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Uvod

Vyvoj pouzivani nanomateriald a rizika
s nim spojena

Rostouci mnozstvi praktickych aplikaci nanomateria-
It vyuzivanych napt. pfi vyrobé kosmetickych piipravki,
1éciv, diagnostickych latek, potravnich doplnkd, biosenzo-
rl, katalyzatord atd. vede téz ke zvySenému riziku jejich
uniku do zivotniho prostfedi. Navzdory skutecnosti, Ze
ro¢ni produkce nanomateriali je odhadovana na tisice tun
a ma strmé vrustajici trend, moznosti zjistovani jejich
skute¢ného vlivu na zivotni prostfedi jsou velice omeze-
né'. Nanomaterialy tvoii vyrazné heterogenni skupinu a to
jak z pohledu jejich chemického sloZeni (nanomaterialy
byly piipraveny jiz z vice nez 44 prvki?), tak i z pohledu
primeérné velikosti ¢astic a jejich distribuce, povrchového
slozeni a naboje atd., coz jsou vlastnosti, které zasadné
ovliviiuji chovéni nanomateridli v Zivotnim prostfedi
a jejich toxicitu a ekotoxicitu. Voda je pravé tou slozkou
zivotniho prostfedi, kterd je potencionalné nejvice ohroze-
na kontaminaci riznymi typy odpadnich nanomateriali,
a presto nelze ani v tomto piipadé povazovat informace
o osudu nanocastic ve vodnim prostiedi ani o jejich nega-
tivnim vlivu na vodni organismy za ucelené™ .
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Nano-formy sttibra jako tradiéni nanomaterial

Aplikacni potencial roste zejména v souvislosti s jeho
antibakterialnimi G&inky®”, které jej preduréuji jako vhod-
nou soucast dezinfekénich prostiedki, ¢i obvazovych tka-
nin'®'". Testy toxicity nAg byly provedeny na velkém
mnozstvi organismi. Od téch nejjednodussich, jako jsou
zelené tasy (Chlamydomonas reinhardti'?, Lemna mi-
nor'), &i terestrické travy (Lolium multiflorum') a houby',
pres mikroorganismy (Escherichia coli”, Pseudomonas
putida'®), bezobratlé (Caenorhabditis elegans'™"®), obrat-
lovee (Danio rerio'®) az po lidské buiiky (kozni keratino-
cyty, plicni fibroblasty, gliomy***").

Vysledky terestrickych studii i laboratornich testl
ekotoxicity nAg jsou velmi nejednoznaénézz, jelikoz toxi-
cita/ekotoxicita nanostiibra je ovlivnéna Sirokou Skalou
faktort® vnitinich (velikost &astic, mérny povrch, slozeni
solvatujicich iontu ...) i vngjSich (pH, iontova sila, mocen-
stvi ionti, pfitomnost chelatujicich latek, huminti, humino-
vych a fulvinovych kyselin...). Vysoké mnozstvi promén-
nych pfedurcuje komplikovanost relevantniho ekotoxiko-
logického testu. I pres to, Ze velikost Castic je jednim
z nejduilezitéjSich parametri ovlivityjicich toxické a ekoto-
xické ucinky a vymezenim kritickych podminek aglomera-
ce v koloidnich systémech se zabyval Peter P. von We-
imarn?* jiz roku 1908, nebyva na tyto poznatky bran zfetel.

Ptiprava roztoki nAg

Béznou praxi je stabilizace pfipraveného koloidniho
systému pomoci stabilizacnich Cinidel. Nejbéznéji se pou-
ziva citrat’, polyvinylpyrrolidon®, bramborovy $krob
a polyakrylat'’, polyvinylalkohol*® & polyakrylamid®’.
Dale je také mozno pouzit polysacharidy jako arabska
guma'®, sacharidy®®, fosfolipidy”’, nebo biomolekuly"
(albumin, mastné kyseliny...). Po syntéze koloidniho sys-
tému nasleduje provedeni charakterizace pfipraveného
materidlu pfed samotnym ekotoxikologickym testovanim.

