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1  Uvod

Za xenobiotika jsou povaZovany cizorodé latky, s kterymi se organismy v priibéhu
evoluce nedostaly do styku, avsak s vyjimkou poslednich desetileti. Tyto latky vznikaji
¢innosti ¢lovéka, dostavaji se do Zivotniho prostiedi (dale jen ZP) a kontaminuji ho.
Primarni zdroj xenobiotik je zejména chemicky priimysl, sekundarni zdroj predstavuje
oblast spotireby produktli chemické vyroby (Knejzlik, Kas et. Ruml, 2000) . Xenobiotika
lze kategorizovat do znamych trid latek, dle zplisobu jejich rozsireni a pouziti, jak lze

vycist z tabulky €. 1.

Tab. 1 - Vybrané sekundarni zdroje xenobiotik

sekundarni zdroj xenobiotik priklad skupiny latek

potravinarstvi potravinarska aditiva - ochucovadla, barviva
lékakstyi syntetické léky - chemo,terapeutlka, psychotropni
latky
zemédélstvi pesticidy, herbicidy
doprava NOX, Pb, CO2
energeticky pramysl C02, SO2, popilek
spottrebni primysl plasty, barviva, natérové hmoty

K vyznamnym xenobiotikim je nutné zaradit také nanocastice, ackoliv se v Zivotnim
prostiedi vyskytovaly odpradavna. Clovék byl a je vystavovan kontaktu s nano¢asticemi
vramci prirozenych procest, jako jsou vulkanické erupce nebo horeni. V dnesni dobé
jsou béZnou soucasti moderniho svéta. Nanocastice 1ze délit na ty, které vznikaji jako
vedlejsi produkt jiného procesu, jako napriklad hoteni pohonnych hmot ve spalovacich
motorech, spalovani odpadu ¢i topnych material atd. a na ty synteticky vyrabéné,
pripravované pro urcitou aplikaci ve vyrobé (Nohavica, 2012). Ptehled vybranych

nanocastic je zaznamendn v tabulce ¢. 2.



Tab. 2 - Cilené pripravované nanocastice pro aplikaci ve vyrobé (Dohnalova et Dohnal,

2015)

uhlikova cern

Cista forma uhliku. Velmi jemny ¢erny prasek. Castice
mens$i neZ 100 nm.

kovy, oxidy kovii, keramika

MnozZstvi kompaktnich forem NC véetné nano oxidu
titani¢itého a kiemene. Casto v agregované podobé.
Kompozity obsahuji napt. kovové jadro a povrch z
oxidu kovu ¢i slitiny.

fullereny

Sférické molekuly sloZzené z atom uhliku.

uhlikové nanotrubice

Allotropni forma uhliku s cylindrickou strukturou.
Mohou byt jednosténné (single-walled) ¢i vicesténné
(multi-walled).

nanodratky

Vodivé ¢i polovodivé nanodratky o velikosti desitek
nm, napft. Co, Au, Cu, Si.

kvantové tecky

Malé (2-10 nm) utvary polovodi¢ového materialu s
elektronickymi, optickymi nebo katalytickymi
vlastnostmi.

Polymery s rozvétvenou strukturou, ¢asto symetrické

dendrimery okolo jadra. MoZnost funkcionalizace perifernich
funkénich skupin.
nanojily Keramické nanocastice, napf. bentonit, kaolinit aj.

Vzhledem k chemicko-fyzikalnim vlastnostem nanocastic a stoupajici kvantité, ktera

pronikd do Zivotniho prostredi, nastdvd vyznamny problém. Nanocastice vykazuji

kumulativni vlastnosti ve vodé, v pidé, vovzdusi, posléze v télech mikroorganismd,

rostlin i Zivocichi. Stavaji se tak soucasti potravinového retézce (Nohavica, 2011).

Proto je dileZité pohyb a chovani nano&astic vZP pravidelné monitorovat, p¥ipadné

Skody eliminovat a v prvni radé jim predchazet. Vyznamnou roli zde hraje obor

ekotoxikologie, ktery sleduje toxicky ucinek téchto latek. Cilem moji prace je pravé

popis potencionalné problematickych nanoc¢astic pronikajicich do ZP a provedeni

souboru testli toxicity na vybranych testovacich organismech. Dale je zhodnocena

citlivost testli a reakce testovanych organismi na toxické ptisobeni latek.
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2 Metodika

Cilem diplomové prace bylo zjistit toxicitu vybranych xenobiotik, konkrétné nanocastic
oxidu zinec¢natého a oxidu titanicitého, pomoci vybranych ekotoxikologickych test.
Teoreticka cast prace byla sepsana spomoci dostupnych odbornych publikaci
a internetovych zdroji, k vyhledavani ¢lankl byla vyuZivana predevsim databaze Google
Scholar a také Web of Science. Experimentalni ¢ast prace byla realizovana v laboratorich
Univerzity Hradec Kralové. Ktestim byla vyuZita laboratoi s veskerym potfebnym
vybavenim a pristroji. K testovani bylo vyuzito nasledujicich testovacich organismi:
semena rostliny hoicice bilé (Sinapis alba), vodni rostlina okiehek (Lemna sp.),
jednobunécné zelené rasy (Desmodesmus subspicatus) a také zastupce bakterii (Vibrio
fischeri). Po dobu provadéni testii byly organismy uchovavany v adekvatnich
podminkach pro udrZeni jejich dobré Zivotaschopnosti. VSechna testovani probihala
podle platnych CSN, EN, OECD a ISO norem. Byly aplikovany nasledujici
ekotoxikologické testy:

e Testinhibice ristu kotene klicici rostliny
e Testinhibice ristu vodni rostliny
e Test inhibice riistu jednobunécné rasy

e Testinhibice bioluminiscence bakterie

Testy byly provadény za presné definovanych podminek. Testované latky byly

uchovavany v uzavienych sklenénych nadobach pri pokojové teploté.

Vysledky testli byly porovnavany vzdy s kontrolnim stanovenim. VeSkeré namérené
hodnoty byly zpracovavany v pocitacovém programu MS Excel. Na zakladé vzorce pro
vypocet inhibice byly stanoveny konecné hodnoty inhibice. Podle téchto podkladi byly
vygenerovany grafy zavislosti inhibice na koncentraci toxikantu. Z grafu byla ziskana
kvadraticka rovnice a po vyreSeni vysledku byla ziskdna hodnota IC50. V kapitole
diskuze byly porovnany konecné vysledky u vSech testli mezi sebou pro zjisténi miry
toxicity testovanych nanocastic. Vysledky byly také porovnany s dostupnymi

informacemi z odborné literatury.

11



3 Teoreticka cast:

3.1 Nanomaterialy a nanotechnologie

Dle mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standardization, ISO) zni definice pro ,,nanomaterial“ nasledovné: ,,material s jakymikoli
vnéjSimi rozméry o velikosti v fddu nanometrii nebo s vnitini strukturou ¢i povrchovou

o

strukturou v fadu nanometrii“, tedy 1-100 nm (ISO Standard 80004-4).

Dle natizeni komise EU 696/2011 zni definice nasledovné: ,Nanomateridlem se rozumi
prirodni materidl, materidl vznikly jako vedlejsi produkt nebo materidl vyrobeny
obsahujici cdstice v neslouceném stavu nebo jako agregdt ¢i aglomerdt, ve kterém je
u50 % nebo vice Cdstic ve velikostnim rozdeéleni jeden nebo vice vnéjsich rozméri v

rozmezi velikosti 1 nm - 100 nm”.

Pfedpona ,,nano”“ vyjadruje mocninu 10 -9, tj. miliardtinu. Pro piedstavu, existuje nékolik
analogii, které pomohou k realné predstavé tohoto rozméru. Napriklad, Sitka jednoho
lidského vlasu je 50 000 nm. Nanometr ve srovndni s metrem je priblizné stejna
proporce jako golfovy micek v porovnani se zemékouli. ATP syntaza v naSich bunkach

méri 10 nm v priiméru, Sifrka dvousroubovice DNA jsou pouhé 2 nm (Trujillo, 2014).

Nanocastice se v zivotnim prostiredi vyskytovaly vzdy, at ze zdroji ptirozenych nebo
jako dusledek lidské ¢innosti. Nanocastice ve vzduchu jsou oznacovany jako ultrajemné,

v plidé a ve vodeé jsou to koloidy (Klaine et al., 2008).

Nanotechnologie predstavuji perspektivni obor se slibnou prognézou vyvoje. Cilem
nanotechnologii je vytvorit strukturu ¢i objekt s novymi vlastnostmi, které lze dobre
vyuZzit (napriklad ¢ip - struktura tisickrat mensi, neZ ty vyrabéné béZnou technologif).
Konstrukénimi prvky jsou molekuly a také samotné atomy (Hlubina, 2007). VyuZiti
nanotechnologii a nanomateridld je velmi Siroké, napriklad v elektronice
a elektrotechnickém primyslu, zdravotnictvi, strojirenstvi, chemickém primyslu,
textilnim primyslu, optickém primyslu, v kosmetice, vojenském primyslu a také
voblasti Zivotniho prostredi, a to kbiodegradaci, odstranovani necCistot atd.

(Slavik, 2011).

12



Spektrum produktii nanotechnologii je Siroké, Ize jej rozdélit do nékolika riiznych tiid,
a to na uhlikaté nanomaterialy, nanopolymery, jako napiiklad dendrimery, oxidy kovd,
polovodicové materialy, zahrnujici kvantové tecky a nulmocné kovy jako je Zelezo, zlato
a stiibro. Syntéza nanocastic kovli a oxidi kovl je velmi bézna zalezitost vétSiny
chemickych laboratori. Produkce téchto nanocastic probiha také pri brouseni sypkymi
materialy. Nanocastice nulmocného Zeleza byly po urcité obdobi vyuZivany na sanaci
vod, sedimentl a pid za ucelem sniZeni dusi¢nant pomoci redukce a v neddvné dobé
také kdetoxikaci organochlorovych pesticidi a polychlorovanych bifenyld. Oxid
titanic¢ity (TiO2) a oxid zinecnaty (ZnO) jsou hojné vyuZivany pro své fotolytické
vlastnosti. Zdaleka nejvétsi mnozstvi spotiebitelskych produkti s aplikaci
nanomateriall se tykaji nanocastic stribra (Klaine et al., 2008). JiZ od starovékych cast
byly ionty stiibra zndmy pro svilij antimikrobidlni efekt. Dnes jsou stifibrné ionty
pouzivany ke kontrole bakteridlniho riistu v mnoha oblastech mediciny. Jsou vyuZzivany
k 1é¢bé popalenin, v zubnim 1ékarstvi, ale také v mnoha jinych oblastech, napriklad jako
soucast elektrickych spotrebicli. V soucasné dobé jsme vystavovani Sirokému spektru

produkti obsahujicich stribro, pravé pro své antimikrobialni vlastnosti (Klasen, 2000).

3.2 Moderni vyuziti vybranych nanocastic

3.2.1 Nanocastice ZnO a TiO:

Miletin (2011) uvadi, Ze oxid zineCnaty a oxid titanicity patii k nejvyuzivanéjSim oxidtim
kovli pri vyrobé kosmetickych pripravkil stzv. minerdlnimi filtry. Jde o fyzikalni
blokatory, které selektivné rozptyluji a odrazeji UV zateni. Inovativni vyrobni postupy
umoziuji pripravu mineralnich filtrii s ¢asticemi o rozmérech v fadu desitek nanometrt.
Po aplikaci na pokoZce pak vznika ,,UV zrcadlo“ a kosmeticky vyrobek tak dosahuje
vysokych hodnot SPF. Autor dale uvadi, Ze TiO; se dle svych vlastnosti da povazovat
spiSe za UVB filtr, kdeZto ZnO absorbuje v celé Sifce UV zareni. Pro dokonalou ochranu
pfed UV zarenim byvaji proto vyuzivany obé latky spolecné. Mineralnim filtrim je

vytykana napriklad fotokatalyticka aktivita ¢i moznost priniku nanocastic do pokozky.

