratilova, 1. (2020): Iron nanoparticles and their interactions with trophic chain
components in aquatic ecosystems. Bachelor’s Thesis, Department of Ecology
and Environmental Sciences, Faculty of Science, Palacky University Olomouc, 52 pp.,

in Czech.

Abstract

Application of synthetic nanoparticles into the aquatic ecosystem often brings positive
effects in the form of decontamination of polluted waters. However, there may be a
problem with the accumulation of these particles in the environment and their potential
to affect organisms living in it. The subject of this bachelor thesis is mainly the study of
the bioaccumulation of nano zero-valent iron (nZVI) in Daphnia magna and Lymnaea
stagnalis under laboratory conditions. Model organisms were exposed to various
concentrations of nZVI for 24 h. Data analysis showed a significant accumulation of
nZV1 in Daphnia and in defecates of Lymnaea. Increased mortality of Daphnia up to
15% per test group was observed in response to iron. This knowledge could lead to a
better understanding of the influence of nZV1 on organisms and their interactions with

trophic chain components.

Keywords: nanoparticles, iron, nZVI, accumulation, toxicity, Daphnia magna, Lymnaea

stagnalis
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1. Uvod

1.1 Nanomaterialy

Existenci ¢astic v nano-velikosti pfedpokladame od samotného vzniku Zem¢ (Guzman
et al. 2006). Prirozené nanocastice (z anglického nanoparticles = NP) se objevuji
V sope¢ném prachu, vétsing prirodnich vod a pud (Handy et al. 2008). Jejich pifitomnost
dokazuje mimo jiné nalez NP Vv jadrech ledovych krystald, jejichz stafi je datovano
na 10 000 let (Murr et al. 2004). Je tedy ziejmé, ze lidé byli vystaveni nanocasticim
od nepaméti. V poslednim stoleti vSak expozice nanoc¢asticim dramaticky vzrostla diky
antropogennim zdrojim (Oberdorster et al. 2005). Béhem poslednich 20 let stoupa
celosvétova produkce nanomateriali do tisicti tun ro¢né a stale se zvySuje (Navarro

et al. 2008; Sovova & Koci 2012; The Royal Society 2004).

Evropska komise v roce 2011 definovala ,nanomaterial jako material obsahujici
Castice, jejichz velikost je alesponi v jednom ze tfi vnéjSich rozmért v rozsahu velikosti
1-100 nm (The European Commission 2011). Tato velikost odpovida témér stotisiciné
pruméru lidského vlasu nebo piiblizné poloviné priméru DNA (Office of the Science
Advisor 2007). Pro dalsi ucely prace vyuziji i definici evropské komise pro pojem
»agregat”, jakoz to Castici slozenou z pevné vazanych nebo sloucenych ¢éstic
(The European  Commission  2011). Agregaci Castic zpusobuji  pfedev§im
Van der Waalsovy sily a magnetické interakce. Castice narostlé shlukovanim do

mikro ¢i vétsich rozmért ztraci jejich specifické vlastnosti, reaktivitu a mobilitu
(Novakova et al. 2009).

Dle zpisobu vzniku délime nanomateridly do dvou skupin: pfirodni a syntetické
(Nowack & Bucheli 2007). Ptirozené (pfirodni) NP jsou produkovany nejriiznéjSimi
geologickymi a biologickymi procesy, jako je fyzikdlné-chemické zvétravani,
vulkanicka aktivita ¢i biologicka tvorba organickych nanomolekul (Handy et al. 2008).
Jisté neni tieba predstavovat popel, pudni koloidy, mineraly, viry (Navarro et al. 2008;
Office of the Science Advisor 2007). VSechny tyto slozky jsou b&znou soucasti
vzduchu, vody i pudy, ¢asto v nemalém mnozstvi (Nowack & Bucheli 2007). Ro¢ni
produkce atmosférického prachu v nanovelikosti je odhadovana az na jednu miliardu
tun ro¢né (Kellogg & Griffin 2006).
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Za syntetické Castice povazujeme ty clovékem vytvorené (Li et al. 2006; Navarro
et al. 2008; The European Commission 2011; Zhang 2003). Ugelem vyroby umélych
NP je vytvofeni materidlli se specifickymi vlastnostmi. Tyto procesy se vyvijeji
a zdokonaluji velmi rychle (The European Commission 2011). Piedmétem mnoha
vyzkumu jsou moznosti jejich prospésného vyuziti i jejich nezadouci G¢inky (Hughes
etal. 2012; Xue et al. 2018). Umélé NP nachazeji uplatnéni v fad¢ oblasti
biomedicinské, farmaceutické, energetické, materidlové i1 environmentalni aplikace
(Navarro et al. 2008; Nowack & Bucheli 2007; The Royal Society 2004). Rovnéz tvofi
slozku v Siroké skale produktd, jako jsou opalovaci krémy, soucastky lékaiskych
a elektronickych pfistroji a chemické katalyzatory (Office of the Science Advisor
2007). K nejvice zkoumanym environmentalnim nanotechnologickym aplikacim patii
pouziti nanoc¢astic nulamocného zeleza pro sanace podzemnich vod (Mueller et al.,

2012).

Problémovym odvétvim tohoto technologického rozmachu mohou byt neumysiné
produkované nanomateridly, jako jsou castice vyfukovych plynil, zplodiny z nafty a jiné
vedlejsi produkty tieni nebo spalovani (Office of the Science Advisor 2007). To muze
byt potiz predev§im pii tniku NP do piirody (Brandeburova et al. 2019), kdy mohou
Castice svymi unikatnimi vlastnostmi ovlivnit ZP i organismy v ném Zijici (Cihdkova
etal. 2017). Bez ohledu na to, jak velké mnozstvi NP muze uniknout, je poticba
vénovat pozornost moznym dopadiim na celou biosféru (Hund-Rinke & Simon 2006).
NP mohou mit negativni vliv na ptirodu a lidské zdravi, mohou vykazovat toxické
vlastnosti ¢i je u nich prokazana mutagenita (Moore 2006). V zivotnim prostiedi se tyto
emitované NP shlukuji do vétSich agregati, které se nasledné dostavaji do vody, pudy
a sedimentt (Brandeburova et al. 2019). Nékteré NP mohou pfi vniknuti do Zivych tkdni
prochazet bunéfnymi membranami nebo hematoencefalickou bariérou (Office
of the Science Advisor 2007). Ne¢které NP také interaguji s proteiny, membranami,
buitkami, DNA a organelami, predstavuji fadu pfileZitosti k slozitym dynamickym
biochemickym procesim a zménam. Tyto interakce mohou vést k tvorbé proteinovych
koron, obaleni ¢astic, intracelularni absorpci Castic a biokatalytickym procestm, které
by mohly mit vyznamny dopad na organismy vystavené NP (Nel et al. 2009). Bohuzel
znalosti o interakcich v nano a mikro meéfitku jsou omezené a stale se ¢eka na plné

pochopeni problematiky (Ma & Lin 2013).
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Pro posouzeni rizik vyskytu nanocastic v zivotnim prostiedi je nezbytné pochopit jejich
mobilitu, reaktivitu a ekotoxicitu (Nowack & Bucheli 2007). Ve vodnim prostiedi
mohou NP interagovat s mikroorganismy, vodnimi rostlinami, bezobratlymi Zivo¢ichy
kde dochazi ke kontaktu, je mezi NP a bunikami (Ma & Lin 2013). Na povrchu bunék
hydrofytli, fas a bakterii je bunécna sténa, jakoz to nejsvrchnéjsi vrstva, kterd ptichazi
do styku s okolim (Jelinek & Zichacek 2007). Hlavni slozkou buné¢nych stén fas
arostlin je celuléza a pektin, zatimco u bakterii zde dominuji peptidoglykany. Tvrdé
bunécné stény téchto organismt hraji dulezitou roli pfi odolavani potencialné
skodlivych latek, véetné NP (Ma & Lin 2013). Zivo¢isné buiiky naproti tomu
nedisponuji bunéénou sténou (Jelinek & Zichacek 2007). Od okoli a ¢astic v ném
obsazenych je odd¢luje pouze membrana, skladajici se z fosfolipidové dvojvrstvy (Ma
& Lin 2013). Jakmile pfijdou NP do styku s bunéfnymi povrchy, mohou byt
adsorbovany pomoci Van der Waalsovych sil, elektrostatické pritazlivosti
¢i specifickych interakci, jako napt. vodikovych vazeb a interakci receptor-ligand,

Vv zavislosti na povrchovych vlastnostech NP i bunék (Nel et al. 2009).

