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Uvod

Nanocastice zeleza nulové valence (nZVI) disponuji
znacnym redukénim potencidlem, kterého lze uspéSné
vyuzZit pii remediacich kontaminovanych oblasti'. Vysoka
reaktivita je vSak zaroven pfi¢inou znacné toxicity nZVI
a jejich pritomnost v sanovaném prostiedi miize mit nega-
tivni dopad na autochtonni mikroorganismy, jejichz podil
na remediaénim procesu je vyznamny’. Kli¢ovym krokem
v mechanismu toxického plisobeni nZ VI je jejich adsorpce
na bunécny povrch vedouci az k fatdlnimu poskozeni bu-
n&&né integrity’. Navic ve vodném prosttedi v pritomnosti
rozpu$téného kysliku se nZVI ochotné¢ oxiduji za produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS). Reakce ROS
s bunénymi komponenty pak zplsobuji dalSi rozsahla
poskozeni, ktera v konecném diasledku mohou vést az
k bun&éné smrti’.

Huminové latky (HL) jsou soucasti ptirozené organic-
ké hmoty zeminy a jejich protektivni ucinky jsou znamy
i z prirody>®". Jejich aplikace jako protektanti je studova-
na také v souvislosti s toxicitou nZVI (cit.7"8). Huminové
latky se ochotn€ vazi na povrch buniky a mohou tak ptiso-
bit jako bariéra branici pfimé interakci nanocastice-burika.
V nasi praci jsme se zaméfili na vliv vybranych HL na
toxicitu nZVI.

Experimentalni ¢ast
Chemikélie a material

Komeréné dostupné nanocastice nulamocného zeleza
(Nanofer 25;  Nanoiron  s.r.0., Ceskd republika)

s prumérnou velikosti 50 nm jsou distribuované ve formé
vodné disperze. Testované huminové latky byly priprave-
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ny ze skryvek hnédouhelnych lomi Ceské republiky
(Vyzkumny ustav anorganické chemie, a.s., Usti nad La-
bem). Humét sodny (PAB 32) byl izolovéan z hn€dého uhli
a huminové kyseliny SMO1A1 a VOOA1 z oxyhumolitu
riizného mista ptivodu’. Pouzita koncentrace HL 0,3 g1
byla zvolena na zakladé vysledkl pilotnich experimentd,
kdy bylo zjisténo, Ze tato koncentrace negativné neovliv-
nuje mikrobialni rist.

Modelovy mikroorganismus

Rhodococcus erythropolis (CCM 2595) byl pouzit
jako modelova plidni grampozitivni bakterie. Kultivace
probihala ve dvou fazich. V komplexnim médiu (100 ml,
Zivny bujon 8 g I'") byla produkovana biomasa (24 h, 30 °C,
100 rpm), ktera po separaci (9000 g, 10 min) byla pouzita
jako inokulum 100 ml mineralniho média (g I'"): KH,PO,
0,17, KzHPO4 0,13, (NH4)2$O4 0,71, MgC126 Hzo
0,34; MnCl, 4 H,0 1; CaCl,'2 H,O 0,26; FeSO47 H,O
0,6; Na,Mo0O42 H,02s10g I glukosy. Inokulace mine-
ralntho média byla provedena, na zédkladé méfeni optické
denzity, na pocatecni hodnotu ODg4yonm = 0,2 = 0,005
(odpovida 41-10* mI™' bungk). Nasledna kultivace probiha-
la po dobu 27 h (30 °C, 100 rpm), poté byly buiky opé&t
separovany a vystaveny ucinkim Nanofer 25, resp. Na-
nofer 25 a huminovych latek.

Vliv studovanych latek na zachovani bunécné
viability

Studium G&inka HL (0,3 g 1) a Nanofer 25 (1,5 g 1)
probihalo v 10 ml 0,05 M fosfatového pufru (pH 7,0),
koncentrace bun¢k na pocatku experimentu odpovidala
OD4()0nm = 0,2 + 0,005

Buriky byly vystaveny riznym pocatecnim podmin-
kam:

1. Expozice bunék sou¢asnému pisobeni HL a Nanofer
25

2. Inkubace bunék v prostiedi HL (15 min) a nasledna
expozice Nanofer 25.

3. Inkubace Nanofer 25 v prostiedi HL (15 min) a na-
sledné expozice bunék u€inkim takto modifikovanych
nanocastic.

Bunécna viabilita byla vyhodnocena na zaklad¢ sta-
noveni poctu kolonii tvoficich jednotky na pevném médiu
(zivny agar) po 48 h kultivace (30 °C) a vyjadfena jako
KTIml™.