Autorky Hochmannova et Vytrasova (2010) tvrdi, Ze fotokatalytické vlastnosti ZnO

i TiO2 jsou podobné. Vlivem svétla o urcité vinové délce dochazi kjejich aktivaci.
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Vyznamnou spolecnou vlastnosti téchto oxidd je vznik povrchové vazanych
hydroxylovych radikalG. Fotokatalytické oxidy vykazuji antimikrobidlni efekt
arozkladaji organické polymery. Za chemicky nejstalejsi jsou povaZovany fluorované
kopolymery a silikatova pojiva, silikonové oligomery a hybridni silikon-organické

reaktivni polymery.

Autorky Hochmannova et Vytirasova (2010) dale uvadi vyuzZiti nanocastic ZnO a TiO>
jako primés do samocisticich natéri. Natéry maji antibakterialni vlastnosti a slouZi jako
UV filtry. Také jsou doporucovany k oSetieni stén a stiech proti zaplisnéni ¢i fasovym
organismim. V soucasné dobé jsou zkoumdny silikatové natérové hmoty s primési vyse
uvedenych nanocastic, které by mohly poslouZit v objektech se zvySenymi poZadavky na
hygienu prostredi (napt. zdravotnicka zarizeni, potravinarska a farmaceuticka vyroba).
Zn0 nanocastice jsou vyuzivany k vyrobé alkydovych, akrylatovych, epoxidovych
a polyurethanovych pojivovych systémi a natérovych hmot, plastt, 1ékarskych piistrojt
a implantatd. V kombinaci s nanocasticemi stiibra jsou vyuzivany na biocidni natérové

hmoty.

TiO2 je casto pouZzivan jako aditivum do mnoha potravin, vyrobkii osobni hygieny,
farmaceutickych vyrobki a jinych spotiebnich produktti lidské spotieby. Mezi potraviny
s nejvyssim obsahem TiO2 patfi sladkosti a Zvykacky. Z produktl osobni hygieny jsou to
zejména ty bile zbarvené, napt. zubni pasty atp. Nizsi koncentrace TiO2 pak obsahuji
rizné krémy, Sampony, deodoranty, sprchové gely. Nejvyssi expozici TiO; zjidla jsou
vystavovany déti, pravé kvili vysokym koncentracim této latky v cukrovinkach, coz

potvrzuje studie z Monte Carla (Weir et al,, 2012).

Nanocastice ZnO jsou vyuZzivany zejména v UV protektivnich krémech, zubnich pastach,
a dalSich kosmetickych produktech. Dale jsou tyto nanocastice Siroce vyuZzivany pri
vyrobé gumy, produkci solarnich panelii a LCD obrazovek, pigmentl, chemickych
vlaken, elektroniky a textilu. Navic jsou nanocastice ZnO nezbytnou prisadou témeér
vSech typi antikoroznich natéri a pro své antibakterialni vlastnosti v posledni dobé

nahrazuji vyuZiti oxidu zine¢natého (Bondarenko et al.,, 2013).
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3.2.2 Nanocastice Ag

Nanocastice stribra jsou v mnoha smérech vyhodné svou malou velikosti ¢astic s velkym
povrchem a pomalym uvoliiovanim iontd. Proto jsou nanocastice Ag uplatiiovany
v mnoha odvétvich a jsou aplikovany napriklad v supravodicich, superkondenzatorech,
bateriich, 1ékarskych pristrojich, obvazech a katetrech. Ag je k dispozici ve formé prasku
¢i v koloidni formé a vyuZziva se ve vyrob€ nanokompozitQ, nanosttibrné tiskar'ské barvy,
lepidla atd. Na trhu existuje obrovské mnozstvi produktl obsahujicich nanocastice Ag,
diky jeho vynikajicim vodivym a antimikrobidlnim dc¢inkGim. Kvili stoupajici poptavce
po elektronice, zaloZené na nanocasticich Ag, 1ze oc¢ekavat zvySeni jeho trzni hodnoty.
Hnaci silou trhu jsou predevsim pracky, lednicky, vzduchové filtry, vodni filtry, fény
anahrada konvencéniho stribra, oxidu idnia dotovaného oxidem cinu atd. ve
smartphonech, LED a LCD obrazovkach. Dale je nanocastic Ag hojné vyuzivano ve
zdravotnictvi, kupravé povrchi zdravotnickych prostredki, obvazli na rany, Kklik
a madel v nemocnicich atd. Velky potencidl maji nanocastice Ag také v oblasti solarni
energie, 1ékarstvi, farmaceutiky, textilniho a kosmetického primyslu a také pri vyrobé

raznych detergent (Transparency Market Research, 2014).

Byly vyvinuty pracky, které elektricky generuji ionty Ag, stucelem prevence snadno
prenosnych bakteridlnich a houbovych onemocnéni, jejichZ transmise probiha pres
kontaminované pradlo. Princip tohoto mechanismu miZe byt vyuZivdn zejména
vnemocnicnich zatizenich, ale také v domacnostech, vkterych prebyvaji osoby
s oslabenou imunitou, ¢i zvifata. Byla provedena studie, ktera potvrdila antifungalni

aktivitu stiibrnych ionti v téchto prackach (Jung et al. 2007)

V dalsi studii bylo vyuzito pritokova cytometrie a transmisni elektronova mikroskopie,
pro zjisténi antibakterialni aktivity Ag iontli, generovanych z vySe uvedenych pracek,
proti mikroorganismtim Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Antibakterialni efekt
byl testovan s pouzitim detergentu. Staphylococcus aureus byl znacné redukovan
v pracce produkujici Ag ionty za pouziti detergentu v porovnani s konvenc¢ni prackou.
Escherichia coli byla dokonale eliminovana za pouziti detergentu v pracce produkujici Ag
ionty i vkonvenc¢ni pracce. Bez pouziti detergentu byla E. coli znatné redukovana
v pracce produkujici Ag ionty na rozdil od vysledkii testili z pracky konven¢ni (Jung et al.,

2008).
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Vlékarstvi je Ag vyuzivdno vmnoha odvétvich, napriklad jako soucast
biokompatibilnich materiali. Vyzkum je zaméren naptiklad na vrstvy hydroxyapatitu
(HA). Dle Jelineka et al. (2009) se jedna o bioaktivni material s osteoindukénimi
a osteokonduk¢nimi vlastnostmi, ktery je vyuZzivan k upraveni povrchu implantati. HA
tvori velmi vyznamnou ¢ast kosti, skloviny a dentinu. Vlastnosti HA mohou byt zlepSeny
riznymi prvky, jako jsou Ag, Mg, Zn a dalsi. Predpoklada se, Ze HA dopovany stiibrem
vykazuje vyznamné antibakterialni vlastnosti ve tkani. Nanocastice Ag a dalS$i malé
castice vykazuji lepsi vysledky. Experiment svyuZzitim expozice E. Coli rlznym
koncentracim Ag na HA prokazal absolutni absenci kolonii pfi obsahu stiibra 8,3 %

a vice.

Shrnujici graf produkce nanocastic znazorniuje obrazek 1. Ro¢ni produkce nanocastic
TiO2 zaujima mezi uméle vyrabénymi nanocasticemi 2. misto, a dosahuje stfednich
hodnot 3000 t. Nasleduje ddaj o rocni vyrobé nanocastic ZnO, s hodnotami 550 t.
Nanocastice Ag s mnozstvim 55 t za rok, dosahuji na pomyslném Zebricku relativné

nizsich hodnot.

a annual production of NPs

Tons per year (median values)

Obr. 1 - Graf ro¢ni produkce nanocastic (Bondarenko et al., 2013)
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3.3 Toxicky ucinek nanocastic

Nanocastice snadno pronikaji skrz biomembrany. Epitely jsou primarni mista vstupu
nanocastic do organismu. U Clovéka jsou nejmohutnéji vstiebavany epitelem plicnim.
Nanocastice o rozmérech mensich nez 100 nm difunduji pies pridusky a pridusinky do
plicnich sklipkd, kde jsou fagocytovany alveolarnimi makrofagy €i vyplavovany v hlenu.
Snadno prichozi epitel pro nanocastice se vyskytuje téZ na ocni spojivce (Holgate,
2010). Dale kpriiniku nanocastic do organismu slouzi epitely traviciho traktu, kde
dochazi Kk priniku intercelularné i intracelularné. Posléze navazuje transport
lymfatickym systémem do jater a sleziny (Hillyer et. Albrecht, 2001). Mnohovrstevny
dlazdicovy epitel kiize byva taktéz vstupni branou nanocastic a to predevsim, pokud je

integrita kiize mechanicky ¢i geneticky naruSena (Jebali et Kazemi, 2013).

Ackoli je kiiZze lepsi bariérou viic¢i absorpci nanocastic nez travici trakt ¢i plice, existuji
faktory, které vstiebavani pres pokoZzku usnadiiuji. Je to napriklad potrisnéni
organickymi rozpoustédly, ktera smyvaji ochranou tukovou bariéru. V pripadé TiOz byl
zjiStén prinik Castic o velikosti 4 nm az k bazalnim buinitkdm epidermu. Projev systémové
absorpce byl doloZen po dlouhodobé expozici (60 dnti) nanocasticim TiO2 o velikosti 10
- 60 nm. Aplikace nanocastic ZnO vedla k jejich pozdéjsi detekci v moci a krvi. Podobné
penetruji mensi ¢astice (15nm) Ag a Au. Prinik nanocastic ZnO a TiOz mj. podporuje UV

zateni a také napriklad napnuti pokozky (Nohavica, 2011).

K nejvice vyuzivanym nanocasticim, u nichz je studovano jejich toxické plisobeni, patii
TiO2, ZnO a Ag, Nanocastice TiO2 obecné patii mezi ty méné toxické. Z vyzkumii vyplyva,
Ze jeho negativni vliv na zdravi spociva v plicnich zanétlivych procesech. Dale jeho
pritomnost byla pozorovana v mozku, v jatrech a ledvinach. Zanéty ¢astecné zptsobuje
reaktivni forma kysliku, jeZ je generovana plicnimi mitochondriemi. Presny
mechanismus pusobeni TiO2 na mitochondrie neni dosud znam. Silné antibakterialné
plisobi nanocastice ZnO (Freyre-Fonesca et al.,, 2011). Nanocastice Ag vykazuji vyssi
toxicitu nez tento kov ve formé celistvé. Tyto nanocastice inhibuji rist bunék i jejich
respiratni a fotosyntetickou aktivitu (Wang et al, 2012). Nanocastice Ag mohou

zpusobit zménu permeability vnéjsi membrany za vzniku nepravidelnych porinii. Zména
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propustnosti je zptlisobena uvoliovanim membranovych proteini

a lipopolysacharidovych molekul (Kim, 2007).

Dilezity udaj k posouzeni toxicity je vZdy mnozstvi dané latky. Spousta latek je v malém
mnoZstvi z ekotoxikologického hlediska zanedbatelnych, se zvySujicim se mnoZstvim
dané latky stoupd také toxicita (Nohavica., 2012). Dalsim faktorem ovliviiujicim toxické
ucinky je velikost nanocastic. Dle nékterych studii byla dokazana korelace mezi velikosti
Castic a toxicitou. Na obrazku 2 je zachycena ukazka ZnO a TiO2 v porovnani s nano
formou téchto oxidl. Sovova et Koc¢i (2012) uvadi, Ze se snizujici se velikosti ¢astic je
toxicita stupifiovana. Toto bylo pozorovano u fullerent, Alz03, TiO2 a CuO. V ptipadé ZnO
tento vztah potvrzen nebyl. DalSim limitujicim faktorem je agregace nanocastic, jenz je
sama ovliviiovana dalSimi vlivy jako jsou pH, teplota, koncentrace, iontova sila ci
piripadné znecisténi. Zplisob michani roztoku toxikantli hraje také svou roli.
U fotosenzitivnich latek, tedy TiO2 a ZnO je toxicky ucinek ovlivnén pritomnosti
a intenzitou osvétleni i druhem svételnych paprski. V neposledni fadé svij vliv ma

i charakter testovanych organismi Sovova et Koci (2012).