Metody charakterizace roztoku nAg

Nejcastéji pouzivané techniky analyzy velikosti
atvaru Castic jsou transmisni/rastrovaci elektronova mi-
kroskopie (TEM, SEM). Velikost ¢astic 1ze méfit téZ po-
moci dynamického rozptylu svétla (DLS) a v piipadé ko-
vovych ¢éstic s povrchovym plasmonem je moZznd aplika-
ce UV-Vis spektroskopie. Krystalicka struktura ¢éstic by-
véa popsdna pomoci rentgenové difrakce (XRD). K analyze
prvkového slozeni koloidniho systému byva uzito AAS,
ICP-OES a ICP-MS. O stabilité¢ koloidniho systému pak
vypovida hodnota {-potencialu®®. Uvedené techniky byvaji
nejcastéji vyuzivany k charakterizaci primarniho koloidu,
existuje vSak malo praci, kde by bylo hodnoceno chovani
nanomaterialli pfimo v pribéhu testd ekotoxicity po smi-
chani s kapalnym médiem. Vyjimku tvofi napf. prace
Cumberlandové®', kterd sice popisuje chovani nAg
v environmentalné relevantnich podminkach a vztah mezi
iontovou silou zivného média, pfitomnosti huminovych



Chem. Listy 107, 386—-392 (2013)

kyselin, mocenstvim solvatujicich iontli a rychlosti aglo-
merace, chybi zde vsak jakéakoli ekotoxikologicka koncov-
ka. Také ve vétsine dalSich ekotoxikologickych praci za-
byvajici se ekotoxikologii stiibra je stanovena charakteri-
zace primarniho koloidniho systému neprodlené po jeho
syntéze, ale jeho chovani v pribéhu ekotoxikologického
testovani na Zivém organismu neni popséno. Tento pfistup
publikaci®* jasné plyne, 7e riizné formy (nano-, mikro-
Castice, volny iont) téhoz prvku vykazuji znac¢né rozdilnou
toxicitu. Pro relevantni ekotoxikologické testovani nano-
materiali v kapalnych médiich je proto nezbytné nutné
odlisit toxicitu nanocastic od toxicity aglomerata ¢i vol-
nych iontu.

Cil prace

Jelikoz sledovat rychlost aglomerace nAg, ¢i uvolio-
vani stiibrného iontu v pribéhu samotného ekotoxikolo-
gického testu je prakticky nemozné, je navrzen postup, pii
némz je mozné kontrolovat velikost aglomeratd bez zdsahu
do probihajiciho testu periodickou vymeénou kapalného
média médiem o definovanych vlastnostech. Aby bylo
mozno uvedeny postup aplikovat, je tfeba formulovat
vztah mezi koncentraci testovanych castic v médiu dané
iontové sily a rychlosti a miry aglomerace ¢éstic a pomoci
tohoto vztahu vypocitat rychlost vymény média zajist'ujici
pozadovanou stfedni hodnotu velikosti ¢astic. Cilem pre-
zentované prace je formulace uvedeného vztahu pro nAg
¢astice v koloidnich roztocich o koncentraci Ag 10 a 100 pM
fedénych kapalnym médiem pfipravenym v souladu
snormou OECD 203, ovéfeni platnosti tohoto vztahu
aovéfeni moznosti aplikace navrhovaného postupu
v podminkdch redlného testu reprodukéni toxicity na plid-
ku kapra obecného (Cyprinus carpio).

Experimentalni ¢ast
Syntéza roztoku nanostiibra

Nanostiibro bylo pfipraveno modifikovanym Tollen-
sovym procesem”". V Erlenmayerové bafice bylo smichano
10 ml redestilované vody, 10 ml 5 mM roztoku dusi¢nanu
stiibrného, 10 ml 25 mM roztoku amoniaku, 10 ml 50 mM
roztoku hydroxidu sodného a 10 ml 50 mM roztoku gluko-
sy. Takto vznikld smés byla michéna pfi laboratorni teplo-
té¢ po dobu 15 min a poté byla slita do tmavé zasobni
lahve. Koncentrace Ag v takto pfipraveném roztoku je
1 mM. Roztoky o niz§i nominalni koncentraci byly pripra-
veny fedénim tohoto zadsobniho roztoku Médiem 203
a jejich koncentrace byla ovéfena pomoci ICP-OES.