Vyznamné riziko miize piedstavovat také piijimani nanocastic v potravé, coz by mohlo
vést k naakumulovani ¢astic v potravnim fetézci, viz Obr. 1 (Brandeburova et al. 2019).
Jak je zndmo, ve vodnim prostiedi existuji sloZité potravni sité, které jsou oporou celého
ekosystému (Jelinek & Zichacek 2007). Prvni trofickou troven tvoii mikroskopické
fasy a hydrofyty, jakoz to primarni producenti. U rostlin byla napt. ve velké mife
zaznamenana akumulace NP v kofenovém systému (Kim et al. 2012). Bakterie jsou
rovnéz zaCatkem potravniho fetézce (Ma & Lin 2013). Také ony mohou hromadit
mnozstvi NP po dlouhou dobu (Hayden et al. 2012). Spolu jsou konzumovany
zooplanktonem, zoobentosem a dal§imi bezobratlymi, ktetfi tvoii druhou trofickou
uroven potravniho fetézce a nepochybné mohou piijimat NP adsorbované na buiikach
fas (Ma & Lin 2013). Dale bylo pozorovano, ze NP setrvavajici ve vodnim sloupci
mohou interagovat se zooplanktonem, jako jsou hrotnatky (Daphnia sp.), viz Obr. 2
(Baun et al. 2008; Dabrunz et al. 2011). Po vstupu do traviciho Ustroji mohou NP
ovlivnit stfeva a dalSi organy. Jsou zdokumentovany poruchy funkce lysozomi
i oxida¢ni poskozeni zpusobené jistymi druhy nanocastic (Canesi et al. 2012). NP
mohou téz reagovat v sedimentu se zoobentosem, jako jsou slavky jedlé

(Mytilus edulis), u kterych bylo potvrzeno zaflenéni NP do perletové vrstvy (Zuykov
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etal. 2011). PfedevSim planktonni korySi jsou obecné potravnim a energetickym
spojenim mezi fasami a rybami, tedy sekundarnimi konzumenty (Baun et al. 2008).
Na vodnich obratlovcich byl rovnéz pozorovan negativni vliv NP. EXistuje nékolik
studii dokazujicich toxicitu NP pro ryby ve vSech stadiich vyvoje (Lin et al. 2014;
Manabe et al. 2011; Zhang et al. 2015).

Obr. 1 Cervené $ipky znazorfiuji mozné trasy nanoéastic (zluté body) ve vodnim prostfedi: (1) potencial
biomagnifikace, agregace na primarni producenty, (2) kumulace ¢astic zooplanktonem a zoobentosem,

(3) ptenos do vyssich trofickych urovni (Bundschuh et al. 2016)
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Obr. 2 Schéma adsorpce nanocastic (Cervené body) na modelovy organismus Daphnia sp. (Ma & Lin
2013)

Ackoli existuji udaje, které naznacuji, ze nc¢které nanocCastice maji potencial vyvolat
poskozeni exponovanych vodnich organismil, neexistuje dostatek diikazii o poSkozeni
organismi pii environmentalné¢ skutecné uzivanych koncentracich témét vSech
testovanych NP (Scown et al. 2010). Rovnéz jsou stile nejasné podrobné trasy
a prislusné interakce NP mezi jednotlivymi stupni potravnich fetézcti (Ma & Lin 2013).
Znacné mezery v chapani osudu a chovani NP ve vodnim prostiedi tedy casto

znemoznuji koneéné stanoveni ekotoxikologickych zavéra (Scown et al. 2010).
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1.2 Nanocastice zeleza

Nanocastice nulavalentniho Zeleza (z anglického nanosized zero-valent iron = nZVI)
jsou drobné castice elementarniho Zeleza v maximalni velikosti 100 nm. Zjednodusené
si je muzeme piedstavit jako zrna tisickrat mensi nez cervené krvinky (Office
of the Science Advisor 2007). Je vyvinuta fada chemickych a/nebo fyzikalnich zptsobii,
jak tyto ¢astice (a nanomaterialy obecn¢) vyrabét (Li et al. 2006). V zasad¢ existuji dva
typy. Prvni je tzv. technika bottom up ,,zdola nahoru“, kdy se nanocastice skladaji
zatomi a molekul. Druhym principem je top down ,shora dola®“, pii kterych
se materialy v nano-velikosti tvofi z jejich prot&jskii v makro méfitku (Crane & Scott
2012). K bézné pouzivanym procesum piipravy nZVI patiéi agregace rozprasovaciho
plynu, tepelna redukce oxidovych slouéenin, chemicka depozice par atd. (Li et al.
2006). V praxi se zdaleka nejCastéji vyuziva redukce kapalného FeCls -6 H20
postupnym piidavanim NaBHa (Novakova et al. 2009). Chemicky zapis reakce je

nasledujici:
2 Fe(H20)6 ** + 6 BHa + 6 H:O — 2 Fe® + 6 B(OH); + 21 H> (Novékova et al. 2009)

Vyslednym produktem jsou uhlové ¢erné shluky nanocastic zeleza, viz Obr. 3 (Li et al.
2006). Ke spottebiteli se nZVI mize dostat v nékolika podobach. Na trhu je dostupné

jako prasek, vodna suspenze ¢i suspenze v mineralnim oleji (Novakova et al. 2009).

200 nm

Obr. 3 Nanocastice nulvalentniho Zeleza vytvotené redukci FeCls za pomoci NaBHa4 ( Li et al. 2006)

Kovové neboli nulové zelezo (Fe®) je redukéni cCinidlo, které velmi rychle reaguje

S kyslikem i s vodou. Pfi redoxnich reakcich samo Fe° oxiduje — odevzdava své
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elektrony, pficemz zvySuje svij ndboj a méni se na méné reaktivni Fe? ¢i Fe?, jez
se mimochodem bézné vyskytuji v sedimentech v ptirodé (Novakova et al. 2009). Tento

d¢j vyjadiuji nasledujici rovnice:
2Fely) + 4H(, ) + Ozaq) = 2Fely) + 2H,0,
Fels) + 2H,0(aq) = Felay) + Hagg) + 20HG,, (Zhang 2003)

Stejn¢ tak, jako u Zeleza v makro velikosti, dochazi pii kontaktu nZVI s vodnim
prostfedim ke korozi, tedy k nezvratné degradaci materidlu zptisobené prostiedim
(Crane & Scott 2012). Je znamo, ze nZVI je diky velkému relativnimu povrchu ¢astic
ke korodovani vysoce citlivé (Crane & Scott 2012; Nurmi et al. 2005), proto k nému
dochazi v daleko vétsim rozsahu nez u objektt v makro métitku (Novakova et al. 2009;
Zhang 2003). Na povrchu zeleznych ¢astic vznika vrstva sloucenin, ktera nema nadale
vlastnosti kovu. Pfi kontaktu s dalsimi prvKy obsazenymi ve vod¢ se Castice nejcastéji
obali oxidy Zeleza, jak je tomu na Obr. 4 (Novakova et al. 2009). Zda jsou oxidy vice ¢i
méné toxické nez volné kovy, zavisi na kovu samotném (Office of the Science Advisor
2007).