Obr. 2 Fotografie ZnO a TiO2 pomoci elektronového mikroskopu (Kahru et al., 2008)
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3.4 Ekotoxicita nanocastic

Stoupajici vyroba i spotieba uméle vyrabénych nanocastic vyvolava obavy zjejich
dopadu na Zivotni prostiedi, environmentalni procesy a organismy, které se téchto
procest ucastni. Vliv téchto nanocastic ziistava do zna¢né miry nezndmy. Chemicko-
fyzikalni vlastnosti a chovani nanocastic naznacuji, Ze by mohly agregovat a adsorbovat
na mnoha typech povrchi, jako jsou vodni sedimenty, Fasové porosty, biofilmy, plidy

a dokonce i vnéjsi povrchy organismi (Handy et al., 2008).

Ukazalo se, Ze nanocastice maji vzhledem kjejich velkému povrchu schopnost
absorbovat tézké kovy, PAH a chinoliny. Funguji tedy nejen jako vektory polutantl
v Zivotnim prostiedi, ale také usnadnuji vstup navazanych latek do bunék a organismf,
coz potencuje jejich toxicky ucinek. Vtéto problematice dodnes chybi dostatecné

poznatky (Kahru et al., 2008).

Také informace k samotné ekotoxicité nanocastic jsou dodnes velmi omezené. Dle prace
Sovové a Kociho (2012) nejcastéji v minulosti dochazelo ktestovani na bakteriich,
sladkovodnich rasach, korysich a na rybach. Zbakterii byly nejcastéji testovany
Escherichia Coli a Bacillus subtilis. Toxické uCinky na bakterie mélo Ag a TiO,. Dale také
fullereny, MgO, ZnO a CeO2. Zvodniho prostredi byly Casto testovany organismy
sladkovodni, a to korySi Daphnia magna a Thamnocephalus platyurus a mikroskopické
rasy Desmodesmus subspicatus, Pseudokirchneriella subcapitata, Chlamydomonas
reinhardtii. Tyto organismy byly z toxikologického hlediska citlivé na nanocastice TiO>,
ZnO, CuO, Ag, Ni, NiO, kvantové tecky a fullereny. Ryb, jako pokusnych sladkovodnich
obratlovct, se tykalo testovani ucinki fullerenti, méné pak ostatnich nanocastic. Stale
chybi dostate¢né tidaje pro terestrické organismy, vyssi rostliny a velmi omezend jsou

také data pro morské organismy.

Z tabulky ¢. 3 lze posoudit akutni ekotoxicitu vybranych nanomateridli. Na zakladé
experimentalnich vysledkl raznych autorti bylo provedeno srovnani toxického ucinku
nanocastic TiO2, Cu0, ZnO a Ag na nékolik ekologicky vyznamnych organismi. Je dobte

vidét vztah mezi antibakteridlnimi vlastnostmi nanocastic a jejich ekotoxicitou. Jako

vvvvvv
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prvoky, nanocastice CuO pro kvasinky a nanocastice ZnO pro rasy a Cervy. Nékteré

testovaci organismy jsou pro ukazku zobrazeny na obrazku 3.

Tab. 3 - Akutni ekotoxicita vybranych nanomateriali (Nohavica, 2012)

neorganické nanocastice

organické nanocastice

skupina
organismu
N.alno Nano Nano Nano aSWCNT | BMWCNT | ¢Ceo
TiO2 ZnO CuOv Agv ] vl | v/l
v mg/l | vmg/l mg/l mg/l & & &
korysi 67,7 0,62 2,65 0,04 15 8,7 35
bakterie 603 20 71 7,6 163 500 0,81
rasy 65,5 0,068 0,87 0,23 01.4 - 100
ryby 300 1,9 - 7,1 - - 1
prvoct - 5,4 156,5 39 6,8 . 0,25
rasnati
cervi 80,1 2,24 - - - - -
Kvasinky  mwAR0]0) 121,2 20,5 - - - -
POCCLEXD: R 13 7 10 7 2 14
davka 65,5 0,068 0,87 0,04 1,04 8,7 0,25
nanocastic
e ras ras ras korysi ras korysi prvoci
organismus y y y y y y Fasnati
o " ., | extrém. velmi extrém. 1 ., | velmi
eiitietda! Skodlivy e e toxicky | toxicky il

aSWCNT - jednosténné uhlikové nanotrubice (single-walled carbon nanotubes),

BMWCNT - vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes),

¢C60 - fulereny
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3.4.1 Ekotoxicita ZnO a TiO:

Toxicita nanocdstic ZnO a TiO; pro piidni organismy:

Shah et Belozerova (2009) uvadi, Ze nanocastice negativné ovliviiuji sloZeni a rust
kolonii piidnich mikroorganismi a nasledné riist rostlin. Kalifornska studie (Ge et al.,
2011) hodnotila dopady TiO2 a ZnO na kolonie piidnich bakterii. Vzorky plid z pastvin
byly vystaveny riiznym davkam nanocastic ZnO (0, 0,5, 0,1 0,5 mg/g pudy) a TiO2 (0, 0,5,
1, 2 mg/g plidy) po dobu 60 dnl. Pomoci védeckych metod (DNA analyza) byl zjistén
vliv TiO2 i ZnO nanocastic na sniZeni celkové biomasy piidnich mikroorganismi a také
jejich diverzity. U¢inek nano¢astic ZnO se projevil silnéji neZ TiO; pfi stejné expozi¢ni

koncentraci.

V dalsi studii (Hu et al. 2010) bylo hodnoceno toxické pilisobeni nanocastic ZnO a Ti0>
vlci zizale (Eisenia fetida). Po dobu 7 dnl byly ZiZaly vystaveny umélym pidnim
systémim s obsahem destilované vody o riizné koncentraci nanocastic (0,1, 0,5,
1,5 g/kg). Pri testu akutni toxicity byl sledovan obsah nanocastic v télech Zizal, aktivita
antioxida¢nich enzymt, poSkozeni DNA, aktivita celuldzy a poskozeni mitochondrii
strevnich bunék. Ukazalo se, Ze pritomnost nanocastic ZnO a TiO2 v plidé muze vyvolat
znacné posSkozeni a to pri davkach vyssSich nez 1 g/kg. Bylo zjiSténo, Ze ZnO i TiOo,
zejména pak ZnO nanocastice byly akumulovany v télech zizal a pti davce 5g/kg doslo
k poskozeni mitochondrii. Pfi stejné koncentraci ZnO byla vyznamné inhibovana aktivita
celulaz. Stejné jako u predchozi studie, se toxicita ZnO vici ZiZale se projevila vice, nez

toxicita TiOx.

Toxicita nanocdstic ZnO a TiO: pro vodni organismy:

Toxicita nanocastic ZnO ve vodnim prostiedi zavisi predevSim na rozpustnosti.
Skutec¢nost, Ze nizké koncentrace (pod 1 mg/l1) jsou témér dokonale rozpustné ve vodé,
byla potvrzena nékolika analytickymi metodami, jako je atomova absorpcni
spektrometrie, atomova absorpcni spektrometrie v grafitové picce atd. Také bylo

prokazano, Ze rozpustnost ZnO klesa s rostouci koncentraci Fe (Ivask et al., 2013).

Dle Sovové et Kociho (2012), byly toxické ucinky nanocastic ZnO i TiOz pozorovany
u téchto sladkovodnich organism@: Daphnia magna, Thamnocephalus platyurus,

Desmodesmus subspicatus, Pseudokirchnerella subcapitata, Chlamydomonas reinhardtii.
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Kagi et al. (2008) poukazal na to, Ze nanocastice TiO; jsou vlivem prirozenych
povétrnostnich podminek smyvany do povrchovych vod, mj. napriklad z venkovnich
fasdd staveb. Tento autor provadél analyzu vzorkli téchto vod. Byla potvrzena

pritomnost nanocastic TiO o velikosti v rozmezi 20 - 300 nm.

V rdmci testu inhibice riistu vystavili Hund-Rinke et Simon (2006) Fasu Desmodesmus
subspicatus nanocasticim TiO2. Nékteré zjiSténé hodnoty IC50 se pohybovaly okolo
44 mg/l, avsak stejné tak nebyl zjiStén Zadny efekt pii pouZité koncentraci 50 mg/l,

v zavislosti na zptsobu piipravy materialu.

V pripadé toxicity TiOz vici bakteriim byly shledany jako toxické koncentrace 5 mg/I
pro Escherichia coli, pti ¢emZ byl rist kolonie redukovan o 72 %. Citlivéji se projevil
Bacillus subtilus p¥i koncentraci 1mg/l pii 75% inhibici ristu. Pro morskou bakterii
Vibrio fischeri nebyl pozorovan toxicky efekt TiOz ani pii 20 mg/l. Naopak toxicky efekt
ZnO byl sledovan jiZ pti hodnotach IC50 2 mg/1 (Kahru et al., 2008). Sovova et al. (2009)
uvadéji pro stejnou bakterii hodnoty IC50 >50 mg/1 TiOz a 7,27 mg/1 ZnO.

Brayner et a. (2006) testoval nanocastice ZnO na bakterii Escherichia coli. Vysledky
ukazaly, Ze gramnegativni bakterialni burnky byly po kontaktu s toxikantem zniceny
vdisledku desorganizace membrany. Bylo zaznamenano zvySeni permeability

membrany, coZ vedlo k akumulaci nanocastic ZnO ve vSech ¢astech buriky.

Toxicita nanocdstic ZnO a TiO; pro rostliny:

Jednim z negativnich projevii nanocastic vici rostlindm je inhibice ptdnich proteas,
katalas a peroxidas pusobenim nanocastic ZnO a TiO2. Nanomateridly mohou také
agregovat na povrchu korene a branit tak volnému priichodu vody. Tim je ovlivnéna
transpirace a rust rostlin, jak bylo pozorovano naptiklad u pSenice (Triticum aestivum),

cibule (Alium cepa), kukurice (Zea mays) a vrby (Salix) (Cyrusova et al., 2015).

Autofi Lin a Xing (2007) zkoumali toxicitu nanocastic ZnO na kliceni a rist kotreni Sesti
druzich rostlin v jednoduchém vodném prostredi pri pH 6,5 az 7,5. Hodnoty IC50 byly
20 - 50 mg/], v zavislosti na druzich rostlin. Dle Bodarenka et al. (2014) byl prokazan
inhibi¢ni efekt nanocastic ZnO na rist redkvicky (Raphanus sp.), fepku (Brassica sp.)
ajilek (Lolium sp.). Roztoky Zn a ZnO vykazovaly fytotoxicky efekt, tato toxicita byla

prisuzovana Zn nanocasticim, nikoli rozptylenym zine¢natym Zn?2+ iontlim. Dle Cyrusové
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et al. (2015) nanocastice ZnO zptlisobuji inhibici riistu kotfene ¢esneku (Allium sativum),

pricemZ inhibi¢ni efekt byl stanoven na 15 mg/1.

Zheng et al. (2005) se zabyval porovnavanim nanocastic a primeérnych castic TiOz na
kliceni semen Spenatu v jednoduchém perlitovém mediu obsahujicim kompletni Ziviny.
Nanocastice TiOz v malém mnozstvi vyznamné zvysily klicivost a nasledny rist, ve
vysokych davkach vsak plisobily naopak. Prlimérné Castice tohoto kovu neméli témér

zadny efekt.

Skodova et al. (n. d.) testovala nano¢astice TiOz na semenech hoi¢ice bilé (Sinapis alba).
Pri koncentraci 1000 mg/1 byla pozorovana jednoznacna stimulace riistu. Cyrusova et al.
(2015) uvadi vliv nanocastic TiO2 na kliceni semen a rtst vyhonkl pSence (Triticum
aestivum). Vysledky poukazuji na zavislost na koncentraci nanocastice. Pri
koncentracich 2 a 10 mg/l mély nanocastice TiOz pozitivni vliv na kli¢en{ a riist. Toto se
nepotvrdilo u kontrol ani u TiO2 o béZné velikosti ¢astic. Pri vyssich koncentracich 100
a 500 mg/l nemély nanocastice vliv spiSe zZadny, popripadé inhibi¢ni. Autorka dale
zminuje nevyznamnost vlivu nanocastic TiO2 na lociku (Lactuca sativa) a tedkev

(Raphanus sativus).