Ptiprava Média 203
Médium 203 bylo ptipraveno podle smérnice OECD

203 (cit.**). Koncentrace soli v tomto roztoku je 2mM
CaCl,, 0,5 mM MgSO,, 0,77 mM NaHCO; a 0,075 mM
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KCI. Ptfipravené Médium 203 vykazovalo iontovou silu
roztoku 680 pS cm .

Hydrodynamicky primér, mérna elektricka
vodivost, {-potencial, AFM

Stfedni hydrodynamicky primér (Dy) a C-potencial
byly méfeny na pristroji ZetaPALS Potential Analyzer
(Brookhaven Instruments Corp., USA) na ziklad¢ dyna-
mického rozptylu svétla (DLS). Hodnota Dy je méfena po
dobu 30 s pfi deseti replikacich a tato data jsou déle statis-
ticky zpracovana (stfedni hodnota, median a smérodatna
odchylka). Mérn4 elektrickd vodivost byla méfena kon-
duktometrem inoLab cond 730 (WTW, Germany) s métici
celou WITW Twtracon 325. Méfeni bylo provadéno za
laboratorni teploty.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) byla uskute¢néna
na pfistroji Solver Pro M (NT-MDT; Rusko) pomoci son-
dy HA_NC (typicka resonan¢ni frekvence 185 kHz, k =
4,6 Nm"'). Méfeni bylo uskuteéndno v semikontaktnim
modu nastavenym na 40 % volné oscilace. Vzorky byly
pripraveny metodou ,,spin-coating® pfi 2000 otackach za
minutu na Cerstvé pripraveném HOPG (vysoce orientova-
ny pyrolyticky grafit) a vysuseny za vakua®*.

Kvantifikace obsahu uvolnéného Ag®

Koncentrace rozpusténého stiibrného iontu byla mé-
fena v supernatantu vzniklém centrifugaci 15 ml zkouma-
ného koloidniho roztoku pti 6000 otackach za minutu.
Piipravené koloidni roztoky nAg o koncentracich Ag 10
a 100 uM byly ponechany po dobu 6h aglomerovat
v Médiu 203 ptfi podminkach testu a poté centrifugovany
po dobu 30 min. Po uplynuti této doby bylo odebrano
z kazdé centrifugacni nadoby 10 ml supernatantu a kon-
centrace Ag v takto pfipravenych vzorcich byla stanovena
pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-OES) na pfistroji INTEGRA XL 2 (GBC,
Dandenong Australia).

Expozice biologickému Gc¢inku nanocastic

Pokusnym organismem byly jikry kapra obecného
(Cyprinus carpio). V Petriho misce, kterd byla naplnéna
Meédiem 203 nebo koloidnim roztokem nAg o pfislusné
koncentraci Ag, se nachazela vzdy jedna jikra a pro kazdy
experiment bylo pouzito 30 jiker. Pro udrzeni zadaného
hodnoty stupné aglomarace castic stifbra byl po 6 hodin
denné periodicky ménén roztok obsahujici stfibro, na zby-
tek dne byl organismus umistén zpét do Cistétho Média
203, které¢ neobsahovalo zZadné nAg. Experiment byl pro-
veden pro dvé trovné koncentrace Ag a to 10 a 100 uM.
Pro koncentraci 10 uM byly tedy zvoleny maximadlni veli-
kosti aglomerati 200 a 300 nm a pro koncentraci 100 uM
400 a 600 nm. Pro dosaZeni maximalni velikosti 200 nm
pri koncentraci 10 uM bylo nutné ménit roztok po 42 min,
pro 300 nm po 137 min. Pro koncentraci 100 uM byla
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nutnd vymeéna zivného roztoku po 42 min, aby bylo dosa-
zeno maximalni velikosti aglomeratd 400 nm. Pro velikost
600 nm to bylo 184 min. Nariist velikosti aglomerati bé-
hem experimentu pii rizné rychlosti vymény kapalného
média o koncentraci nAg 10 uM je zndzornén na obr. 3.
Pro obé¢ koncentrace byl proveden i semistaticky test
v usporadani, kdy dochazelo k vyméné koloidniho roztoku
nAg v Médiu 203 kazdy novy den, tak jak je béznou praxi
u standardniho testu akutni toxicity pro chemikalie (OECD
203, cit.**). Kontrolni skupiny byly kultivovany v Médiu
203 bez pridavku nAg a tento roztok jim byl ménén se
stejnou frekvenci, jako byla frekvence vymény Média 203
s pridavkem nAg, pro kazdou testovaci skupinu embryi.
K tomuto opatieni bylo pfistoupeno z divodu minimaliza-
ce dopadu manipulace s plidky na vysledky ekotoxikolo-
gického testu. Ten byl ukonéen sedmy den, jelikoz u kon-
trolni skupiny doslo k vstfebani Zloutkového vacku, coz je
povazovano za kone¢nou fazi experimentu.