0 ':J'.- eleza
: Vi)
,hDSG RrPC
Cr{vl)
REDUKCE C,HCl,
criliy REDUKCE
l:2 H 4™ 3Cl

< 100 nm

Obr. 4 Model struktury nanocastice kovového Zeleza s piikladem probihajicich d&ja (Novakova et al.

2009)

Vsechny vyse uvedené vlastnosti jsou klicem ktomu, pro¢ je nZVI tak hojné
pouzivano. Diky kombinaci vybornych reakénich schopnosti a piirozeného vyskytu
kovu v prostiedi se v poslednich 15 letech o nZVI hovofi nejcastéji v souvislosti

s &isténim piidnich vod (Mueller et al. 2012). Zelezné &astice maji schopnost ve velké
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mife odstranovat necistoty z podzemni vody (Crane & Scott 2012; Office
of the Science Advisor 2007), rychle asimilovat Skodlivé latky (Nguyen et al. 2018)
a degradovat ruzné tfidy kontaminantd (Li et al. 2018). Jednd se piedevsim
o chlorované organické polutanty (rozpoustédla, pesticidy), anorganické anionty
(Mueller et al. 2012; Schiwy et al. 2016), PCB (Sevct et al. 2017; Zhang 2003) a t&zké
a radioaktivni kovy (Filip et al. 2019). Kromé¢ ¢istého nZVI jsou testovany také dalsi
upravené NP obsahujici zelezo, jako sirou modifikované nZVI (Cheng et al. 2019) ¢i
pomérné popularni oxidy zeleza (Gupta & Gupta 2005). Jeden z prvnich vyzkumut
S tématem odstranéni kontaminace z vod pomoci nZVI proved| Feitz et al. (2005), na
kterého navéazala fada dalSich experimentii. Mald velikost nZVI piispiva k efektivni
podpovrchové disperzi, zatimco velka reakeni plocha ¢astic zodpovida za velmi rychlou
reaktivitu pii pfeméné zneéist'ujicich latek (Li et al. 2006). Kvili pomémné kratké
Zivotnosti jsou Zelezné &astice navrhovany a uvoliiovany do ZP jako reakéni slozky
a ocekava se jejich chemicka transformace (Zhang 2003). Bylo zjisténo, ze nejlepsi
potencial odstrafiovat kontaminanty vykazuje nZVI béhem prvnich 2 hodin reakce.

Pozdé&ji G¢innost klesa disledkem oxidace a starnuti NP (Calderon & Fullana 2015).

Nov¢jsi vyzkumy piedstavuji nZVI 1 jako moZnou zbran proti nezaddoucimu
biologickému jevu — vodnimu kvétu (Marsalek et al. 2012; Nguyen et al. 2018; Su et al.
2018). Osetieni vodni plochy nanocasticemi Zeleza je efektivni metoda eliminace sinic
tvotici vodni kvét (Su et al. 2018). Nulavalentni zelezo se tak ptekvapivé ukazalo jako
prvni viceGcelovd zbraii proti sinicim: ni¢i cyanobakteridlni buiky, vychytava
biologicky dostupny fosfor a imobilizuje mikrocystiny, tedy zabranuje jejich uvolnéni
do vodniho sloupce. Takto vytvofené agregity nanocCéastic Zeleza a biologického
materialu se usazuji béhem néekolika hodin ke dnu, coz vede ke kompletnimu procisténi

a dekontaminaci vodniho sloupce (Marsalek et al. 2012).

Je tedy potvrzeno z vice zdroju, ze nZVI interaguje s rostlinnymi buiikami (Schiwy
etal. 2016). Dulezitou ekotoxikologickou otazkou zustava vliv nZVI na ostatni
organismy ve vodnim prostfedi. Na rtist bakterii a mikroorganismti mize nZVI piisobit
stimula¢nim i inhibi¢nim u¢inkem (Xie et al. 2017). Mechanismy cytotoxicity nZV1 (tj.
inhibi¢ni u¢inek) vétsinou zahrnuji fyzické poskozeni a biochemickou destrukci stejné
jako u sinic. U jistych bakterii byly pozorovany stimula¢ni G¢inky nZVI, které jsou

Spojovany S vytvorenim vhodného Zivotniho prostfedi, bud’ poskytnutim chybéjicich
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prvki a slouc¢enin nebo odstranénim Skodlivych latek, které mohou ptsobit baktericidné
(Sevci et al. 2017; Xie et al. 2017). NZVI lze navic vyuZzit nékterymi bakteriemi
redukujicimi zelezo, coz muze dale pfispét ke snizeni kontaminace. Rovné€z kombinace
nZVI a nékterych mikrobtt mize mit synergicky ucinek na odstrafiovani polutantt,
predev§sim chromu (Peng et al. 2015). Toxicitu nZVI se podafilo prokazat také
na korysich a rybach (Schiwy et al. 2016). Experimenty s perloockami pozorovaly
¢etng&jsi tmrtnost v reakci na zvysujici se koncentraci nZV1 ve vodé (Keller et al. 2012).
V téle drobné sladkovodni ryby medaky japonské (Oryzias latipes) byly zase
pozorovany histopatologické a morfologické zmény (otoky bunék, hyperplazie atd.)
ve tkanich zaber a stfev, coz potvrdilo nezadouci G¢inky ptimého kontaktu s nZVI (Li et

al. 2009). Akutni letalni a subletalni toxické G¢inky u larev medaky zaznamenal téz
Chen et al. (2011).

Navzdory Castéjsimu pouzivani nZVI a obavam z jejich potencidlnich toxickych uc¢inkt
na vodni i pudni organismy existuje pouze omezeny pocet studii zkoumajicich
ekotoxicitu nZVI (Cheng et al. 2019). Krom¢ toho dosud nebyly ziskany obecné
pfesvédcivé diikazy o ekotoxicit¢ nZVI, protoze ta pravdépodobné zavisi na druhu
testovaného organismu, sloZzeni, koncentraci, velikosti a povrchovych vlastnostech
konkrétnich nanocastic Zeleza, pouzité experimentalni metodé a délce expozice (Jang
etal. 2014). Z vétsiny dostupnych experimentt tedy vyplyva, ze nZVI je i Vv nizsich
koncentracich mirn¢ toxické, avSak neni zaznamenana dlouhotrvajici toxicita. NZVI
rovnéz nevykazuje zadnou mutagenitu (Schiwy et al. 2016). V soucasné dob¢ jsou vSak
studie toxicity primarné zalozené na testech in vitro (Xue et al. 2018) a je potieba

dalsiho vyzkumu.
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2. Cile prace

— Shrnuti dosavadnich poznatkli o problematice nanocastic zeleza V zZivotnim

prostiedi

— Vyhodnoceni vlivu nulavalentniho Zeleza na hrotnatky velké (Daphnia magna)
— Dtkaz ptitomnosti nulavalentniho zeleza v exkrementech plovatky bahenni

(Lymnaea stagnalis)
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3. Material a metody

3.1 Experimentalni organismy a jejich kultivace

Kultivace fasy rodu Desmodesmus probihala v izolované aparaturé (Obr. 5). Hlavnimi
dily aparatury byly dvé hermeticky uzaviratelné sklenéné nadoby Simax 5000 ml,
peristalitickd pumpa Schenchen labV1, zatfivka Sun-glo 15W T8, sklenéna kadinka
a PVC hadicky. Kazdou z nadob jsem naplnila 5000 ml kultiva¢niho ,,Z“ média (Ptiloha
¢. 1). Do jedné z nadob jsem umistila ¢istou kulturu zelenych fas Desmodesmus, kterou
jsme ziskali od RNDr. Michala Sorfa Ph.D. zUZRHV AF Mendelovy univerzity
v Brné€. Ob¢ nadoby byly propojeny s peristaltickou pumpou, ktera pies den zajistovala
piivod Ccistého ,,Z“ média fasam a zaroven odvadéla prebyte¢nou biomasu fasy

do kadinky. Aparatura byla osvétlena zativkou s rezimem den/noc.