Song et al. (2012) se zabyval testovanim toxicity nanocastic TiO2 na rostliné Lemna
minor (okiehek mensi). Bylo zjiSténo, Ze koncentrace nizsi nez 200 mg/l zptlisobovaly
stimulaci ristu Lemna minor, zatimco koncentrace vyssi nez 200 mg/1 zptisobovaly spisSe
inhibici a pokles ristu rostliny. Koncentrace od 500 mg/l pak zplsobovaly thyn
absolutni. Autor také porovnaval ptlisobeni TiO2 o bézné velikosti c¢astic a TiO2 o nano

velikosti. Efekt nano formy této latky na rist rostlin byl shledan vice zietelnym.

Byla provedena studie, kterd poukazuje na moZzZnost plsobeni nanocastic TiO: jako
protekce chloroplastl pred starnutim pti dlouhodobém osviceni. Hlavni roli zde hraje
superoxid dimustasa, katalaza a peroxidasa, jejichZ zvySena aktivita vede k sniZeni
mnoZstvi reaktivnich forem kysliku a malondialdehydu a tim padem k zachovani

stability dvojité membrany chloroplastu (Hong et al., 2005).
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3.4.2 Ekotoxicita Ag

Toxicita nanocdstic Ag pro piidni organismy:

Nanocastic Ag prechazeji do plidy z vlhké ¢i suché depozice nanocastic rozptylenych ve
vzduchu, z bodovych zdroji jako jsou naprtiklad rizna vyrobni zarizeni, zarizeni pro
spalovani a sklddkovani odpadu, dale pres aplikaci organickych odpadi v zemédélstvi,
aplikaci postrikli podporujicich rist rostlin, dale prostrednictvim pouziti Cistirenského
kalu jako hnojiva zemédélskych piid, nebo z dalsich nebodovych zdrojd, jako jsou

spotrebitelské vyrobky s obsahem nanocastic Ag (Anjum et al., 2013).

Stiibro ma potencionalni toxicky efekt na bakterie fixujici vzdusny dusik. Inhibuje rast
toxicky efekt na vyhodné heterotrofni a chemolitotrofni bakterie v ptidnim spolecenstvi.
Chemolitotrofni bakterie konzumuji anorganicky material a dodavaji mnoho dtlezitych
Zivin pii procesu vzniku pldy. Také hraji dilezitou roli pri fixaci dusiku a rozkladu
organické hmoty. Tvofi symbioticky vztah s listovou zeleninou, které poskytuji pridél
dusiku. Ag také vykazuje potencidlni toxicitu pro denitrifikacni bakterie, coZ vede
k naruseni procesu denitrifikace a tim i celého doteného ekosystému. Denitrifikace
zivotniho prostredi je velmi dulezita, protoZe prebytek dusi¢nanii vede k sniZeni
produkce rostlin, coZ ma za nasledek eutrofizaci vodnich ploch a toki. Mimo jiné

dusi¢nany také znecistuji zdroje pitné vody (Panyala et al., 2008).

Yang et Watts (2005) zaznamenali také napriklad toxicitu vysokych davek nanocastic
hliniku na koreny nékolika druhti rostlin, napriklad na salat (Lactuca sp.), mrkev

(Daucus sp.), kukufrici (Zea sp.), okurku (Cucumis sp.) a s6ju (Glycine sp.).

Toxicita nanocdstic Ag pro vodni organismy:

Nanocastice Ag mohou vodstvo kontaminovat nékolika zptlisoby, zejména vypousténim
upravenych ¢i neupravenych odpadnich vod a odtoki z pozemni aplikace Cistirenskych
kalti. Ve vodnich ekosystémech maji nanocastice Ag tendenci agregovat a usazovat se na
dné. Z toho vypliva neimérné vystaveni bentickych organismii témto nanocasticim.
Presto, je vétSina studii postavena na zkoumani planktonnich organismt ¢i organismi
Zijicich na oteviené vodé. PIné hodnoceni diisledkli expozice vodnich ekosystémii

stiibrnym nanocasticim zahrnuje komplexni ekologicky a fyzikalné-chemicky kontext

piirodniho prosttredi. Tato realita v laboratornim prostiedi chybi. Dllezitym aspektem
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simulace podminek vodniho ekosystému je dodavka limitujicich Zivin, jako je N, P.
ZvysSené dodavky N nebo P mohou afektovat komunitu a elementarni sloZeni primarnich
producentti, trofickou dynamiku a funkci ekosystémi. Prisun zivin mize také
modifikovat pfijem a toxicitu rozpusténych kovili pro vodni organismy (Norman et al.,

2015).

Riedel a Sanders (2003) shledali, Ze zvysSeny narust planktonni biomasy vyplivajici
z pridavku nutrientli, vede k vétSimu piijmu Cd, Ni a Zn z vodniho sloupce v usti fek.
Rasy bohaté na P mohou byt méné vnimavé pro toxicitu kovil kviili sekvestraci kovi
intracelularnimi polyfosfaty. Nékolik studii také zaznamenalo vliv eutrofizace na toxicitu
nanostribra, zda se, Ze svysSSim prisunem Zivin se sniZuje negativni efekt expozice
nanocastic Ag na vodni bakterie, fasy, houby a zooplankton. Fosfat v Zivotnim prostiedi
miuze slouzit jako ptirodni ligand pro stfibrné ionty rozptylené z nanocastic Ag (Norman

etal.,, 2015).

Byla provedena studie vlivu nanocastic Ag na proces nitrifikace, jakoZto klicového déje
vyuZzivaného v Cistirnach odpadnich vod. Jako modelové organismy byly tedy pouZity
nitrifika¢ni bakterie, vzhledem Kkjejich citlivosti na teplotu, pH, Kkoncentraci
rozpusSténého kysliku a toxickych chemikalif. Bylo testovano ptlisobeni nanocastic,
koloidniho Ag a také Ag iontli. Dale byl hodnocen efekt rliznych piidanych aniontli na
inhibici nitrifikace. Vysledky poukazaly na to, Ze stupen inhibice nitrifikace byl 86 % pro
nanocastice Ag, 46 % pro koloidni stribro a 42 % pro stiibro iontové. Z téchto udajt
vyplyva, Ze nitrifikacni bakterie vykazuji zna¢nou citlivost na pfitomnost nanocastic Ag
a akumulace Ag ma skodlivé uc¢inky na c¢isténi odpadnich vod. Za pritomnosti riiznych
ligand ¢i aniontd ve vodé byla toxicita Ag snizena. Toxicita nanocastic Ag byla snizena
076 % za pritomnosti sulfidu, o 43 %, 28 %, 27 %, 14,8 % za pritomnosti EDTA,
chloridu, fosfatu a sulfatu vtomto poradi. Nebyly zjistény Zadné signifikantni zmény
toxicity iontd Ag za pritomnosti siranu nebo fosfore¢nanu. Tyto vystupy naznacuji, Ze

prinik nanocastic Ag do odpadnich vod si Zada prisnou regulaci (Choi et Hu, 2009).

Toxicita nanocdstic Ag pro rostliny:

Studie ukazaly, Ze nanocastice Ag podléhaji akumulaci v rostlinach. Vzhledem k tomu, Ze
rostliny disponuji urcitou velikosti a listovou plochou a v pfirodé se vyskytuji
stacionarné, maji vétsi pravdépodobnost vystaveni Sirokému spektru nanocastic z okoli.

Rostliny tedy mohou vyznacné kontrolovat osud nanocastic v Zivotnim prostredi
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prostrednictvim akumulace do biomasy. NejCastéjsi cesty k expozici terestrickych rostlin
nanocasticim zahrnuji potenciondlni vylouhovani nanocastic zrlznych vyrobkd,
zamérnou vysadbu rostlin pro remediaci zivotniho prostredi, pozemni aplikaci
kontaminované biomasy ¢i odpadnich vod. Za centrum priiniku nanocastic do rostliny
jsou povazovany koreny. Mohou obsahovat majoritni ¢ast nahromadénych nanocastic,
coZ nasledné v rostliné vede k fyzikalni ¢i chemické toxicité. Pro mobilitu a setkani

nanocastic Ag s koreny je klicovy vodni reZim rostlin (Anjum et al., 2013).

V nadzemnich ¢astech je Ag ukladano v pripadé jednodéloZnych rostlin do mladych listt
a na jejich okraj, méné zjevna je rozdilnad distribuce Ag v nadzemni a podzemni casti
v pfipadé dvoudéloZnych rostlin. Existuji rostliny, které jsou schopny akumulovat
vysoké koncentrace Ag a jinych kovili. Tento jev je oznacovan jako hyperakumulace,
rostliny jsou také nazyvany metalofyty. Ve srovnani s neakumulujicimi druhy rostlin je
obsah tézkého kovu v metalofytech vice nez 100 krat vyssi. Této vlastnosti je vyuzivano
v technologii zvané fytoextrakce, pri fytoremediacich, vyrobé funkénich potravin
a dokonce kovovych nanocastic. Bylo prokazano, Ze stfibro ovliviiuje v rostlinach mnoho
pochodd, jako napriklad vznik oxidativniho stresu, syntézu obranych a detoxikacnich
peptidii a proteinii, pfijem vody, inhibici enzymi, signalni drahy rostlin a syntézu

membranovych lipida (Krizkova et al., 2009).

woot elop,
o GO,
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Obr. 3 - Prehled pouzivanych organismii k provadéni testi ke stanoveni ekotoxicity

nanocastic (Hjorth etal., 2015)
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3.5 Mechanismus piisobeni nanocastic

3.5.1 Reaktivni formy Kkysliku

Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) je jednim z ukazatel(i toxicity nanocastic pro
eukaryotické organismy. Tyto kyslikové radikaly jsou generovany zejména v pripadé
plisobeni nanocastic s fotokatalytickymi vlastnostmi jako je naptiklad TiO2. Ukazalo se,
Zze ROS ni¢i bunécné lipidy, sacharidy, proteiny a DNA, coz vede kzanétim
a oxidativnimu stresu. Peroxidace lipidli je povazovana za nejnicivéjsi proces, ktery vede
k nevratnym zménam v bunécné membrané a tim padem k ohrozeni zivotné dtilezitych
funkci. Mechanismus oxidativniho stresu je také pric¢itdino mnoho patologickych zmén
a starnuti u clovéka. Bylo experimentalné dokazano, Ze nanocastice indukuji oxidativni
stres a nasledné zmény v keratinocytech, monocytech, mokrofagdch a neurocytech
(napt. TiO2), ale i vplicnich epitelarnich burikdch (napft. silikdtové nanocastice
s obsahem Fe, Co, Mg, Ti, nanocastice oxidli kovli) (Kahru et al.,, 2008). Produkce ROS

i jiné moZné mechanismy uc¢inku nanocastic jsou schematicky zobrazeny v obrazku 4.

Umeéle vyrabéné nanocastice mohou produkovat ROS také po interakci s biotickymi
a abiotickymi slozkami Zivotniho prostredi. Jako priklad lze uvést nicivy efekt nanocastic
TiO2 v kombinaci s UV zarenim (Adams et al, 2006). Plisobenim kombinace téchto
faktort inaktivovany sinice rodu Anabaena, Microcystis a Melosira (Kim et Lee, 2005).
Autor Hong et al. (2005) potvrdil stejné ucinky na zelenou fasu Chroococcus. AvSak dle
Kahru et al. (2008) také pti absenci UV zareni byly vlivem nanocastic TiO; zjiStény tyto
reaktivni formy kysliku v buiikidch ryb a také v bakteridlnich bunikach Bacillus subtilus

a Escherichia coli. Podobné mechanismy spousti ptisobeni nanocastic ZnO.