Vysledky

Charakterizace koloidd a popis aglomera¢niho
procesu

Primarni koloidni systém nAg vykazoval vysokou
Casovou stabilitu (hodnota {-potencialu —47 mV).
V prubehu skladovani po dobu jednoho mésice od syntézy
se hodnoty Dy pohybovaly v rozmezi 40+2 nm. Sféricita
nAg byla ovéfena pomoci AFM (obr. 1) a velikost ¢éstic
byla touto metodou stanovena v rozmezi 35-50 nm odpo-
vidajici vysledkiim ziskanym pomoci DLS.

Po syntéze a ovéfeni stability primarniho koloidu,
byla stanovena ¢asova zavislost ristu Dy v Médiu 203 pro
koncentrace 10 a 100 uM (obr. 2). Pro obé zkoumané kon-
centrace Ag v koloidnich roztocich nAg dochéazi diky
aglomera¢nimu procesu k rustu stiedni hodnoty Dy v Case.
Rychlost aglomerace Castic je vyssi pro koloidni roztok
s vySsi koncentraci Ag. I v méné koncentrovaném koloid-
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Obr. 1. Syntetizované nanostiibro zobrazené pomoci AFM
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Obr. 2. Casova zavislost ristu stiedni hodnoty Dy nanoéastic
Ag v Médiu 203 ; A 10 pM, < 100 uM

nim roztoku dojde po 12 minutich k pfekro¢eni mezni
hranice 100 nm (cit.") a lze piedpokladat, Ze vétsina Ag
pritomného v experimentalnim systému pozbyva vlastnosti
nanomaterialu. V pfipadé¢ koncentrovanéjsiho systému je
rychlost rustu Dy jesté vyraznj§i a Cas potiebny
k ptekroceni hranice 100 nm se zkracuje. Experimentélni
data splnuji zavislost popsanou rovnici (/) prevzatou
z prélce3 >

D}y = Djf +(Dj, - D) M

kde k odpovida rychlostni konstanté a D" hydrodynamic-
kému pruméru v ustaleném stavu. Hodnoty Dy vypoctené
dle rovnice (/) dobte koreluji s experimentalnimi hodnota-
mi naméfenymi pomoci DLS (obr. 2), coz potvrzuji i hod-
noty korelacniho koeficientu #* shrnuté v tab. I. Parametr

lukéza
10 nm g

50 nm

Topografie

X-linie
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Tabulka I
Kinetické uidaje pro aglomaraci castic stiibra v Médiu 203
Cag[MM] k[h'] Dy [nm] r
10 1,3 310 0,972
100 23 700 0,931

“k rychlostni konstanta, D" hydrodynamicky primér
v ustaleném stavu, » korela¢ni koeficient
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Obr. 3. Vypoctena zavislost velikosti aglomerata na frekvenci
vymény Média 203 s nAg pro koncentraci Ag 10 pM;

bez vymény média, — —— vyména po 42 min, - - - vyména
po 137 min

Dy, byl pfitom uréen extrapolaci experimentalné zjiste-
nych hodnot D}, pro &as ¢ bliZici se nule (podobn& jako pfi
extrapolaci adsorpCnich zavislosti s ucCasti agregace pro
koncentraci ¢ bliZici se nule*'). Jeho velikost &inila jak pro
10 puM tak pro 100 uM piiblizng D), =30 nm.