Obr. 5 Aparatura ke kultivaci fasy (foto 1. Navratilova)

Hrotnatky velké (Daphnia magna) jsem ziskala od vySe zminéného RNDr. Michala
Sorfa Ph.D. Chov perloo&ek probihal v kontrolovaném prostiedi laboratofe v kruhovych
vodnich nadrZich s odstatou kohoutkovou vodou o objemu 10 litrG. V misté chovu byla

udrzovana stala teplota vody cca 23 °C a zaveden piirozeny denni cyklus svétlo/tma.
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Dle potteby byly perloocky 1-2x tydné pteockovany do Cisté vody. Perloocky byly

krmeny stiidavé zelenymi fasami r. Desmodesmus a suspenzi potravinaiskych kvasinek.

Plovatky bahenni (Lymnaea stagnalis) byly ziskany z retenéni nadrze v obci Tovér
aztuni v aredlu Centra ekologickych aktivit Slundkov. Jedinci byli aklimatizovani
k pokusu ve stejné laboratoii jako perloocky se stalou teplotou vody cca 23 °C. Chov
jsem vedla ve tfech akvariich s obsahem 5 | odstaté kohoutkové vody. Akvaria byla
osvétlena zafivkou srezimem den/noc. Plovatky jsem krmila ledovym salatem,

okiehkem (Lemna sp.) a fasou r. Chlorella.
3.2 Nanocdastice nulavalentniho Zeleza

Nanomaterial jsme ziskali od Mgr. Jana Filipa, Ph.D. a Mgr. Iva Mediika
z Regionalniho centra pokrocilych technologii a materiald. Pro experimenty byly
pouzity praSkové nanocastice kovového zeleza bez povrchové tpravy, typ NANOFER
25P od firmy NANO IRON s.r.o. Obsah elementarniho Zeleza Fe® vice nez 80%,
prumérna velikost ¢astic (D50) je pod 50 nm, specificky povrch typicky 25 g/m? (Nano
Iron 2009). Nanocastice byly pod ochrannou atmosférou (N2, rukavicovy box)

pievedeny do podoby suspenze. Zasobni suspenze nZVI méla koncentraci 1 g/1.

3.3 Bioakumulace

3.3.1V prosttedi bez fasy

Pro experiment jsem pouzila sklenéna akvaria o rozmérech 27x27x27 cm. Celkem jsem
méla k dispozici 20 akvarii. Redénim zasobni suspenze jsem piipravila tfi rozdilné
koncentrace nZVI ve vodé: 0,001 g/l (5 ml zasobni suspenze nZVI), 0,01 g/l (50 ml
zasobni suspenze nZVI), 0,1 g/l (500 ml zasobni suspenze nZVI), vzdy o finalnim
objemu 5 000 ml. K fedéni byla pouzita odstata kohoutkova voda pokojové teploty.
Do ptipraveného roztoku jsem umistila 50 stfedné velkych hrotnatek, kazda

z pripravenych koncentraci byla testovana v 16 opakovanich (Pfiloha ¢. 2).
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Obr. 6 Trojice akvérii s perloockami a rozdilngymi koncentracemi nZVI, pét opakovani (foto

I. Navratilova)

Po 24 hodinach jsem vsSechny hrotnatky opatrné vylovila individualné pipetou.
Spocitala jsem uhynulé jedince a vyfadila je z dalsiho testovani. Zivé perlootky jsem
prenesla na ocislované Petriho misky. Misky s perloockama jsem umistila do pfedem
ptipravenych kapes z filtraéniho papiru, aby se zamezilo silnému proudéni vzduchu,
ktery by mohlo téla korySi odnést. Takto chranéné Petriho misky jsem premistila
do susici pece. Nastavila jsem sus$ici cyklus 105°C na 3 h, béhem kterého doslo
K aplnému vysuseni vzorki. VysuSené vzorky jsem dale uchovavala v exsikatoru
se silikagelem. SuSinu jsem velmi opatrné seSkrabla ze sklenénych misek a zvazila ji

na vaze Precisa 40SM-200A v plastovych Petriho miskéach.

DalSim krokem byla mineralizace, tj. uplné rozlozeni organické hmoty chemickymi
¢inidly. SuSinu jsem piemistila do teflonovych nadob DAP-60K kompatibilnich
s mikrovinnym rozkladnym systémem speedwave ENTRY firmy Berghof. K susSiné
jsem laboratorni sklenénou pipetou ptidala 7 ml koncentrované 65% kyseliny dusi¢né.
Takto pfipravené vzorky jsem podrobila totdlnimu mikrovinnému rozkladu v pfistoji

speedwave ENTRY firmy Berghof.
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Vzorky jsem po vychladnuti ptelila do uzaviratelnych plastovych zkumavek a natfedila
je destilovanou vodou do objemu 25 ml. Nasledné¢ byly vzorky podrobeny analyze
na spektrometru Avanta firmy GBC v plameni acetylén/vzduch, kde byl zjistén celkovy
obsah Zeleza ve vzorcich. Obsah Zeleza byl pfepocten na suSinu prezivsich perloocek
vV daném opakovani s konkrétni koncentraci nZVI. Vysledna hodnota naakumulovaného

Zeleza je udavana v mg/g susiny.

Podil mrtvych perloocek byl pouzit pro zhodnoceni letdlniho vlivu nZVI. Pro kazdé

opakovani byla nasledn¢ vypo¢tena procentualni mortalita (Pfiloha ¢. 4).

Pro pokus jsem vytvofila Sest kontrolnich vzorkii, kam jsem nepfidala zddné nZVIL
Do zminovanych akvérii jsem nalila 5 000 ml ¢isté odstaté kohoutkové vody a do nich
umistila vzdy 50 ks perloocek. Po 24 h jsem perloocky vylovila a podrobila jsem je

stejnému postupu popsanému vyse.
3.3.2 V prostiedi s fasou

Ugelem tohoto dil¢iho experimentu bylo porovnat, zda bude mit p¥itomnost fasy
Vv prostfedi vliv na mnozstvi naakumulovaného nZVI v perloockéch. Do stejnych
akvarii, jako v prvnim pfipad¢, jsem piipravila tfi koncentrace nZVI: 0,001 g/1, 0,01 g/l
a 0,1 g/l s rozdilem, Ze jsem do kazd¢ho akvéria ptidala pipetou 10 ml fasy
Desmodesmus sp. Kone¢ny objem byl 5 000 ml. Do kazdého roztoku jsem opét umistila
50 stfedné velkych hrotnatek. Experiment jsem provedla v osmi opakovanich pro
kazdou koncentraci (Pfiloha ¢. 3). Dalsi pribéh pokusu byl zcela totozny jako v ptipadé

bioakumulace bez tasy.
3.3.3 Vlastnosti vody béhem experimentu

Pro ptesnou definici podminek pfi experimentu jsem méfila vybrané vlastnosti vody.
Vodivost vody (uS/cm) jsem zjistila konduktomérem znacky Hanna a pH s pomoci
pH metru Hanna. Obsah rozpusténého kysliku (mg/l), nasyceni vody O: (%) a teplotu
(°C) jsem zméftila multimetrem HQ40D Hach. Pripravila jsem si akvaria
s koncentracemi nZVi 0 g/l, 0,001 ¢g/l, 0,01 g/l a 0,1 g/l ve tfech opakovanich.
Do kazdého z nich jsem umistila 50 hrotnatek. M¢fici piistroje jsem postupné vkladala
do akvarii a zaznamenavala jsem naméfené hodnoty. Pfistroje jsem pifed kazdym

meéfenim ocistila v ¢isté vode, aby se predeslo rusivému ovlivnéni vysledi. Méfeni jsem
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provedla Sestkrat: bezprosttedné po ptidani nZVI do vody (0,1 h), za 0,25 h, za 1,25 h,
za 2,25 h, za 3,25 h a za 24 h po pfidani nZVI. Hodnoty odectené z piistroji jsem

zaznamenala do tabulky a vypocitala jsem jejich aritmetické praméry (Pfiloha ¢. 5).