Toxické ucinky nanocastic Ag plisobi na Siroké spektrum mikroorganismi, v jejichz
bunkach vytvari volné radikaly, které napadaji bunécné funkce. Kladny naboj stiibrnych
iontl je pritahovan k zaporné nabitému povrchu biomembrany (Kim, 2000). Stiibrné
ionty u mnoha organismu zpusobuji indukci oxidativniho stresu, coz vede k poskozeni
proteinti, mastnych kyselin, DNA a zvySenému vzniku peroxidovych mastnych kyselin.

Bylo zaznamenano také toxické piisobeni na fotosystém II (Oukarroum, 2011).
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3.5.2 Uvolnovani kovovych iontt

lonty, které jsou uvolovany zkovovych nanocastic, mohou byt dalSim klicovym
faktorem jejich toxicity. Je jisté, Ze rozpustnost nanocastic oxida kov, véetné TiOz a ZnO,
silné ovliviiuje jejich cytotoxicitu. Limbach et al. (2007) tvrdi, Ze ¢aste¢né rozpustné
nanocastice, jako jsou oxidy Co a Mn, mohou byt prevedeny do lidskych plicnich
epitelarnich bunék pomoci mechanismu trojského koné. To znamena, Ze do burky
vstoupi ve formé oxidu kovti, ne v prislusné formeé iontl. Indukovany oxidac¢ni stres je
tedy vyrazné vyssi, nez v pripadé iontli, pro které je transport kontrolovan burkou.
Autor Derfus et al. (2004) vysvétluje, Ze nanocastice oxidu kovili v burice, maji schopnost

v v v

jednorazoveé uvolnit vyssi nicivé koncentrace iontd.

Adamkova et al. (n. d.) uvadi, Ze toxicitu Ag nelze pricitat jen nanocasticim, ale také
samotnym iontlim, které se z nanoc¢astic uvoliiuji. Pro vysvétleni presného mechanismu
toxického plisobeni nanocastic Ag na rasy neni dostatek udaji, avsak studie zabyvajici

se toxickym plisobenim kovovych nanoc¢astic na morské ¢i sladkovodni fasy uvadéji, ze

toxicita byla zplisobena pravé ionty, uvolnénymi z nanocastic, pii kontaktu s burikou.

Mechanismus antimikrobidlniho tc¢inku ionti Ag+ je Uzce spojen s interakci s thiolovou
(sulfhydrilovou) skupinou -SH. Aminokysleiny, jako naptiklad cystein a dalsi slouceniny
obsahujici thiolovou skupinu, jako je thioglykolat sodny, neutralizuji antimikrobialni
aktivitu Ag. Oproti tomu aminokyseliny obsahujici disulfidické vazby, aminokyseliny bez
obsahu siry a slou€eniny obsahujici siru, jako napriklad kyselina cysteovd, L-methionine,
taurin, thiosiran sodny a hydrogensiran sodny nemaji tuto vlastnost neutralizace
aktivity Ag. Tyto skuteCnosti naznacuji, Ze interakce Ag+ iontl s thiolovou skupinou

Y4

v enzymech i proteinech, hraji ustfedni roli v antimikrobidlnim piisobeni. Podobné se
vSak mohou podilet i jiné bunécné slozky, napiiklad vodikové vazby. Ag také plisobi
prostfednictvim vazby na Kklicovou funk¢ni skupinu enzymi. lonty Ag+ zptlisobuji
uvolilovani K+ iontd z bakterii. Bakterialni plasma ¢i cytoplasmatickd membrana, ktera
je asociovana s mnoha dilezitymi enzymy, mliZe byt povaZovana za vyznamnou cilovou

oblast ptisobeni Ag+ ionti (Jung et al., 2008).

Vzhledem Kk vlivu na enzymy, Ag+ ionty zpisobuji inhibici ristu bakterii a jsou ukladany
ve vakuolach a v bunéénych sténach jako zrna. Zastavuji déleni bunék a ni¢i bunécny

obal i obsah. Buiiky vykazuji strukturalni abnormality. lonty Ag+ reaguji s nukleovymi
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kyselinami, prednostné s bazi v DNA, spiSe neZ s fosfatovymi skupinami, ackoli z tohoto

hlediska je jejich letalni piisobeni nejasné (Jung et al., 2008).

Uvolnovani toxickych iont kovii z kovovych nanocastic by mélo byt brano v dvahu pri
hodnoceni ekotoxicity. Ukazalo se, Ze razné druhy organisml ovliviiuji pohyb,
biologickou dostupnost a toxicitu tézkych kovii v plidach i vodach. Piivodné nerozpustné
formy téZzkych kovii se mohou zménit v biologicky dostupné v dlsledku ptrimého

kontaktu bakterii a pidnich ¢astic (Kahru et al., 2008).

Bakterie nemaji vyvinuté mechanismy pro prijem supramolekularnich a koloidnich
castic. Presto bylo prokazano, Ze CdSe a CdS/ZnS kvantové tecky o velikosti mensi nez
5 nm vstupuji do bakterialni buniky (Kloepfer et al., 2005). Neni tomu tak u elipsoidnich
CdSe/ZnS kvantovych teCek o rozmérech 12 x 6 nm (Holbrook et al., 2008). Prvoci
a zivoc¢ichové maji vysoce vyvinuté vstupni mechanismy pro nano a mikrocastice (Kahru

et al., 2008).

Ve snaze potvrdit hypotézu, Ze toxicita Ag s rostouci slozitosti organismu klesa, byla
provedena studie ekotoxicity nanocastic Ag na trepce velké (Paramecium caudatum).
Vysledky poukazuji na vyznamné vysSi toxicitu Ag viontové formé, nez ve formé

nanocastic (Kvitek et al., 2009).

Uvolnéni toxickych latek
Pogkozeni membrany / @ @ y

(kovy, ionty...)

membranového potencialu

Naruseni transportu
elektront / respirace

Protein

Vznik reaktivnich forem Oxidace /
kysliku (ROS) po3kozeni proteind

Obr. 4 - MoZné mechanismy piisobeni nanocastic na butiku (Sovova et Koci, 2012)
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3.5.3 Genotoxicita

Dle Dohnalové et Dohnala (2015) vyznamny vliv pfi kontaktu nanocastic s bunécnymi
membranami ¢i tkadnémi predstavuje povrch téchto nanocastic. Interakce
s nanocasticemi mize zpUsobit riznd mechanickd ¢i chemickd poskozeni bunék
a biologicky aktivnich latek, u kterych zplisobuje zménu konformace a néasledné
ovlivnéni funkce. U DNA se miiZe interakce s nanocasticemi projevit mutagenitou ci

genotoxicitou.

Za faktory poukazujici na genotoxicitu lze povaZovat napftiklad biopersistenci,
katalytickou aktivitu, distribuci nanocastic ve tkanich a schopnost indukce zanétu,
vCetné produkce ROS. Genotoxicita po expozici nanocasticim se projevuje vznikem
mutaci, chromozomovych aberaci, vyménou sesterskych chromatid, tvorbou mikrojader,
zlomy v DNA, oxidativnim posSkozenim a vznikem adukt v DNA. Zvlasté nanocastice na
bazi kovi mohou piimo interagovat s DNA. Nanocastice Ag jsou vbuiice pres
cytoplasmu distribuovany do jadra. Zde mohou pusobit genotoxicky. Buiky po
poskozeni DNA nanocasticemi Ag zastavuji svlij bunécny cyklus v G2 fazi mitézy kviili
opravé DNA pred oddélenim chromozémi. Nanocastice TiO2 vykazuji genotoxicitu
a mutagenitu, zejména pokud jsou fotoexcitovany. Podobné se chovaji nanocastice ZnO
(Filipova et al, 2012). Landa et al. (2012) potvrzuje genotoxické piisobeni na

Arabidopsis thaliana zptisobenou po expozici nanocasticim ZnO a TiO».

Tab. 4 - Vysledky genotoxickych testli nanocastic dle Dohnalové et Dohnala (2015)

Amestv Chromozomové Mikronukleus Kometovy In vivo

testa aberace 2.b testab testb genotoxicita
a b

Nanocastice

TiO2
Zn0:
Ag
Si02
Al203
Fe203
SWCNT¢
MWCNTH4

a() - negativni test, b X — pozitivni test,

| PR P PR R[] | <

XU PR PR} X | ©

X PR PR X} | X

O X [ XXX | >X|O

cSWCNT - jednosténné uhlikové nanotrubice (single-walled carbon nanotubes),

dMWCNT - vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes)
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4 Experimentalni cast

4.1 Material a metody

4.1.1 Testované latky a jejich roztoky

K testim byly vybrany chemické latky Zn a Ti, konkrétné ve formé nanocastic ZnO
a TiO2. K otestovani byly ziskany vzorky nanocastic, které se vyuZzivaji v kosmetickém
primyslu, ve formé jemného prasku, o velikosti 10 - 100 nm (viz obr. 5). S pomoci
analytickych vah bylo navdZeno dané mnoZstvi testovanych latek a byly pripraveny
roztoky urcenych koncentraci latek. Pro podporu zvySeni rozpustnosti byla pozita
ultrazvukova lazen. Timto zplsobem byly pripraveny zdkladni roztoky testovanych
latek, ze kterych byly nasledné pripraveny koncentra¢ni fady pomoci ptisluSnych

redicich roztoka.

Obr. 5 - Nanocastice ZnO ve formé jemného prasku (Pazdera, 2014)
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4.1.2 Zivné roztoky

Zivny roztok pro Sinapis alba:

K pripravé zasobnich roztoki soli a nasledné ziedovaci vody byla pouZita destilovana
voda. Zivny roztok obsahoval 5 ml od kaZdého ze zasobnich roztoki (viz tabulka 5) na
11 destilované vody. Takto pripravena redici voda byla skladovdana ve sklenénych

nadobach za pokojové teploty.

Tab. 5 - zasobni roztoky pro pripravu Zivného roztoku

Zasobni Chemikalie Koncentrace v zasobnim roztoku
roztok [g'l_l]
ZR 1 CaCl; 2H,;0 1176
ZR 2 MgS0,-7TH;O 493
ZR 3 NaHCO; 259
ZE 4 KCl1 2.3

Zivny roztok pro Lemna sp.:

Pro test na Lemna sp. bylo pouZito kultiva¢ni médium podle Steinberga. Pro piipravu
11zivného roztoku bylo k 900 ml destilované vody pridano 20 ml zasobnich roztoki I,
II, IIT a 1 ml zasobnich roztoka 1V, V, VI, VII a VIII (viz tabulka 6) a doplnéno destilovanou
vodou na celkovy objem 1000 ml

Tab. 6 - SloZeni zasobnich roztoki pro kultivaci Lemna sp.

Zasobni roztok | Chemikalie [g1]
I KNO; 17,50
KH2POu4 4.50
K2HPO:« 0.63
II MgS50,.7H;0 5.00
111 Ca(NOs3)2.4H:0 14,75
Zasobni roztok | Chemikalie [mg/1]
v H;BO3 120.00
v ZnS04.TH20 180,00
VI Na;MoQO4.2H;0 44.00
VII MnCl; 4H20 180,00
VIII FeCl;.6H20 760,00
Na;-EDTA 2H>0 | 1500.00
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Zivny roztok pro Desmodesmus subspicatus:

Pro test na rase byl pouzit zivny roztok, ktery byl pripraven nasledujicim zplsobem. Do

destilované vody byly nadavkovany predepsané koncentrace urcitych soli (viz tabulka 7).