Na zékladé¢ takto ziskanych dat je mozné urcit dobu,
za kterou dojde k nartistu velikosti aglomerati pro danou
koncentraci a konstruovat ekotoxikologicky experiment
tak, aby byl testovany organismus vystaven pouze aglome-
ratim o pfedem zvolené maximalni velikosti. V ramci
provedeného experimentu jsme zvolili pro dvé koncentrac-
ni Grovné (10 a 100 uM) dve€ urovné maximalni velikosti
aglomeratti (200 a 300, resp. 400 a 600 nm).

Vysledky ekotoxikologického testu

Embrya z kontrolnich skupin vykazovala po celou
dobu testu normalni rdst a nebyly u nich pozorovany ab-
normality v chovani ani v ristu (obr. 4a). Mortalita u kon-
trolnich skupin nepfesahovala sedmy den experimentu
hodnotu 3 %, zvySena frekvence vymény média a s tim
spojena cCastéjsi manipulace s emryii neméla pozorovatel-
ny vliv na vyvoj, chovani, riist ani mortalitu embryi.

Laboratorni pfistroje a postupy

Z tohoto divodu dale (obr. 5) uvadime pouze vysledky
kontroly s nejvétsi frekvenci vymeény média (po 42 min),
vysledky kontrol s vyménou média po 137 a 184 minutach
1 po 24 hodinach byly zcela srovnatelné.

Pti kultivaci embryi v koloidnim roztoku nAg o kon-
centraci Ag 10 uM s frekvenci vymény média jedenkrat za
24 hodin (déle semistaticky test) byla 7. den experimentu
vysledna mortalita 30 %. U takto kultivovanych embryi
nebyly pozorovany deformace, ani zadné abnormality ve
fenotypu dfive pozorované napf. pii testech ekotoxicity
nAg provadénych na plidku Dania pruhovaného®. Bylo-li
kultivani médium o koncentraci Ag 10 pM ménéno
s frekvenci jedenkrat za 137 min, coz zajistilo vyskyt aglo-
meratll o0 maximalni velikosti 300 nm, byla celkova morta-
lita 0 néco nizsi (27 %). V pripadé takto provedeného ex-
perimentu vSak bylo mozné pozorovat vyrazné abnormali-
ty ve fenotypu (obr. 4c). U pladkid byly zjistény zejména
deformace patefe a ocasu. Pii frekvenci vymény uvedené-
ho média jedenkrat za 42 min a maximalni velikosti aglo-
meratl 200 nm celkovd mortalita vyrazné stoupla (50 %)

Obr. 4. Priklad vlivu stfibra na vyvoj plidku: a) kontrola, b)
10 pM, 200 nm, c¢) 10 pM, 300 nm, d) 100 pM semistaticky
pokus, ) 100 pM semistaticky pokus
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a byly téz pozorovany deformace pladka (obr. 4b). Mezi
pozorované abnormality patfil zejména edém srdce, za-
lomky ocasu a sniZena pohyblivost.