Po dokonceni vSech méfeni jsem odebrala n€kolik hrotnatek, které na sobé mély
viditeln¢ akumulované nZVI. Pomoci binokuldrniho stereomikroskopu jsem provedla

vizualni kontrolu a poftidila jejich fotografie.
3.4 Experiment s plovatkami

Ptipravila jsem tfi sklenéné nadoby 0 objemu 300 ml s koncentracemi nZVI 0,001 g/I,
0,01 g/l a 0,1 g/l. Do kazdé nadoby jsem umistila tii stfedné velké plovatky. Vodni plze
jsem nechala v prosttedi 24 h. Po uplynulé dobé jsem velmi opatrné vyjmula
Pasteurovou pipetou exkrementy, které v nadobach zustaly. Exkrementy jsem podrobila
mineralizaci a analyze, jako v ptipad¢ bioakumulace s jedinym rozdilem — exkrementy

jsem nesusila a nevazila. Tento experiment jsem provedla ve dvou opakovanich.
3.5 Statistika

Ziskana data byla zpracovana v programu RStudio vision 1.2.5001. Obsah Zeleza
Vv hrotnatkach byl testovan jednocestnou analyzou variance, nasledovanou posteriornim
Tukeyho testem. Analyze variance pfedchazel Bartlettlv test ovéfujici homogenitu
variance. Mortalita hrotnatek byla testovana neparametrickym Kruskal-Wallisovym

testem.
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4. Vysledky

Hrotnatky vystavené nZVI v prostiedi jej viditeln¢ akumulovaly ¢i adsorbovaly
ve vSech testovanych koncentracich. Bioakumulované nZVI bylo pozorovano
na povrchu i uvniti téla jedince — ve stievé (Obr. 7). Se zvySujici se koncentraci nZVI

rostlo mnozstvi ¢ernych agregatl Zeleza na hrotnatkach.

Obr. 7 Hrotnatka s akumulovanym nZVI (1) na tykadlech, (2) ve stfevé, (3) na exoskeletu (foto I.

Navratilova)

4.1 Obsah bioakumulovaného Zeleza v suSiné hrotnatek

Obsah Zeleza v suSiné hrotnatek bez fasy se signifikantné 1isil ve vSech testovanych
koncentracich nZVI v prostiedi (F = 34.822, df = 3, p < 0,001). Stejné tomu bylo
v prostiedi s fasou (F = 108.26, df = 1, p < 0,001). Hodnoty akumulovaného Zeleza
v suiné rostly se zvySujici se koncentraci nZVI ve vodé¢ (Obr. 8, 9). V piipadé

experimentu s fasou byl vysledny obsah zeleza niz$i nez v pokusu bez fasy.

25



200

= I
ot |
:-E :
v B :
L -~ H
% .
£ S |
3]
™~
a
D o |
s T 1 1
£~ : 1
m 1
0
o i?
o o 4 ———e—
I I I I
0 0.001 0.01 01

Koncentrace nZVI ve vodé (g/l)
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Obr. 9 Obsah Zeleza (mg/g) v susing s fasou
4.2 Pocet uhynulych jedinct hrotnatek

Test odhalil signifikantni rozdily v poctu uhynulych jedinci mezi jednotlivymi
koncentracemi nZV1 v prostiedi bez fasy (y*> = 36,368, df = 3, p < 0,001) i s fasou
(x> =9,8464, df = 2, p = 0.007276). Pocet uhynulych jedincti pfimo umérné¢ stoupal se
zvysujici se koncentraci nZV1 v prostiedi (Obr. 10, 11).
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Obr. 10 Pocet uhynulych jedinct v prostiedi bez fasy
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Obr. 11 Poget uhynulych jedincti v prostiedi s fasou

V prostiedi s nanocasticemi zeleza kolisala mortalita v rozmezi od 2,13 % do 15,38 %
Vv zavislosti na testované koncentraci nanozeleza. V kontrolnich vzorcich byla mortalita

vzdy nulova (Tab. 1).

Tab. 1 Procentudlni mnozstvi uhynulych jedinct

Koncentrace nanozeleza (g/) Uhynuli jedinci bez fasy (%) Uhynuli jedinci s fasou (%)

0 0 -
0,001 2,13 2,75
0,01 5,63 8,25

0.1 15,38 14,25
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4.3 vlastnosti vody

Jako bod nula v Obr. 12-16 je uzita hodnota koncentrace 0 g/l v ¢ase 0,1 h., nebot

nejlépe simuluje vlastnosti vody pred pfidanim nZ V1.

Primérna teplota vody ve vSech pripadech stoupla cca 0 1 °C (Obr. 12). Nejnizsi
celkova primérna teplota byla zaznamenana u koncentrace 0 g/l a nejvyssi

u koncentrace 0,1 g/l.
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Obr. 12 Vyvoj teploty vody béhem experimentu v zavislosti na ¢ase (pramér z péti opakovani)

Konduktivita vody, tedy schopnost vést elektricky proud, od aplikace nZVI témét
nekolisala (obr. 13). Bylo pozorovano pouze snizeni s piibyvajicim mnozstvim Zeleza

0 desitky jednotek.
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Obr. 13 Vyvoj konduktivity béhem experimentu v zavislosti na ¢ase (pramér z péti opakovani)
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Obsah kysliku se béhem experimentu drzel v rozmezi 6-8 mg/l (Obr. 14). Pfi nejvyssi

koncentraci v prvnich hodinach prudce klesl. U Ostatnich koncentraci zistal prakticky

konstantni. Primérné nasyceni vody O: se u koncentraci 0 g/l, 0,001 g/l a 0,01 g/l

pohybovalo kolem 90 %. P#i koncentraci 0,1 g/l nasyceni zpocatku kleslo o témét 20 %

(Obr. 15).
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Obr. 14 Vyvoj obsahu Oz (ml/l) v zavislosti na ¢ase (pramér z péti opakovani)
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Obr. 15 Vyvoj nasyceni vody Oz (%) v zavislosti na ¢ase (pramér z péti opakovani)

Pramérna hodnota pH byla ve vSech piipadech vyssi nez 8, tzn. slabé zasadita (Obr. 16).

Hodnoty kolisaly pouze v ramci desetinnych ¢isel.
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Obr. 16 Vyvoj hodnoty pH b&hem experimentu v zavislosti na ¢ase (pramér z péti opakovani)

4.4 Plovatky

Vzhledem k nizkému poctu opakovani a nemoznosti kvantifikace suSiny exkrementd
nelze vytvofit statistiku. Z divodu technické chyby nebylo mozné zméfit jednu

z hodnot. Vysledky méfeni piesto dokazuji pfitomnost zeleza v exkrementech plovatek
(Tab. 2).