Peroxidace lipidid a karbonylace proteint

Rozsah oxidativniho stresu byl stanoven jako hladina
produktli oxidace lipidd (malondialdehyd) a proteint
(karbonylované derivaty proteinil). Pfitomnost malondial-
dehydu (MDA), jednoho z hlavnich produkti oxidace
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mastnych kyselin, jsme detegovali spektrofotometrickym
stanovenim barevného aduktu (532 nm), ktery vznika re-
akci MDA s kyselinou 2-thiobarbiturovou. Mira lipopero-
xidace je vyjadiena v jednotkdch TBARS (z angl. thiobar-
bituric acid reactive substances = latky reaktivni
s kyselinou thiobarbiturovou)'’.

Karbonylované derivaty jsme urcili spektrofotome-
trickym stanovenim produktu (375 nm) vzniklého derivati-
zaci karbonylové skupiny dinitrofenylhydrazinem (dle
protokolu OxiSelect™ Protein Carbonyl Spectrophotomet-
ric Kit; Cell Biolabs, INC.).

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Schopnost HL vazat se na bunécny povrch byla sle-
dovana metodou SEM. Buiiky byly sledovany po 15 min
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inkubace v pfitomnosti HL a bez ptitomnosti HL. Fixace
bunék probihala v roztoku 4 % glutaraldehydu v kakodyla-
tovém pufru po dobu 4 h (4 °C). Nasledn¢ byly buiky
pomoci ethanolu odvodnény, umistény na oboustrannou
lepici pasku a pokryty tenkou vrstvou smési zlata a palla-
dia. Mikroskopické snimky byly pofizeny pfi 1000nasob-
ném zvétSeni (skenovaci elektronovy mikroskop Hitachi
S 4700, Japonsko).

Vysledky a diskuse
Toxicita nanocastic a moznosti jeji modulace

Koncentrace nZVI, ktera je v pribéhu sanacniho pro-
cesu aplikovana do kontaminovaného prostiedi, se pohy-
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Obr. 1. Modulace toxicity nanoFe vii¢i Rhodococcus erythropolis aplikaci huminovych latek (HL) V00A1 (a), SM01A1 (b), PAB 32

(¢); koncentrace HL 0,3 g I"'; @ nanoFe (1 g1™),

nanoFe (5 g 1),

nanoFe (1 g1™") + HL, x nanoFe (5 gI™") +HL
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buje v rozmezi 1-10 g I'". Takto vysoké koncentrace jsou
viak pro vétdinu pivodnich mikroorganismi letalni''.
Toxické ucinky nZVI byly popsany napt. u Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens nebo Bacillus subtilis*™'"?,
Nami naméfené testy viability rovnéz dokladaji vysokou
toxicitu tohoto typu nanocastic. Po 15 min expozice buné¢k
R. erythropolis u&inkiim Nanofer 25 (1 g I") byl zazname-
nan vyrazny pokles poctu Zivotaschopnych buné€k, o 70 az
77 % (obr. 1, 3).

Schopnost studovanych huminovych latek vazat se na
bunéény povrch, kde by mohly pisobit jako bariéra branici
interakci nanocastice-bunka, dokladaji fotografie pofizené
skenovaci elektronovou mikroskopii (obr. 2b). Po 15 min
inkubace R. erythropolis v prostiedi humatu sodného
PAB 32 je na bunééném povrchu patrna souvisla vrstva
této latky.

Testy viability zaméfené na schopnost modulace toxi-
city Nanofer 25 odhalily odli$ny u¢inek jednotlivych hu-
minovych latek na zachovani viability R. erythropolis.
Nejnizsi protektivni ucinek prokazal vzorek humatu sod-
ného (obr. lc). Odlisnou schopnost ovlivnit toxicitu Na-
nofer 25 jsme pozorovali u huminovych kyselin VOOA1
a SMO1AL, které byly ziskany z oxidovanych forem humi-
novych latek — oxyhumolitii, rizného ptvodu. U obou
latek byl sice zachovan téméf stejny pomér O/C a H/C, ale
prvkové zastoupeni anorganického podilu bylo zcela odlis-

5.00um

Obr. 2. SEM Rhodococcus erythropolis (a) po 15 min (b) inku-
baci v prostiedi humatu sodného PAB 32 (0,3 g 1)
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né. Mechanismus modulace (redukce) toxicity nZVI apli-
kaci HL tak neni dan pouze vznikem aditivni vrstvy na
povrchu bunék, ale do zna¢né miry jejim kvalitativnim
slozenim.