Pfi semistatickém testu provadéném v kultivacnim
médiu s pfidavkem nAg o koncentraci Ag 100 pM byla
7. den zjisténa stejna mortalita jako v ptipadé pouziti mé-
dia o koncentraci Ag 10 uM — tedy 30 %. Pfi testu prova-
déném s pouzitim koncentrovangjsiho koloidu byl vsak
pozorovan pomalejsi vyvoj embryi. 3. den od oplozeni se
v koloidu o koncentraci Ag 100 uM vykulilo pouze 7 %
embryi, zatimco v koloidu o koncentraci Ag 10 uM to
bylo 27 % a kontroly jiz 67 % embryi. Jikry byly na po-
vrchu chorionu obaleny vrstvou aglomeratl stiibra
(obr. 4d) a nékteré tyto aglomeraty byly pozorovany i uv-
nitf chorionu. U pliadkt byly pozorovany deformace ocasu
a patefe, edém srdce (obr. 4¢) a neschopnost pludki vyku-
lit se zchorionu. V nékolika ptipadech doslo pouze
k ¢astetnému  vykuleni, kdy hlava plidku zustala
v chorionu. V piipadé experimentu s frekvenci vymény
média jedenkrat za 184 min a maximalni velikosti aglome-
rath 600 nm byla celkova mortalita 60 %. U embryi byl
opét pozorovan pomalejsi vyvoj a vykuleni 3. den od oplo-
zeni probéhlo u 3 % embryi. Jikry byly pokryty aglomera-
ty nanocastic stéibra. U pladkd byly pozorovany deforma-
ce jako zakrné€ly ocas a zalomky ocasu. Byla-li frekvence
vymény média jedenkrat za 42 min a maximalni velikost
aglomeratt 400 nm, dosahla celkova Umrtnost embryi
urovné 70 % a vyvoj embryi byl vtomto piipadé jeste
pomalejsi nez v predchozim ptipade. U pludki byly pozo-
rovany deformace jako zakrnély ocas a zalomky ocasu.
Vysledky popsanych experimenti jsou prehledné shrnuty
na obr. 5.

Kvantifikace obsahu uvolnéného Ag"
Metoda ICP OES pouzitd pro stanoveni Ag

v odstfedénych koloidnich roztocich nAg méla mez detek-
ce uréenou 7 ug 1! V zadném z testovanych vzorki nepie-
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krocila zjisténa koncentrace Ag hranici detekéniho limitu.
Jelikoz koncentrace nizsi nez 10 pg I'' nezpiisobuje zadné
pozorovatelné zmény ve vyvoji dania pruhovaného®’, byl
efekt rozpusténého stiibrného iontu v této praci zcela vy-
nechan.

Diskuse a zavér

Z vySe prezentovanych dat vyplyva, Ze zména frek-
vence vymény média a tim i regulace maximalni velikosti
aglomeratl stfibra, jimZ je testovany organismus vystaven
v pribéhu experimentu, vede k ovlivnéni vysledkt testl
ekotoxicity. V pfipadé obou testovanych koloidnich rozto-
ki nAg (10 a 100 uM Ag) byla zjisténa vyssi mortalita
a pomalejsi vyvoj embryi v pfipadé vyssi frekvence vyme-
ny média. Pfi zajisténi srovnatelné maximalni velikosti
aglomerati (napt. 300 nm pro 10 pM Ag a 400 nm pro
100 uM Ag) byla vyssi toxicita zjisténa pro koloid s vyssi
koncentraci Ag. Je tedy moZné predpokladat, Ze vliv rych-
losti a miry aglomerace nanocastic na vysledky testt eko-
toxicity by bylo mozné do urcité miry eliminovat fizenim
maximalni velikosti aglomeratll prostfednictvim rozdilné
rychlosti vymény kapalného média pro koloidni roztoky
s riznou koncentraci testovanych nanomaterialti. Timto
zpusobem by patrné bylo mozné ziskat spolehlivéji zavis-
lost toxicity daného nanomaterialu (piesnéji daného systé-
mu s normalizovanym obsahem volnych nanocastic a aglo-
meratl zvolenych vlastnosti) na jeho koncentraci v koloid-
nim roztoku, coz zjevné neni mozné v pripad¢ semistatic-
kého pokusu, kde vyména média probiha se stejnou frek-
venci pro vSechny studované koncentrace nanamaterialu
(viz vysledky semistatického pokusu pro koloidy s 10
a 100 uM Ag). Nami prezentované vysledky je vSak nutné
chépat pouze jako nezbytny prvni krok pfi ovétovani apli-
kovatelnosti navrhovaného postupu. Nutnost provadét
uritt ~ minimalni  mnozstvi  opakovani  kazdého
z experimentll pii omezené kapacité laboratofe ndm neu-