Tab. 2 Obsah zeleza v exkrementech plovatek

Koncentrace (g/l) Opakovani €. 1 (mg/1) Opakovani €. 2 (mg/l)
0,001 5,268 -
0,01 33,216 31,386
0,1 439,721 106,012
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo posoudit, zda se nanocastice nulavalentniho zeleza (nZVI)
bioakumuluji ve sladkovodnich bezobratlych, pfedevsim v hrotnatce velké (Daphnia
magna) a plovatce balenni (Lymnaea stagnalis). Pro experiment jsem zvolila tii
koncentrace nZV1: 0,001 g/I, 0,01 g/l a 0,1 g/l po vzoru Baumann et al. (2014) a délku
expozice 24 h. Oba druhy prokazaly potencial akumulovat ve svém téle nanocastice

zeleza.

Pii pozorovani stereomikroskopem jsem potvrdila akumulaci nanocastic u vsech
testovanych koncentraci nZVI ve stfevé hrotnatek i adsorpci Castic zeleza na jejich
exoskelet atykadla. Pozorovala jsem rovnéz trend zvySujiciho se obsahu O:
v susing hrotnatek s rostouci koncentraci nZVI vpravenym do prostfedi. Bohuzel jsem
kvili technické naro¢nosti nemohla stanovit zvIa$t mnozstvi Zeleza ve stievé a zvlast’

mnozstvi na vnéjsi schrance, coz by mohlo vést k hlubs§imu pochopeni toxicity.

S dosavadnimi znalostmi se domnivam, ze velkou roli na mortalitu hrotnatek mayji
Castice a jejich aglomeraty adsorbované na jejich vnéjsi schranku. V kratkém case totiz
dochazi k vyrazné imobilizaci jedinc zapiic¢inéné adsorpci nanozeleza na exoskelet
i filtraéni aparat (Baumann et al. 2014). Zatizeni cCasticemi muze také zvysSit
energetickou naroc¢nost a narusit fyzickou zdatnost béhem plavani (Dabrunz et al.
2011). Béhem experimentu jsem v nejvyssi koncentraci ptidaného nZVI pozorovala
jedince, ktefi byli obaleni nanocasticemi v takové mite, Ze klesli ke dnu a nebyli

schopni navratu do vodniho sloupce.

Nejvyssi primérnou Umrtnost hrotnatek 15,38 % jsem zaznamenala v prostiedi
s koncentraci nZVI 0,1 g/l bez fasy, coz mohu vyhodnotit jako prostiedi nejméné
ptiznivé. S timto zavérem souhlasi i méfeni obsahu Zelea V jejich télech, nebot’ ve vyse
zminénych podminkach bylo namétfeno nejvic Zeleza. Tento vysledek mé prekvapil,
jelikoz jsem se domnivala, Ze v prostfedi s nZVI a fasou piijme hrotnatka volné
nanocastice ve vodé a zaroven nanozelezo adsorbované na fasach (Navarro et al. 2008).
Rasy, které adsorbovaly nanoéastice, viak pravdépodobné klesly ke dnu a byly tak
pro hrotnatky haie dosazitelné, ¢i neatraktivni (Schiwy et al. 2016). Pokud k tomu
skute¢né doslo, ve vodnim sloupci se snizil obsah nanozeleza a proto se ho dostalo

mén¢ do hrotnatek. Jestlize hrotnatky preferovaly filtraci fas pted Zelezem, mohlo dojit

31



K procisténi stfeva fasou a vypuzeni nanocastic ze stfeva (Lv et al. 2018). Podobna
situace by mohla byt pozorovana v prostredi in situ, kde jedinci nejsou vystaveni pouze

ucinku nZ V1, ale pisobi tam daleko vic proménnych.

Dalsim, pro mé neviditelnym faktorem, je patrné€ cytotoxicita. Ta nebyla prokéazana, ale
lze ji ocekavat. S vyskytem nZVI v prosttedi se poji oxidacni stres, coz je situace
zpusobend vysokymi intracelularnimi koncentracemi reaktivnich druht kysliku, které
vznikaji pti preméné nZVI (Davies 2000). Bunky, vystavené vysokym koncentracim
téchto oxidd, se s nimi nejsou neschopny vypofadat a mohou vykazovat ruzné

dysfunkce membranovych lipidd, proteini a DNA (Sevcu & Cernik 2010).

Pfitomnost nanocéstic zeleza ve vod€ ovliviluje zivé organismy nejen piimym
pisobenim, ale také mirnymi zménami kvality vody (Sevcu & Cernik 2010).
Se zvySujicimi se koncentracemi testovaného nZVI jsem napf. zaznamenala pokles
konduktivity o desitky uS/cm. To je disledek znacné reaktivity a velkého mérného
povrchu castic nZVI. Nanocastice Zeleza odstanuji ionty, diky kterym je voda vodiva
(Crane & Scott 2012). Pti experimentu $lo pravdépodobné o velké ionty vapniku
a hot¢iku, na které je kohoutkova voda v laboratofi bohata. Nepiedpokladam vsak, Ze

by mél tento efekt vyznamny vliv na mortalitu hrotnatek.

Jeden z nejvice piekvapivych vysledkt jsem zaznamenala pii méfeni obsahu kysliku
ve vodé. Pokles koncentrace O: o téméf 20 % bchem cca 3 hodin pfi nejvyssi
koncentraci Zeleza patrné zpusobila rychld oxidace nZVI. Nulavalentni Zelezo ve vodé
rychle starne a reaguje srozpusténym  kyslikem 1 svodou, koroduje
(Calderon & Fullana 2015). Opét mohu vyloucit, Ze by tato zména ohrozila hrotnatky.
Daphnia magna totiz neni ovlivnéna koncentracemi O: nad 3 mg/l (Heisey & Porter
1977), ba dokonce dokaze piezit v anoxickém prostiedi az 3 h (Herbert 1954).

wrwe

Vv laboratofi. Nutno zohlednit také moznou chybu pfistroje. Hodnota pH béhem méteni
kolisala (s ohledem na zkoumané méftitko) témef nepozorovateln€. Drobné kolisani je
v ramci tolerované odchylky méficiho pfistroje. Zmény teploty i pH hodnotim jako
nepodstatné. Vysledky méteni vlastnosti vody mi celkové neptinesly pfili§ vyznamné
informace. Vzhledem k velké ekologické nice hrotnatek, tedy schopnosti snaset velké
rozmezi hladin faktorti, nebyly Zadné meétfené vlastnosti vody v Zivotu ohrozujicich

hodnotach.
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Vzhledem k faktu, ze perloocky jsou neselektivni filtratofi, vpravi do svého stfeva
vSechny castice v okoli, nehledé¢ na jejich povahu ¢i pavod. Podlozeno mym
vyzkumem, jedna hrotnatka dokaze béhem 24 h v koncentraci 0,1 g/l akumulovat
pramérné¢ 0,08 mg zeleza. Hrotnatky jsou béZznou potravou cColkli ¢i drobnych ryb.
Pokud by ¢olek zkonzumoval 300 takto infikovanych hrotnatek, vpravil by do sebe
az 24 mg nanocastic zeleza, coz by mohlo vést ke zméndm v jeho stievni mikrofloie
¢i thynu jedince. Schiwy et al. (2016) stanovil hodnotu EC50 pro toxicitu nanozeleza
ve vodnim prostiedi, jez se pohybuje od 165 mg/l pro hrotnatky do 458 mg/l pro ryby
danio. Nicméné¢ jde pouze 0 modelovou situaci, je prakticky nemozné docilit tak vysoké
koncentrace mimo laboratorni podminky. V ptirodnich podminkach se k dekontaminaci
vod aplikuji suspenze obsahujici az 10 g/l nanocastic. Zde se vSak piedpoklada
rozptyleni ¢astic v takové mife, az koncentrace nanozeleza poklesne na 1 mg/l ¢i méné

(Mueller et al. 2012).