Nejvyraznéjsi protektivni charakter prokézala humi-
nova kyselina SMO1A1 (obr. 1b). Béhem trvani experi-
mentu (30 min), za podminek soucasného pusobeni Na-
nofer 25 (1 g I'") a této HL (0,3 g I'"), nebyl pozorovan
zadny pokles poctu zivotaschopnych bunék. Z dat je patr-
né, ze protektivita HL viici nZVI zavisi 1 na pouzité kon-
centraci nanocastic. Huminovd kyselina SMO1A1
v piipadé vyssi koncentrace Nanofer 25 (5 g 1™') toxické
pusobeni nanocastic jen zmirnila, ale po 30 min pusobeni
klesl pocet zivotaschopnych bunek o 90 %.

Nase vysledky dale dokazuji, ze vyznamny vliv na
modulaci toxicity nZVI ma také potradi, ve kterém jsou
bunky vystaveny G¢inkim huminovych latek a nanocasti-
cim (obr. 3). Z naméfenych dat je zfejmé, ze reprodukéni
aktivita nebyla vyrazné€ ovlivnéna u bunék vystavenych
simultinnimu piisobeni Nanofer 25 (1 g I'') a SMO1A1
(0,3 g I'Y). Nejvyrazngjsi protekce bundk je dosazeno
v piipadé, kdy interakce s huminovou kyselinou piedchazi
pusobeni Nanofer 25. Po 60 min byl v tomto ptipadé pozo-
rovéan dokonce nartist KTJ o 24,5 %. Naopak toxické t€in-
ky Nanofer 25 (1 g 1"") se nijak nezméni, pokud pied inter-
akci s bunkami byly nanocastice pre-inkubovany
s huminovou kyselinou (SMO1A1). Tyto poznatky se sho-
duji s Chen a spol.®, ktefi sledovali vliv huminovych latek
na G¢innost reduktivni dehalogenace trichloretylenu pomo-
cinZVI.

Oxidativni stres

V disledku expozice bunék R. erythropolis nZVI
jsme pozorovali zna¢né oxidativni poskozeni proteint
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Obr. 3. Vliv uspoiadani experimentu na omezeni toxickych
ucinki Nanofer 25 (1 g I'"); HL — huminova kyselina SMO1A1
0,3gI™"); @ nano Fe, soutasné pusobeni nanoFe + HL,
A preinkubace bun¢k HL, x preinkubace nanoFe HL
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Obr. 4. Porovnani miry karbonylace proteini l a peroxidace lipidi
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R. erythropolis v ¢ase po a) vystaveni ucinkim nanoFe 25

(1 g1, b) sou¢asném piisobeni nanoFe 25 (1g1™") a HL, c¢) preinkubaci bunék s HL a nasledné expozici nanoFe 25 (1 gI'),
d) expozici preinkubovanym nanoFe 25 (1 g I'") s HL; HL — huminové kyselina SMO1A1 (0,3 g1 b}

a lipidi (obr. 4a). Po 30 min piisobeni Nanofer 25 (1 g I
doslo k vyraznému néristu hladiny karbonylovanych pro-
teinti, oproti kontrolni populaci (z 0,79 na 1,99 nmol mg™
proteinu). Mnozstvi TBARS bylo zvySeno z0,4na
1,7 TBARS mg™" suginy.

Vyrazné navyseni TBARS po expozici nanocasticim
zeleza (50 mg1I™") popsali Li a spol.”* u embryi Oryzias
latipes. Oxidaci ROS podléhaji predev§im nenasycené
mastné kyseliny, jejichz vysokd koncentrace je vazana
v lipidickych slozkach bunééné membrany. Pfi interakci
bunék s nanocasticemi tak dochazi k primarnimu poskoze-
ni predev§im bunécnych membran, coz ma za nasledek
poruSeni funkce membrany, v extrémnich ptipadech az
Ztraté bun&éné integrity a bundéné smrti*'.