¥ 40 §
20 \ . .
g

Obr. 5. Celkova mortalita 7. den experimentu a procento vykuleni 3. den experimentu pro jednotliva experimentalni uspoiadani
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mozZnila pouzit kratsi frekvenci vymény média nez 42 min.
Diky tomu se nam nepodafilo zajistit shodnou velikost
aglomerath pro systémy sriznou koncentraci Ag. Tento
problém by bylo teoreticky mozné odstranit zpomalenim
rychlosti aglomerace. VétSina autorll k tomuto tcelu vyu-
zivé rizna Cinidla stabilizujici koloidni systémy nAg, jako
jsou napf. citraty™ &i polyvinylpyrrolidon®®. Pouziti t&chto
¢inidel vSak prakticky neumoziuje provedeni testu ekoto-
xicity za environmentalné relevantnich podminek (tedy
tak, aby vysledky testu vypovidaly o toxicité nanomateria-
14 v redlnych pfirodnich podminkéch) a casto je také tézké
odlisit, jaka cast zjisténé toxicity odpovida testovanému
nanomateridlu, jaka stabilizatnimu c¢inidlu a jaka jejich
synergickému pulsobeni na testovany organismus. Jinou
cestou, jak vyrazn¢ zpomalit aglomeraci nanocastic Ag, je
snizeni iontové sily kapalného média, v némz je test ekoto-
xicity provadén®. Vyuziti této cesty viak bude vyzadovat
optimalizaci slozeni kapalného média tak, aby nebyl nega-
tivné ovlivnén zivotni cyklus pokusného organismu. Snaha
navrhnout experimentalni postup tak, aby bylo v budoucnu
mozné testy ekotoxicity provadét za environmentaln¢ rele-
vantnich podminek, nas vedla téz k volbé pokusného orga-
nismu. Zvolen byl kapr obecny (Cyprinus carpio), coz je
pravdépodobné prvni domestikovand ryba v historii a nej-
vyznamngjsi druh vyuzivany v akvakultufe a vodohospo-
daistvi ve stiedni Evrop&®. Volba tohoto organismu viak
s sebou piinesla dal$i omezeni, které souvisi s nizkou do-
stupnosti jeho embryi v pribéhu roku. Z tohoto diivodu
nebylo mozné provést experimenty v §ir§im rozsahu kon-
centraci Ag.

Znalosti o ekotoxicité nanomaterialti jsou i pres ves-
kerou snahu v soucasné dobé dosti omezené. Testovani se
v minulosti soustfedilo na normované akvatické testy pro
chemikalie, které jsou mezinarodn¢ uznavané (ISO,
OECD...) a jejichz provedeni je relativné bézné dostupné.
Nanomateridly, zv14st€ pak ty kovové, vSak vyZaduji odlis-
ny pristup. Nejedna se totiz o chemickad individua, ale
v drtivé vétsin¢ pripadi jde ve vodném prostiedi o smés
nanomaterialu, jeho aglomeratd a pfipadné i jeho iontové
formy. A pravé ona zmifiovana velikost aglomeratd mize
byt povazovana za kliovy parametr ovliviiujici toxicitu.
Z provedenych experimentl vyplyva, ze velikost aglome-
ratd nAg hraje vyznamnou roli v jeho toxicité. Z téchto
vysledk jasné plyne, Ze soucasny pristup k testovani na-
nomateriald zpisobem klasickych akvatickych testd neni
korektni a hledat timto zplsobem vztah mezi davkou
a uc¢inkem postrada smysl. Nejedna se totiz o ekotoxikolo-
gické testovani nanomaterialu, nybrz o testovani aglomera-
tl neznamé velikosti.

Popsany akvaticky ekotoxikologicky test, zaloZeny na
fyzikalné-chemické charakterizaci chovani koloidniho
stiibra v testovaném médiu, by mohl v budoucnu naznacit
moznosti provadéni a porovnavani testll ekotoxicity mate-
riald obdobnych struktur jako pouzité koloidni stfibro.
Takové zadouci a dosud stale chybéjici informace o ekoto-
xicité nanomateriali by doplnovaly vysledky jiz aplikova-
nych normovanych (ISO, OECD) a relativné bézné¢ do-
stupnych akvatickych chemickych testt.