Diléi experiment s plovatkami nebylo moZzné dokonc¢it v plném rozsahu kvili
mimofadnym opatenim, jez vyvolala pandemie onemocnéni Covid-19. Ze dvou
provedenych opakovani se navic kvuli technické chybé povedlo ziskat kompletni
vysledky jen jednoho opakovani. Navzdory tomu se podatilo zdokumentovat jisty obsah
zeleza v jejich exkrementech, coZz povazuji za nepfimy dikaz vniknuti nanocastic
do jejich traviciho traktu. Pfima tméra mezi zvySujicim se obsahem nanocastic
v prostiedi a v plovatkach jiz byla pozorovana u nanostiibra (Oliver et al. 2014).
Nanocastice usazené na dné nadrze mohou kontaminovat potravu plovatek a dostat
se do jejich téla dalsi cestou, nez jen piimo z prostfedi. Domnivam se, Ze bentické druhy
by mohly akumulovat daleko vétSi mnoZstvi nanocastic Zeleza nez nekton, nebot’
sedimentace nanocastic je pomérné rychla a ¢astice ze dna bez vnéjsiho vlivu nikam

nezmizi.

33



6. Zaver

Ve své praci jsem testovala vliv nanoc¢astic nulvalentniho Zeleza (nZVI) na sladkovodni
bezobratlé — hrotnatku velkou (Daphnia magna) a plovatku bahenni (Lymnaea
stagnalis). Provedla jsem experimenty, pii kterych byly hrotnatky vystaveny pouze
nZVI1 (16 opakovani) a nZVI + fasam r. Desmodesmus (8 opakovani). Plovatky jsem
vystavila pouze nZVI (2 opakovani). Jednalo se o kratkodobou expozici 24 h. Ve vSech

ptipadech jsem pouzila koncentrace nZV1 0,001 g/I, 0,01 g/l a 0,1 g/l.

Samotnému testovani predchazela reSerSe o problematice nanocastic a nanozeleza
Vv zivotnim prostfedi. V souladu s ofekavanim prokazala analyza dat bioakumulaci
zeleza v hrotnatkach i pfitomnost Zeleza v exkrementech plovatek, z ¢ehoz vyvozuji
pfitomnost Zeleza V jejich travicim traktu. Cetné testy potvrdily téZ negativni vliv nZVI

na hrotnatky, méfeny poctem uhynulych jedinct.

Dosavadni data budou pouzita pro ¢lanek ,,Nanocastice zeleza a jejich potencidlni vliv
na vodni ekosystémy*, jenz bude otistén v ¢asopise Vodni hospodaistvi. V budoucnu by
bylo vhodné pokracovat sexperimenty na bentickych organiSmech a umoznit
kvantifikaci dat. Dale je zadouci vyzkum Vv del$im ¢asovém horizontu a testovani vlivu
dlouhodobé expozice nZVI na testované organismy. Dalsi experimenty by mohly
sméfovat k objasnéni otdzky potencidlni akumulace ve vysSich Urovnich potravniho

retézce, zkoumané na obojzivelnicich ¢i rybach.
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Ptiloha ¢. 1 — Vyroba Z média

Pro vytvofeni ,,Z média“ jsem nejdiive piipravila zasobni roztoky (Staub, 1961).
Do uzaviratelnych lahvi DURAN jsem V destilované vodé¢ jednotlivé rozpustila
nasledujici chemikalie v odpovidajicim mnozstvi: 46,7 /1000 ml dusi¢nanu sodného
(NaNO3), 5,9 ¢g/1000 ml tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého (Ca(NOj3),.4H,0),
3,1 g/1000 ml hydrogenfosfore¢nanu draselného (K,HPO,), 2,5 g/1000 ml heptahydratu
siran hofe¢natého (MgS0,4.7H,0) a 2,1 g/1000 ml uhli¢itanu sodného (Na,COs3.). Pro
vyrobu 1000 ml ,,Z* média jsem pouzila 10 ml kazdého z péti vySe zminénych roztokd,
0,2 ml Fe EDTA, 0,08 ml Gaffronova roztoku mikroprvki a 949,72 ml destilované
vody.

Priloha ¢. 2 — Bioakumulace v prostiedi bez fasy

Koncentrace nZVI (g/l) Uhynulé kusy Vaha suSiny (mg) Obsah Fe (mg/g)

0 0 2,94 0,633304
0 0 3,47 0,390292
0 0 2,07 0,279832
0 0 4,07 0,390292
0 0 3,29 0,508116
0 0 4,53 0,434476
0,001 2 4,24 1,922004
0,001 1 2,85 2,72468
0,001 0 2,90 3,763004
0,001 3 3,78 2,260748
0,001 0 3,80 3,05606
0,001 3 5,20 5,655552
0,001 0 0,86 2,444848
0,001 1 2,94 1,855728
0,001 0 3,35 2,3933
0,001 0 1,84 3,90292
0,001 0 3,80 3,925012
0,001 0 2,50 1,266608
0,001 2 1,54 0,714308
0,001 3 2,58 0,9205
0,001 0 3,47 3,674636
0,001 2 2,24 1,25188
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Priloha ¢. 3 — Bioakumulace v prostiedi s fasou

Koncentrace nZVI1 (g/l) Uhynulé kusy Véaha susiny (mg) Obsah Fe (mg/g)

0,001 0 2,69 1,58326
0,001 1 3,40 1,2887
0,001 1 2,44 1,80418
0,001 1 2,65 2,385936
0,001 2 3,81 3,254888
0,001 1 6,33 1,494892
0,001 3 2,97 6,023752
0,001 2 5,88 4,0502
0,01 0 1,76 6,88534
0,01 3 2,58 3,836644
0,01 2 3,33 6,796972
0,01 2 3,55 10,67044
0,01 4 3,51 33,19691
0,01 9 5,09 17,73988
0,01 6 4,35 5,206348
0,01 7 3,60 14,24934
0,1 4 2,85 62,8812
0,1 1 1,66 31,80512
0,1 3 2,26 50,73796
0,1 14 2,32 57,46129
0,1 10 4,83 98,8617
0,1 7 2,90 65,70897
0,1 8 2,78 65,13458
0,1 10 2,54 82,75663

Ptiloha ¢. 4 — Mortalita

Koncentrace nZV1 (g/l) Mortalita bez fasy (%) Mortalita s fasou (%)

0 0 -
0 0 -
0 0 -
0 0 -
0 0 -
0 0 -
0,001 1 0
0,001 0,5 0,5
0,001 0 0,5
0,001 1,5 0,5
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Ptiloha ¢. 5 — Vlastnosti vody

Cas Koncentrace Teplota Konduktivita Koncentrace Pramér teploty Pramér konduktivity
(h) (9 O (uS/cm) (a/) O (uS/cm)