V piipadé oxidativniho poskozeni se prokézalo, Ze
pre-inkubace bunék (obr.4c) shuminovou kyselinou
SMO1A1 pred vlastni expozici Nanofer 25 (1 g17') je nej-
ucinngjsi varianta jejich ochrany (obr. 4c). Nartst Grovné
karbonylace proteinii byl, v porovnani s kontrolni popula-
ci, pouze o 0,2 nmol mg™' proteinu. Podobny trend jsme
pozorovali i ve vyvoji TBARS, o0 0,3 TBARS mg ' susiny.
Simultanni  pisobeni (obr. 4b) huminové kyseliny
SMO1A1 a Nanofer 25 mélo za nasledek pouze mirné
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sniZzeni rozsahu oxidativniho stresu. Souhrnné Ize fici, Ze
pre-inkubace bunék s huminovou kyselinou SMO1A1 ma
pozitivni vliv nejen na sniZeni oxidativniho poSkozeni, ale
v kone¢ném duisledku také na zvyseni reprodukéni aktivity
populace R. erythropolis (obr. 3).

Zaveér

Aplikaci vhodnych huminovych latek 1ze modulovat
toxicitu nanocastic zeleza nulové valence. Zakladem je
tvorba aditivni vrstvy na povrchu bunék jako fyzické bari-
éry branici interakcim nanocastic s bunikou. Podrobny
mechanismus vSak zatim nebyl zcela objasnén. Je ziejmé,
ze vyznamny vliv na protektivni charakter HL ma rovnéz
chemické slozeni molekuly. Z ndmi studovanych HL pro-
kazala schopnost zcela omezit toxicitu nanocastic vuci
bakterii R. erythropolis pouze huminovd kyselina
SMO1AL.



Chem. Listy 110, 48-52 (2016)

LITERATURA

1

10.

11.

. Li X. Q., Elliott D. W., Zhang W. X.: Crit. Rev. Solid

State Mater. Sci. 37, 111 (2006).

. Tilston E. L., Collins C. D., Mitchell G. R., Princivalle

J., Shaw L. J.: Environ. Pollut. /73, 38 (2013).

.Lee C.,KimJ. Y., Lee W. L., Nelson K. L., Yoon J.,

Sedlak D. L.: Environ. Sci. Technol. 42, 4927 (2008).

. Sevcl A., El-Temsah Y. S., Joner E. J., Cernik M.:

Microbes. Environ. 26, 271 (2011).

. Kudryasheva N. S., Tarasova A. S.: Environ. Sci.

Pollut. Res. 22, 155 (2015).

. Kulikova N., Stepanova E., Koroleva O., v knize: Use

of humic substances to remediate polluted environ-
ments: from theory to practice (Perminova I., Hatfield
K., Hertkorn N., ed.), Mitigating activity of humic
substances: direct influence on biota. Springer, Am-
sterdam 2005.

. Li Z., Greden K., Alvarez P. J. J., Gregory K. B.,

Lowry G. V.: Environ. Sci. Technol. 44, 3462 (2010).

. Chen J., Xiu Z., Lowry G. V., Alvarez P. J.: Water.

Res. 45, 1995 (2011).

. Novék J., Kozler J., Jano§ P., Cezikova J., Tokarova

V., Madronova L.: React. Funct. Polym. 47, 101
(2001).

Gajewska E., Sklodowska M.: Biometals 20, 27
(2007).

Grieger K. D., Fjordboge A., Hartmann N. B., Eriks-
son E., Bjerg P. L., Baun A.: J. Contam. Hydrol. 778,
165 (2010).

52

Laboratorni pfistroje a postupy

12. Diao M., Yao M.: Water. Res. 43, 5243 (2009).

13. LiH., Zhou Q., Wu Y., FuJ., Wang T., Jiang G.: Eco-
toxicol. Environ. Saf. 72, 684 (2009).

14. Niki E., Yoshida Y., Saito Y., Noguchi N.: Biochem.
Biophys. Res. Commun. 338, 668 (2005).

15. T. Cyrusova, R. Podlipna, T. Van¢k: Chem. Listy /09,

276 (2015).

K. Padrova, K. Bajerova, and A. éejkovz'l
(Department of Biotechnology, University of Chemistry
and Technology, Prague): Modulation of the Toxicity of
Zero-valent Iron Nanoparticles

Zero-valent iron nanoparticles (nZVI) are used in
remediation technologies. However, their high reactivity is
responsible for the nZVI toxicity against autochthonal
microorganisms whose participation on a remediation
process is important. The aim of this study was to investi-
gate the application of humic substances as a potential
protective agent. The activity of nZVI and protective
effect of humic substances were studied on gram-positive
soil bacteria Rhodococcus erythropolis (CCM 2595). The
effectiveness of the humic substances under study was
evaluated by the measurement of the cell viability and by
tests characterizing the oxidative stress, lipid peroxidation
and protein carbonylation.