Tab. 7 - Zivny roztok pro kultivaci Desmodesmus subspicatus

Chemikalie Koncentrace [mg/1]
NaNO; 467
Ca(NOs1):-4H20 50
KEHP'D.-t 31
MgS0s-TH20 25
Na;COs 1
FeCls 1

koncentrace [ml/1]
Gaffronav 0.08
roztok

Tab. 8 - Roztok stopovych prvki dle Gaffrona

Chemikalie Kongenﬁ‘ace
[me/1]
H:BOs3 3100
MnSQy-4H;0 2230
Na:VO4-ZH:0 33
(NH:)sMo7024-4H20 88
KBr 119
KI 83
ZnS0y4-TH20 287
Cd(NOs)2-4H20 154
Co(NO:);-H,0 146
CusS0y-5H:0 125
Ni1504-(INH¢)2504-6H:0| 198
Cr(NQOs)3-TH20 37
V104(804)3-16H,0 35
Al(504)3-K2504-24H,0 474

Zivny roztok pro Vibrio fischeri:

Pro test na bakterii Vibrio fischeri byl pouZit roztok 2% NaCl v mnozstvi 20g/1 redici vody.
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4.1.3 Koncentrac¢ni rady

V ptipadé predbéznych testii byla stanovena koncentracni rada zahrnujici inhibici od
10 % do 90 %. V pripadé nasledujicich zakladnich testli byla volena koncentrace dle
vysledkl test predbéznych. Pro jednotlivé koncentrace byl zvolen objem 100 ml. Aby
bylo docileno poZadovanych koncentraci, roztoky testovanych latek byly redény pomoci

fedici vody, podle vzorce dle Svobodové et al. (2010):

Vi.cq

Vy.c,
Z kterého po vyjadieni V> vznikla rovnice:

V.
VZ - f
)

Kde,

V1je objem testovaného roztoku (100 ml),

C1je pozadovana koncentrace testovaného roztoku,

V2je objem testovaného roztoku, ktery bude smichan s fedici vodou,

Czje koncentrace roztoku testované latky, ktery ma byt redén.

Postup pro pripravu koncentrac¢nich rad:

Kadinky o objemu 150 ml, byly fadné popsany lihovym fixem. Dle vypocitanych hodnot
V2 bylo pomoci odmérného valce odméreno pozadované mnozstvi roztoku testované
latky, které bylo prelito do kadinky a nasledné opét pomoci odmérného valce dolito
redici vodou tak, aby celkovy objem testovaného roztoku ¢inil 100 ml. U velmi nizkych
koncentraci byly k odméreni roztoku testované latky pouzity mikropipety. Do takto
pripravené koncentrac¢ni rady byly nasazeny testovaci organismy, kadinky zakryty PVC
folii a vloZeny do termostatu, kde byly uchovavany za presné definovanych podminek,

dle pozadavki daného testu.
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4.2 Testy ekotoxicity

4.2.1 Test inhibice riistu korene rostliny Sinapis alba

Charakteristika testu

Principem tohoto testu bylo stanoveni toxicity testovanych latek rozpusténych ve vodé
na inhibici ristu kotene v pocatecnich stadiich vyvoje rostliny Sinapis alba. Cilem bylo
stanoveni koncentrace, pii které latka inhibuje pravé 50 % testovanych kofenl pfri
expozicni dobé 72 hodin. Nejprve se provadi orientacni test s velkou koncentrac¢ni fadou
testované latky. Posléze je vybrano nékolik koncentraci v ptiblizné geometrické radé pro

vV

v orienta¢nim testu a nejvyssi koncentraci, ktera nezptisobila inhibici.

Podminky testu

Norma:

OECD Guideline 208: Terrestrial plants
test, Vegetative Vigour Test

Testovaci organismus:

Sinapis alba

Hodnocené parametry:

elongace korene

Podminky testu:
Objem testovaného vzorku
Velikost Petriho misky

Pocet semen

10 ml v jedné Petriho misce
15 cm

100 na jedné Petriho misce

Doba expozice 96 hodin

Osvétleni ne

Teplota 21°C+ 2°C

Chemikalie: testované latky, redici voda

Pomiticky a zarizeni:

kadinky, Petriho misky, pipeta, Spicky,
filtra¢ni papir, pinzeta, termostat,
milimetrové méritko
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Provedeni testu

Do Petriho misek byl poloZen filtra¢ni papir, na ktery byl nadavkovan pipetou testovany
roztok o objemu 10 ml. Na zvlhceny filtra¢ni papir byla pinzetou poklddana semena
Sinapis alba, vidy 100 semen. Misky byly prikryty vickem a uloZeny do termostatu.
Ptipraveny byly také vZdy dva kontrolni vzorky. Méreni bylo provadéno po 72 hodinach.
Délky kotinkil byly spolu s prisluSnymi koncentracemi zapisovany do tabulek, které byly

vytvoreny v MS Excel.

4.2.2 Test inhibice rastu rostliny Lemna sp.

Charakteristika testu

Podstata testu spociva v zjisténi toxicity testované latky rozpusténé ve vodé na inhibici
ristu okiehku (Lemna sp.). Pfesné dany pocet stélek této rostliny je vystaven plisobeni
riznych koncentraci testované latky. Délka expozice je 7 a 14 dni, je tedy hodnoceno
i dlouhodobé pisobeni, kdy se projevi vinhibici narlst novych generaci. Cilem je

stanoveni koncentrace, pti které je inhibovano pravé 50 % stélek.

Podminky testu

Norma: OECD Guideline 221: Lemna sp. Growth
Inhibition Test

Testovaci organismus: Lemna sp.

Hodnocené parametry: inhibice rlstu, stav stélek (nekroéza,
chloréza)

Podminky testu:

Objem testovaného vzorku 100 ml

Velikost kadinky 150 ml

Pocet stélek 20

Doba expozice 14 dni (kontrola po 7 dnech)

Osvétleni Ano

Teplota 21°C+ 2°C

Chemikalie: testované latky, redici voda

Pomiticky a zarizeni: kadinky, pinzeta, PVC folie, termostat
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Provedeni testu

Do kadinek byla pripravena koncentracni rada testované latky o objemu 100 ml, vcetné
kontrol ve dvou opakovanich. Do kadinek bylo pomoci pinzety pfeneseno vzdy 20 stélek
okrehku. Kadinky byly prikryty PVC folif a umistény do termostatu s kontinudlnim
osvétlenim a teplotou 21 9C. Po 7 a 14 dnech expozice byl odecitan pocet stélek v kazdé

jednotlivé koncentraci.

4.2.3 Test inhibice ristu jednobunécné irasy Desmodesmus subspicatus

Charakteristika testu

Utelem této zkousky je urcit vliv testované latky na riist jednobunééné fasy. Metoda se
pouzivd pro stanoveni vlivu latky rozpusténé ve vodé na inhibici ridstu rasy.
Exponencialné rostouci Kkultury Desmodesmus subspicatus jsou vystaveny ucinku
riznych Kkoncentraci testované latky za definovanych podminek. Cilem je stanoveni
koncentrace, pti které je inhibovano pravé 50 % kultury testované rasy v porovnani

s kontrolou. Doba expozice je 72 - 96 hodin.

Podminky testu

Norma:

OECD Guideline 201: Freshwater Alga and
Cyanobacteria Growth Inhibition Test

Testovaci organismus:

Desmodesmus subspicatus

Hodnocené parametry: narlst biomasy
Podminky testu:

Objem testovaného vzorku 100 ml
Velikost kadinky 150 ml

Pocet bunék pri nasazeni testu

Doba expozice

10 000 bunék v 1 ml
96 hod (kontrola kazdych 24h)

Osvétleni Ano
Teplota 21+ 2°C
Chemikalie: testované latky, redici voda

Pomiticky a zarizeni:

kadinky, klimabox, mikroskop, pocitaci
Biirkerova komiirka, sklenéna tyc¢inka
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Provedeni testu

Do kadinek byla pripravena koncentra¢ni rada, vZdy po 100 ml zvolené koncentrace
testované latky. Z exponencidlné rostouci rasové inokulacni kultury bylo pomoci
odmérného valce odebrano 4 ml fasové suspenze a toto mnozstvi pridano do kazdé
kadinky. Jednotlivé kadinky byly ptikryty PVC folii a vlaZzeny do klimaboxu. Zde byly
ponechany kultivaci pii teploté 21°C pii stalém osvétleni bilym svétlem. Rasové buiiky
byly udrzovany v suspenzi pribéznym michanim sklenénou tyc¢inkou. Hustota bunék ve
zkusebnich kddinkach byla mérena v pocitaci komtirce pod mikroskopem. Test trval 96

hod.

4.2.4 Testinhibice bioluminiscence bakterie Vibrio fischeri

Charakteristika testu

Tato metoda slouzi k stanoveni toxickych ucinki testované latky na fotoaktivni bakterie.
Podstata testu spociva ve srovnani bioluminiscence bakterii pied a po expozici toxickou
latkou. Testovaci organismus je Vibrio fischeri, coZ je moiska gramnegativni bakterie,

ktera prirozené vyzaruje svétlo. Za luminiscenci je zodpovédny enzym luciferasa.

Podminky testu

Norma: CSN EN ISO 8692

Testovaci organismus: Vibrio fischeri

Hodnocené parametry: bioluminiscence

Podminky testu:

Objem testovaného vzorku 1 ml v kazdé zkumavce

Doba expozice 30 min (kontrola po 15 min)

Osvétleni ne

Teplota 15+ 1°C

Chemikalie: testované latky, zivny roztok, redici voda

Poméicky alzafizent: Luminometr I(LUMISTOE(), z,kur{lavky,
termoblok, pipety, odmérné banky
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Provedeni testu

Z testovanych latek byla pripravena koncentrac¢ni rada (10-100 mg/l). Zkumavky se
vzorky vcetné kontrol byly v termostatu vytemperovany na teplotu 15 + 1°C. Suspenze
bakterii byly rozmrazeny ve vodni lazni pti teploté 20 + 2°C a ponechaly se odstat.
Nasledné byla suspenze bakterii nafedéna roztokem NaCl (20g/1) na potfebné mnoZstvi
a znovu se nechala odstat. Do vytemperovanych zkumavek bylo nadavkovano 500 pl
pripravené bakteridlni suspenze. Po adaptaci (15 min) byla zmérena intenzita
luminiscence ve vSech zkumavkach. Poté bylo pridano 500 pl testovaného vzorku
danych koncentraci, na kontrolni vzorky byl pouZit 2% roztok NaCl. Takto ptipravené

vzorky byly promichany a po 15 a 30 minutach byla opét zmérena luminiscence.

4.3 Vyhodnocovani vysledki

4.3.1 Vyhodnocovani vysledki testu inhibice riistu korene Sinapis alba

Utelem testu bylo stanovit koncentraci testovanych latek, ktera zpiisobila 50% inhibici
semen Sinapis alba. Tato inhibi¢ni koncentrace se vyjadiuje jako IC50. K vypoctu byly
vyuZzity matematické ukony, které byly provadény pomoci MS Excel. Pro kazdé redéni,
vcetné kontrol, byl vypocitan aritmeticky primér délky korene. Dle ziskanych tidajti byla

vypocitana inhibice ristu v %, podle nasledujiciho vzorce:

Lc—Lv
A Gl

00,
Lc

Kde,

Iu je inhibice ristu kotrene v %,

Lc je aritmeticky primeér délky koiene v kontrole v mm,

Lv je aritmeticky primér délky kotene v testovacim roztoku v mm.

Podle ziskanych hodnot byly ur¢eny hodnoty NOEC, LOEC a LC. Vysledné hodnoty IC50
byly zjiStény linearni regresi, kdy byla inhibice rlistu ddna do zavislosti na dekadickém
logaritmu koncentrace. Latky obsaZené ve vzorku mohly mit i stimulac¢ni efekt. K tomuto

faktu bylo tieba prihliZet pti vysledném hodnoceni.
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Zvysledki byl pomoci MS Excel vytvoren graf. Pomoci kvadratické rovnice byla
vypocitana hodnota IC50 (mg/1).

4.3.2 Vyhodnocovani vysledkii testu inhibice ristu Lemna sp.

Cilem testu bylo stanovit koncentraci testované latky, kterd zptlisobila 50% inhibici
stélek Lemna sp., tedy IC50. Byl zhodnocen vegetativni riist Lemna sp. tak, Ze byl spocitan
pocet stélek po plisobeni testované latky. Stanoveni inhibice ristu bylo provedeno
porovnanim ristovych rychlosti (u) vtestovanych koncentracich a v kontrole, dle

vztahu:

_InN, —InN
= C

U
Kde,
Noje pocet stélek na pocatku testu,
Nn je pocet stélek na konci testu,

tnje doba trvani testu.