0,1 0,001 22,2 355 0,001 22,10 360,67
0,1 0,001 22,1 361

0,1 0,001 22 366

0,1 0,01 22 349 0,01 22,23 353,67
0,1 0,01 22,4 349

0,1 0,01 22,3 363

0,1 0,1 22,2 320 0,1 22,33 323,33
0,1 0,1 22,5 317

0,1 0,1 22,3 333

0,1 0 21,9 367 0 21,80 366,33
0,1 0 21,8 367

0,1 0 21,7 365

0,25 0,001 21,8 352 0,001 22,00 360,67
0,25 0,001 22,1 365

0,25 0,001 22,1 365

0,25 0,01 21,9 348 0,01 22,17 353,67
0,25 0,01 22,4 350

0,25 0,01 22,2 363

0,25 0,1 22,1 319 0,1 22,27 323,67
0,25 0,1 22,4 321

0,25 0,1 22,3 331

0,25 0 21,9 364 0 21,83 362,67
0,25 0 21,8 362

0,25 0 21,8 362

1,25 0,001 21,8 362 0,001 22,03 362,67
1,25 0,001 22,1 364

1,25 0,001 22,2 362

1,25 0,01 21,9 350 0,01 22,23 353,67
1,25 0,01 22,4 350

1,25 0,01 22,4 361

1,25 0,1 22,1 321 0,1 22,33 323,33
1,25 0,1 22,5 319

1,25 0,1 22,4 330

1,25 0 21,9 367 0 21,80 364,00
1,25 0 21,8 362

1,25 0 21,7 363

2,25 0,001 21,4 357 0,001 21,90 363,00
2,25 0,001 22,1 365

2,25 0,001 22,2 367

2,25 0,01 21,8 349 0,01 22,27 353,00
2,25 0,01 22,5 350

2,25 0,01 22,5 360

2,25 0,1 22 319 0,1 22,33 324,00
2,25 0,1 22,6 320
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2,25 0,1 22,4 333
2,25 0 21,9 366 0 21,77 365,33
2,25 0 21,7 365
2,25 0 21,7 365
3,25 0,001 21,4 362 0,001 21,93 364,33
3,25 0,001 22,1 365
3,25 0,001 22,3 366
3,25 0,01 21,7 354 0,01 22,27 354,33
3,25 0,01 22,5 349
3,25 0,01 22,6 360
3,25 0,1 21,9 338 0,1 22,33 329,33
3,25 0,1 22,6 320
3,25 0,1 22,5 330
3,25 0 21,9 367 0 21,77 364,33
3,25 0 21,7 363
3,25 0 21,7 363
24 0,001 23,1 363 0,001 23,10 367,67
24 0,001 23 371
24 0,001 23,2 369
24 0,01 22,9 325 0,01 23,27 349,00
24 0,01 23,4 356
24 0,01 23,5 366
24 0,1 22,9 325 0,1 23,17 328,00
24 0,1 23,4 323
24 0,1 23,2 336
24 0 22,7 370 0 22,57 368,33
24 0 22,5 367
24 0 22,5 368
Cas Konc.  Obsah O: Nasyceni vody |Konc.  Primeér obsahu O> Primérné nasyceni
(h) (g (mg/l) 02 (%) (a/l) (mg/l) vody O: (%)
0,1 | 0,001 8,06 94,6 0,001 7,96 93,20
0,1 | 0,001 7,88 92,3
0,1 | 0,001 7,94 92,7
0,1 0,01 7,93 92,6 0,01 7,84 91,97
0,1 0,01 7,85 92,3
0,1 0,01 7,75 91
0,1 0,1 6,71 78,6 0,1 6,65 78,10
0,1 0,1 6,71 79
0,1 0,1 6,53 76,7
0,1 0 7,95 92,6 0 7,96 92,63
0,1 0 7,97 92,7
0,1 0 7,97 92,6
0,25 | 0,001 8,01 93,2 0,001 7,91 92,40
0,25 | 0,001 7,88 92,1
0,25 | 0,001 7,85 91,9
0,25 | 0,01 7,89 92 0,01 7,87 92,23
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0,25 | 0,01 7,84 92,3
0,25 | 0,01 7,88 92,4
0,25 0,1 6,65 77,8 0,1 6,56 77,00
0,25 0,1 6,62 77,9
0,25 0,1 6,41 75,3
0,25 0 7,83 91,3 0 7,91 92,13
0,25 0 7,93 92,3
0,25 0 7,98 92,8
1,25 | 0,001 7,98 92,9 0,001 7,86 91,90
1,25 | 0,001 7,82 91,5
1,25 | 0,001 7,79 91,3
1,25 | 0,01 7,88 91,8 0,01 7,85 92,10
1,25 | 0,01 7,83 92,2
1,25 | 0,01 7,85 92,3
1,25 0,1 6,77 73,3 0,1 6,45 73,87
1,25 0,1 6,41 75,6
1,25 0,1 6,18 72,7
1,25 0 7,82 91,2 0 7,91 92,00
1,25 0 7,94 92,3
1,25 0 7,97 92,5
2,25 | 0,001 8,27 95,5 0,001 7,98 93,03
2,25 | 0,001 7,83 91,7
2,25 | 0,001 7,84 91,9
225 | 0,01 8 93 0,01 7,90 92,83
2,25 | 0,01 7,84 92,5
225 | 0,01 7,87 93
2,25 0,1 6,23 72,8 0,1 6,25 73,57
2,25 0,1 6,36 75,2
2,25 0,1 6,17 72,7
2,25 0 7,83 91,3 0 7,93 92,17
2,25 0 7,97 92,6
2,25 0 7,98 92,6
3,25 | 0,001 8,27 95,4 0,001 7,98 93,03
3,25 | 0,001 7,85 91,9
3,25 | 0,001 7,81 91,8
325 | 0,01 8,01 92,9 0,01 7,92 92,97
3,25 | 0,01 7,89 93,1
325 | 0,01 7,87 92,9
3,25 0,1 6,3 73,5 0,1 6,18 72,70
3,25 0,1 6,32 74,6
3,25 0,1 5,93 70
3,25 0 7,76 90,4 0 7,89 91,97
3,25 0 7,93 92,9
3,25 0 7,98 92,6
24 0,001 7,63 91 0,001 7,51 89,50
24 0,001 7,44 88,5
24 0,001 7,45 89
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Cas (h) Koncentrace (g/l) pH

Koncentrace (g/I) Pramér pH

0,1 0,001 8,52 0,001 8,38
0,1 0,001 8,36
0,1 0,001 8,27
0,1 0,01 8,41 0,01 8,34
0,1 0,01 8,36
0,1 0,01 8,24
0,1 0,1 8,39 0,1 8,32
0,1 0,1 8,32
01 0,1 8,25
0,1 0 8,22 0 8,25
0,1 0 8,26
0,1 0 8,26
0,25 0,001 8,39 0,001 8,30
0,25 0,001 8,26
0,25 0,001 8,25
0,25 0,01 8,36 0,01 8,29
0,25 0,01 8,27
0,25 0,01 8,23
0,25 0,1 8,31 0,1 8,28
0,25 0,1 8,26
0,25 0,1 8,28
0,25 0 8,27 0 8,30
0,25 0 8,31
0,25 0 8,32
1,25 0,001 8,59 0,001 8,41
1,25 0,001 8,32
1,25 0,001 8,33
1,25 0,01 8,46 0,01 8,38
1,25 0,01 8,34
1,25 0,01 8,33
1,25 0,1 8,4 0,1 8,35
1,25 0,1 8,34
1,25 0,1 8,32
1,25 0 8,28 0 8,31
1,25 0 8,31
1,25 0 8,33
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2,25 0,001 8,56 0,001 8,39
2,25 0,001 8,31
2,25 0,001 8,31
2,25 0,01 8,44 0,01 8,37
2,25 0,01 8,34
2,25 0,01 8,33
2,25 0,1 8,38 0,1 8,35
2,25 0,1 8,34
2,25 0,1 8,32
2,25 0 8,3 0 8,30
2,25 0 8,3
2,25 0 8,31
3,25 0,001 8,52 0,001 8,37
3,25 0,001 8,32
3,25 0,001 8,28
3,25 0,01 8,4 0,01 8,35
3,25 0,01 8,34
3,25 0,01 8,32
3,25 0,1 8,35 0,1 8,34
3,25 0,1 8,34
3,25 0,1 8,34
3,25 0 8,28 0 8,33
3,25 0 8,34
3,25 0 8,36
24 0,001 8,47 0,001 8,36
24 0,001 8,34
24 0,001 8,26
24 0,01 8,42 0,01 8,34
24 0,01 8,32
24 0,01 8,29
24 0,1 8,35 0,1 8,32
24 0,1 8,29
24 0,1 8,33
24 0 8,36 0 8,36
24 0 8,36
24 0 8,36
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