Z hodnot pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolu byla vypoctena inhibice ristu I,

v % z nasledujici rovnice:

I

i = FEH100,

Hc

Kde,

Liije inhibice pro danou koncentraci zjiSténa na zakladné porovnani riistovych rychlosti,
I je ristova rychlost v kontrole,

uije ristova rychlost v testované koncentraci.

Na zdkladné vysledkd inhibice I,; byl s pomoci MS Excel vygenerovan graf. Nasledné
byla pomoci kvadratické rovnice spocitdna hodnota IC50. Vysledky byly vyjadrovany
vmg/l
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4.3.3 Vyhodnocovani vysledkii testu inhibice riistu jednobunécné rasy
Desmodesmus subspicatus

Cilem zkousSky bylo zjistit koncentraci zplsobujici 50% inhibici ristu bunék, tedy

hodnotu IC50. Vysledky testu byly vyhodnocovany na zakladé zavislosti stfedni hustoty

bunék na koncentraci testované latky. Hodnoty IC50 byly stanoveny pomoci ristovych

rychlosti p (pocet bunék/dny) rasové kultury v testovanych vzorcich a v kontrole.

Ristové rychlosti vyjadiuje nize uvedeny vzorec:

_ InN, — InN,
= C :

n
kde,

N je hustota bunék namérena v zavéru testu (pocet bunék/ml),
Ny je hustota bunék na pocatku testu (pocet bunék/ml),

tnje doba trvani testu (dny).

Pomoci vypocitanych hodnot riistovych rychlosti pro testované roztoky a kontroly byly

nasledné vypocitany inhibice pro vSechny testované koncentrace, dle vzorce:

= £F 100,
He

L

kde,

Liije inhibice pro danou koncentraci (%),

I je ristova rychlost v kontrole,

uije ristova rychlost v testované koncentraci.

Pomoci MS Excel byl zpracovan graf a pomoci kvadratické rovnice byla vypocitana

hodnota IC50.
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4.3.4 Vyhodnocovani vysledki testu inhibice bioluminiscence bakterie Vibrio
fischeri

Vysledkem testu je zavislost inhibice aktivity bakterii na logaritmu koncentrace

testovaného vzorku. Byl hodnocen pomér ubytku svételné produkce bakterii ke

zbyvajici svételné produkci. VeSkera vystupni data byla vyhodnocovana zvlast

pro interval 15 a 30 min. Diky tomu bylo mozno sledovat reakci organismu na toxikant

v pribéhu casu. Korek¢ni faktor, ktery upravuje referencni hodnoty ovlivnéné fedici

vodou a prirozenym ubytkem luminiscence byl vypocten dle nasledujici rovnice:

= It (kde t = 15,30 min),

fe=1
ftje korekéni faktor pro expozici 15, 30 min,
Ixtje intenzita luminiscence kontroly po expozici 15, 30 min,

Ixo je intenzita luminiscence kontroly bezprostiedné pred pridanim redici vody.

Byl vypocten primeér hodnot f; dvou paralelnich stanoveni. Dle rovnice byla vypoctena
hodnota /. a korigovana hodnota /.o pro zkumavky se zkousenym vzorkem o koncentraci

¢, bezprostiedné pred pridanim zkouseného vzorku, dle nasledujiciho vzorce:
Iee = 1o fr,

Kde,

ftje primér hodnot f;

Ip je intenzita luminiscence bezprostiredné pied pridanim tedici vody pro zkumavky se

zkouSenym vzorkem.

Inhibi¢ni Gcinek zkouSeného vzorku byl vypocten dle nasledujici rovnice:

I, — I,
H, =<—tx100,
I
ct

Kde,
H:je inhibi¢ni ucinek zkouSeného vzorku po expozici t min v %,

I; je intenzita luminiscence zkouSeného vzorku po expozici H¢ obou paralelnich

stanoveni.
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5 Vysledky

5.1 Testovani vlivu ZnO na inhibici ristu koiene rostliny Sinapis
alba

Tab. 5- Namérené hodnoty testu inhibice riistu kotene Sinapis alba vlivem ZnO

1000 14,12 70,11
800 16,34 65,41
600 18,64 60,54
4 400 26,66 43,56
200 28,16 40,39
6 100 35,36 25,15
50 39,14 17,15
: 10 44,82 5,12
0 45,54 3,60
0 48,94 -3,60
' 0 47,24 0,00
Zn0O
80,00
y =-6E-05x% + 0,1215x + 10,482
70,00
60,00
S
<~ 50,00
Z .
€ 40,00 L 2
g
2 30,00
= L/
20,00 /
10,00
0,00 Yr T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
koncentrace (mg/1)

Graf 1 - Zavislost inhibice ristu kofene Sinapis alba na koncetraci ZnO

Vysledna IC50 = 407,08 mg/1
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5.2 Testovani vlivu TiO: na inhibici ristu koiene rostliny Sinapis
alba

Tab. 6 - Namérené hodnoty testu inhibice riistu kotene Sinapis alba vlivem TiO2

1400 9,06 80,12
1200 14,48 68,22
1000 18,54 59,32
/ 800 24,22 46,85
600 28,18 38,16
G 400 38,22 16,13
200 46,02 -0,99
B 100 48,12 -5,60
0 42,22 7,61
0 48,92 -7,05
' 0 45,57 0,28
TiO,
90,00
80,00
70,00
60,00 = -2E-05x2 + 0,0968x - 17,075
= 50,00
:; 40,00 3 /
_g 30,00
=
E 20,00 /
10,00
0,00 w w w w w w ]
410,00 ) 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
-20,00
koncentrace (mg/1)

Graf 2 - Zavislost inhibice ristu kofene Sinapis alba na koncentraci TiO>

Vysledna IC50 = 838,02 mg/I1
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5.3 Testovani vlivu ZnO na inhibici ristu Lemna sp.

Tab. 7 - Namérené hodnoty testu inhibice rlistu Lemna sp. vlivem ZnO

pocet listku
okrehku po 14
dnech od
nasazeni

inhibice
rustu v %
(14 dnu)

koncentrace pocet listku
testované latkyv  okrehku pri
mg/1 nasazeni testu

koncentrace

cislo

1. 20
2. 800 20 7 63,16
3. 600 20 8 57,89
4., 400 20 11 42,11
5. 300 20 13 31,58
6. 200 20 14 26,32
7. 100 20 15 21,05
8. 50 20 17 10,53
k1 0 20 20 -5,26
k2 0 20 18 5,26
primér k. 0 20 19 0,00
Zn0

80,00
70,00 y = -3E-05x2 ”’ﬁw‘?w‘

_ 60,00 B

X

< 50,00

£ 1/

40,00

%= 30,00 /./

£
20,00 u
10,00 =

0,00 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
koncentrace (mg/1)

Graf 3 - Zavislost inhibice ristu Lemna sp. na koncentraci ZnO

Vysledna IC50 = 505,10 mg/1
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5.4 Testovani vlivu TiO: na inhibici ristu Lemna sp.

Tab. 8 - Naméiené hodnoty testu inhibice ristu kofene Lemna sp. vlivem TiO>

1400 20 3 85,71
1200 20 4 80,95
1000 20 5 76,19
/ 800 20 7 66,67
600 20 12 42,86
6 400 20 15 28,57
200 20 18 14,29
: 100 20 20 4,76
0 20 21 0,00
0 20 21 0,00
D 0 20 21 0,00
TiO,
100,00
y =-3E-05x% + 0,1133x - 8,13
80,00 I)B/-
g 60,00
[}
5 40,00 O
<=
& /
20,00 ././
0,00 r T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
koncentrace (mg/1)

Graf 4 - Zavislost inhibice ristu Lemna sp. na koncentraci TiO>

Vysledna IC50 = 612,36 mg/I1
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5.5 Testovani vlivu ZnO na inhibici ristu jednobuné¢né rasy

Desmodesmus subspicatus

Tab. 9 - Namérené hodnoty testu inhibice ristu jednobunécné rasy Desmodesmus

subspicatus vlivem ZnO

10 51,9 88,80
8 127,4 72,51
6 203,3 56,13
4 4 274,2 40,83
2 349,6 24,56
6 1 412,7 10,94
0,5 436,4 5,83
: 0,1 528,3 stimulace 14,01
0 455,2 1,77
0 471,6 -1,77
Prumeé 0 463,4 0,00
Zn0
100,00
90,00

y=-0,207x*+10,78x + 0,593

80,00 /
70,00

S
é 60,00 /
50,00
[«)]
S
S 40,00 /
=
S 30,00
®

20,00

10,00

0,00 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

koncentrace (mg/1)

Graf 5 - Zavislost vlivu inhibice riistu Desmodesmus subspicatus na koncentraci ZnO

Vysledna IC50 = 5,07 mg/1
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5.6 Testovani vlivu TiO: na inhibici ristu jednobunééné rasy
Desmodesmus subspicatus

Tab. 10 - Namérené hodnoty testu inhibice riistu Desmodesmus subspicatus vlivem TiO2

koncentrace

dislo koncentrace v mg/1 pocet bunék v tis. inhibice ristu v %

primeér k.

Tio,

110

100 y=0,0213x%2+1,0123x - 5,1401/0
90

80 /

*

70
60

50 /
y pd

30 /'S

20 /

10 (

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

koncentrace (mg/1)

inhibice riustu (%)

Graf 6 - Zavislost vlivu inhibice riistu Desmodesmus subspicatus na koncentraci TiO:

Vysledna IC50 = 32,37 mg/1
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5.7 Testovani vlivu ZnO na inhibice bioluminiscence bakterie Vibrio
fischeri

Tab. 11 - Namérené hodnoty testu inhibice bioluminiscence Vibrio fischeri vlivem ZnO

koncentrace koncentrace v nameérena
Cislo mg/1 bioluminiscence

vypoctena inhibice v

1. 100 39,7 90,49
A 90 48,2 88,46
3. 80 91,1 78,18
4, 70 106,3 74,55
5. 60 128,5 69,23
6. 50 154,4 63,03
7. 40 186,1 55,44
8. 30 224,9 46,14
9. 20 284,7 31,82
10. 10 348,2 16,62
k1 0 422,5 -1,17
k2 0 412,7 1,17
prumér k. 0 417,6 0,00
Zn0

100,00
90,00 /0
80,00

L 2
70,00
y=-0,0061x% + 1,4457x + 5,2235
60,00

S
E )/
3
£ 50,00
8 L 3
S 40,00
- /
£ 30,00
20,00 ¢
10,00
0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

koncentrace (mg/1)

Graf 7 - Zavislost vlivu koncentrace ZnO na inhibici bioluminiscence bakterie Vibrio

fischeri

Vysledna IC50 = 36,63 mg/1
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5.8 Testovani vlivu TiO2 na inhibice bioluminiscence bakterie Vibrio
fischeri

Tab. 12 - Namérené hodnoty testu inhibice bioluminiscence Vibrio fischeri vlivem TiO>

500 28,4 93,20

450 64,2 84,63

400 67,6 83,81

4 350 122,8 70,59

300 1854 55,60

: 250 201,3 51,80

200 236,7 43,32

8 150 320,4 23,28

g 100 386,5 7,45

( 50 405,3 2,95

0 422,5 -1,17

0 412,7 1,17

primé 0 417,6 0,00
TiO,

100,00

80,00 ’/‘
/ -0,0002x2 + 0,3089x - 16,151
60,00

S L 2
z /
[7,]
2 40,00 ®
)]
3
Z /
e 20,00
L 2
0,00 ’ T T T T T ]
) 100 200 300 400 500 600
220,00

koncentrace (mg/1)

Graf 8 - Zavislost vlivu koncentrace TiO2 na zhasSeni bioluminiscence bakterie Vibrio
fischeri

Vysledna IC50 = 256,87 mg/I1
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6 Diskuze

Existuje mnoho odbornych védeckych publikaci zabyvajicich se ekotoxikologii
nanocastic. Pomérné dostate¢né informace o ekotoxicité 1ze dohledat o nanocasticich Ag.

Méné poznatkii v§ak mlizeme nalézt v oblasti ekotoxikologie nanocastic ZnO a TiOx.

Dle namérenych vysledki pfi testovani toxicity nanocastic ZnO a porovnani hodnot IC50
lze konstatovat, Ze nejcitlivéji reagoval organismus Desmodesmus subspicatus, a to
s vyslednou hodnotou IC50 5,07 mg/l. Pri koncentraci 0,1 mg/l doSlo dokonce ke

stimulaci réstu (viz graf 1).

Testy inhibice bioluminiscence bakterie Vibrio fischeri vlivem expozice nanocasticim
ZnO byly vyhodnoceny hodnotou IC50 36,63 mg/I (viz graf 7). Tato koncentrace je vSak
pomérné vyssi, nez uvadi napriklad autorka Sovova et al. (2009), ktera pro stejny druh
bakterie namérila hodnotu IC50 7,27 mg/l. Autor Kahru et al. (2008), ktery se také
zabyval testovanim nanocastic ZnO na organismu Vibrio fischeri, prezentuje namérené
hodnoty IC50 2 mg/1. Autor Nohavica (2012) uvadi primérnou hodnotu akutni toxicity
ZnO pro bakterie, a to 20 mg/1.

Vys$8i koncentrace ZnO zpusobujici 50% inhibici byly naméreny u Sinapis alba, a to
407,08 mg/1 (viz graf 1). Zda se, Ze rostlina je dolnéjsi viiCi piisobeni nanocastic ZnO, nez
ostatni druhy rostlin. Autori Lin a Xing (2007) zkoumali toxicitu nanocastic ZnO na
kliceni a rast koreni Sesti druhii rostlin. Hodnoty IC50 se pohybovaly kolem 20 - 50
mg/l, v zavislosti na druzich rostlin, coZ jsou vyznamné nizsi fytotoxické koncentrace,

neZ byly naméreny béhem naseho testovani.

Také u Lemna sp. byly v pripadé testovani nanocastic ZnO zjiStény pomérné vysoké

hodnoty IC50, a to 505,10 mg/1 (viz graf 3).

Pri testovani toxicity nanocastic TiO2 bylo dosazeno nasledujicich vysledki. Nejcitlivéji
se opét projevila fasa Desmodesmus subspicatus, s vyslednou IC50 32,37 mg/l (viz
graf 6). Autofi Hund-Rinke et Simon (2006) zjistili u stejného druhu sladkovodni rasy
hodnotu IC50 okolo 44 mg/], ktera odpovida nasim namérenym hodnotdm. Testovanim
nanocastic na Desmodesmus subspicatus se zabyval také autor Sadiq et al. (2011), ktery

uvadi hodnotu IC50 39,35 mg/I1.
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Inhibi¢ni koncentrace nanocastic TiO2 pro bakterii Vibrio fischeri byla vyhodnocena
na 256,87 mg/1 (viz graf 8). Naopak autor Kahru et al. (2008) nepozoroval toxicky efekt
TiO; ani pri hodnotach 20 mg/l. Obecné pro bakterie uvadi autor Nohavica (2012)
hodnoty akutni toxicity 603 mg/l. Autori Josko et Oleszczuk (2013) uvadéji vyssi toxicitu
nanocastic TiO2 vac¢i bakterii Vibrio fischeri v porovnani snanocasticemi ZnO.
Testovanim nanocastic na stejném druhu bakterie se zabyvala také autorka Rossetto et
al. (2014), ktera namérila hodnoty IC50 kolem 250 mg/l, coZ koreluje s naSimi

zjisténymi hodnotami.

Pfi testovani toxicity TiO2 na Lemna sp. byly naméreny vysoké hodnoty IC50 612,36
mg/l. Autor Song et al. (2012) udava stimulaci rGstu Lemna minor p¥i koncentracich do
200 mg/l, naopak inhibici ristu pri koncentracich nad 200 mg/], totalni dhyn pak pri
koncentracich od 500 mg/l. Zheng et al. (2005) potvrzuje stimulaci ristu rostlin pfi

nizkych koncentracich nanocastic TiO>.

Inhibi¢ni koncentrace nanocastic TiO2 pro Sinapis alba, byly vypocitany na hodnotu
838,02 mg/l. Autorka Skodova et al. (n. d.) v$ak pti koncentraci 1000 mg/I pozorovala
jednoznacnou stimulaci riistu Sinapis alba. Tyto rozdily mohou byt ovlivnény naptiklad

zpusobem promichani roztokii nanocastic.

Tab. 13 - Shrnuti vyslednych hodnot IC50 po testovaci organismy

testovaci
organismus
Sinapis alba
Lemna sp.
Vibrio fischeri
Desmodesmus
subspicatus

IC50 nanocastice ZnO (mg/1) IC50 nanocastice TiOz (mg/1)

V tabulce 13 a grafu 9 jsou porovnany zjiSténé hodnoty IC50 pro vSechny testované
organismy, a to jak pro nanocastice ZnO tak pro nanocastice TiO2. Je ziejmé, Ze
nanocastice ZnO projevuji vyssi toxicitu viici vSem testovanym organismim nez TiOa.
Nejzretelnéji se tento rozdil projevil u organismu Vibrio fischeri (36,63 mg/l ZnO
a 256,87 mg/l TiOz) a také u Desmodesmus subspicatus (5,07 mg/1 ZnO a 32,37 mg/]

Ti0z). Pro Sinapis alba byly nanocastice ZnO vyhodnoceny téméi o polovinu vice toxické
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nez nanocastice TiO2 (407,08 mg/1 ZnO a 838,02 mg/1 TiOz). Srovnatelné hodnoty IC50
byly vypocitany u organismu Lemna sp. (505,1 mg/1 ZnO a 612,36 mg/1 TiO).

Pokud srovname citlivost organismii na ZnO vzestupné od nejcitlivéjsitho, vznikne
nasledujici fada: Desmodesmus subspicatus (IC50 5,07 mg/1) < Vibrio fischeri (IC50 <
36,63 mg/1) < Sinapis alba (IC50 407,08 mg/1) < Lemna sp. (IC50 505,1 mg/1). V ptipadé
nanocastic TiO; vypada posloupnost nasledovné: Desmodesmus subspicatus (IC50 32,37
mg/1) < Vibrio fischeri (1C50 256,87 mg/l) < Lemna sp. (612,36 mg/1) < Sinapis alba
(IC50 838,02 mg/1).

Vzhledem kvy$Sim hodnotam IC50 lze tedy nanoclastice TiO2 zhodnotit jako méné
toxické nez nanocastice ZnO. Autofi Shah et Belozerova (2009) a Hu et al. (2010) také

potvrzuji vyssi toxicitu nanocastic ZnO nez TiOx.

IC50 nanocastic ZnO a TiO2

838,02

Ul
o
o

B7Zn0
B TiO2

S
o
S

koncentrace (mg/1)

Sinapis alba Lemna sp. Vibrio fischeri Desmodesmus
subspicata

Graf 9 - Porovnani vyslednych hodnot IC50 mezi organismy a nanoc¢asticemi

Rasu, jako nejcitlivéj$i organismus p¥i testovani nano¢astic ZnO i TiO; ve své praci uvadi
také Nohavica (2012). Autor Adam et al. (2015), ktery se zabyval testovanim nanocastic

ZnO a CuO na mnoha organismech, potvrzuje fasu jako nejvice senzitivni organismus.
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7 Zaver

Tato diplomova prace byla zpracovana vreakci na soudoby obrovsky rozmach
nanotechnologii. Vzhledem k chemicko - fyzikdlnim vlastnostem mohou nanocastice
predstavovat potencionalni nebezpeci pro lidské zdravi, tedy toxicitu, a také pro Zivotni

prostiedi, tedy ekotoxicitu. Je velmi diileZité provadét kontrolu miry toxicity téchto latek

prostiednictvim organismi zahrnujicich zastupce vSech trofickych trovni.

V praci bylo vyuzito nékolika ekotoxikologickych testili k zjiSténi toxicity nanocastic ZnO
a TiO2 vli¢i vybranym testovacim organismim. PouZité nanocastice mély formu jemného
prasku, ktestovani byl vZidy pouZit roztok téchto latek o danych koncentracich. Byl
proveden test inhibice ristu korene rostliny Sinapis alba, test inhibice ristu Lemna sp.,
test inhibice ristu jednobunécné tasy Desmodesmus subspicatus a test inhibice

bioluminiscence bakterie Vibrio fischeri.

Provedené testy ukazaly, Ze dle ziskanych hodnot inhibi¢ni koncentrace, pti niZ je
jednobunécna rasa Desmodesmus subspicatus, a to v pripadé testovani nanocastic ZnO
i TiO3 (viz tabulka 13, graf 9). Tuto skutecnost potvrdilo nékolik autord (Adam et al.,

2012; Hund-Rinke et Simon, 2006), ktefi ve svych pracich dosahli podobnych vystupi.

Testy provedené na bakterii Vibrio fisheri poukazaly na hodnoty IC50, které jsou oproti
inhibi¢nim koncentracim namérenym na rase o néco vyssi (viz tabulka 13, graf 9). Z toho
vyplyva, Ze pro tento druh bakterie nejsou nanocastice ZnO a TiO; v tak znac¢né mire

toxické, jako je tomu u rasy.

Z vysledki testl toxicity nanocastic TiOz byly vyhodnoceny vyssi inhibi¢ni koncentrace
(612,36 mg/l). Zhodnot ziskanych pri méreni toxicity nanocastic ZnO byly
vyhodnoceny vyssi inhibi¢ni koncentrace pro Lemna sp. (505,1 mg/l) a o néco nizsi

inhibi¢ni koncentrace pro Sinapis alba (407,08 mg/1).

Z téchto zjisténych hodnot Ize konstatovat, Ze nanocastice ZnO piisobi vice toxicky na
rostlinu Sinapis alba nez na rostlinu Lemna sp. Naopak nanocastice TiO; vykazuji vyssi

toxicitu vii¢i Lemna sp. nez vuci Sinapis alba.
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Problematika ekotoxikologie nanocastic kovii zlistava stale dostatecné nepopsana. Tato
prace se snaZzi prispét k uceleni informaci v uvedené tématice. Vlivem rozvoje civilizace
prirozené stoupaji poZadavky v oblasti vyvoje novych technologii. Nanotechnologie
zcela jisté usnadni progres v mnoha oborech. Dilezité je vSak uvédomit si jakd jsou
doprovazejici rizika, a to environmentalni i zdravotni. Aby prevaZovaly pozitiva tohoto

oboru, musi byt zajiStén detailni vyzkum a zaveden odpovidajici kontrolni dohled.
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Seznam pouzitych zkratek

ATP adenosintrifosfat

Ce0 fulereny

CSN oznaceni ¢eskych technickych norem

DNA deoxyribonukleova kyselina

EN oznaceni evropskych norem

EU Evropska unie

HA hydroxyapatit

IC50 inhibi¢ni koncentrace 50 %

ISO International Organization for Standardization

LC letalni koncentrace

LCD liquid crystal display

LED light emitting diode

LOEC nejnizsi pozorovatelna ucinna koncentrace

MS Microsoft

MWCNT vicesténné uhlikové nanotrubice (multi-walled carbon nanotubes),
NOEC koncentrace bez pozorovatelnych ucinkt

OECD Organisation for Economic Cooperation and Development
PVC polyvinylchlorid

ROS radical oxygen species

SPF sun protect factor

SWCNT jednosténné uhlikové nanotrubice (single-walled carbon nanotubes),
uv ultraviolet (ultrafialovy)

yAY Zivotni prostiedi
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9 Prilohy

Priloha 1- Ukazka fotografii z pribéhu testovani nanocastic

Fotografie 2 - Testovani na rostliné Sinapis alba - nasazena semena (Rigova, 2016)
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Fotografie 4 - Testovani na rostliné Lemna sp.(Rigova, 2016)
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