391

Laboratorni pfistroje a postupy

Tato prace vznikla za podpory grantového projektu
MPO TIP ¢. FR-TI3/288.

LITERATURA

1. Navarro E., Baun A., Behra R., Hartmann N. B., Fil-

ser J., Miao A. J., Quigg A., Santschi P. H., Sigg L.

Ecotoxicology 17, 372 (2008).

Kahru A., Dubourguier H. C., Blinova I., Ivask A.,

Kasemets K.: Sensors 8, 5153 (2008).

3. Franklin N. M., Rogers N. J., Apte S. C., Batley G. E.,

Gadd G. E., Casey P. S.: Environ. Sci. Technol. 41,

8484 (2007).

Griffitt R. J., Luo J., Gao J., Bonzongo J. C., Barber

D. S.: Environ. Toxicol. Chem. 27, 1972 (2008).

5. Blaise C., Gagne F., Ferard J. F., Eullaffroy P.: Envi-
ron. Toxicol. 23, 591 (2008).

6. Crane M., Handy R. D., Garrod J., Owen R.: Ecotoxi-
cology 17, 421 (2008).
7. Klaine S. J., Alvarez P. J. J., Batley G. E., Fernandes

T. F., Handy R. D., Lyon D. Y., Mahendra S.,
McLaughlin M. J., Lead J. R.: Environ. Toxicol.
Chem. 27, 1825 (2008).

8. Lara H. H., Ayala-Nunez N. V., Turrent L. D. 1., Padi-
lla C. R.: World J. Microbiol. Biotechnol. 26, 615
(2010).

9. Lee S. M., Song K. C., Lee B. S.: Korean J. Chem.
Eng. 27, 688 (2010).
10. Yoon K. Y., Byeon J. H., Park J. H., Hwang J.: Sci.

Total Environ. 373, 572 (2007).

11. Tian J., Wong K. K. Y., Ho C. M., Lok C. N, Yu W.
Y., Che C. M., Chiu J. F., Tam P. K. H.: ChemMed-
Chem 2, 129 (2007).

12. Navarro E., Piccapietra F., Wagner B., Marconi F.,
Kaegi R., Odzak N., Sigg L., Behra R.: Environ. Sci.
Technol. 42, 8959 (2008).

13. Gubbins E. J., Batty L. C., Lead J. R.: Environ. Pollut.
159, 1551 (2011).

14. Yin L. Y., Cheng Y. W., Espinasse B., Colman B. P.,
Auffan M., Wiesner M., Rose J., Liu J., Bernhardt E.
S.: Environ. Sci. Technol. 45, 2360 (2011).

15. Dror-Ehre A., Mamane H., Belenkova T., Markovich
G., Adin A.: J. Colloid Interface Sci. 339, 521 (2009).

16. Fabrega J., Renshaw J. C., Lead J. R.: Environ. Sci.
Technol. 43, 9004 (2009).

17. RohJ. Y., Sim S.J., YiJ.,, Park K., Chung K. H., Ryu
D. Y., Choi J.: Environ. Sci. Technol. 43, 3933
(2009).

18. Meyer J. N, Lord C. A., Yang X. Y. Y., Turner E. A.,
Badireddy A. R., Marinakos S. M., Chilkoti A.,
Wiesner M. R., Auffan M.: Aquat. Toxicol. 7100, 140
(2010).

19. Asharani P. V., Wu Y. L., Gong Z. Y., Valiyaveettil
S.: Nanotechnology 79 (2008).

20. Lu W. T., Senapati D., Wang S. G., Tovmachenko O.,
Singh A. K., Yu H. T., Ray P. C.: Chem. Phys. Lett.
487,92 (2010).

21. AshaRani P. V., Mun G. L. K., Hande M. P., Va-



Chem. Listy 107, 386—-392 (2013)

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

liyaveettil S.: ACS Nano 3, 279 (2009).

Oberdorster E.: Environ. Health Perspect. 17/2, 1058
(2004).

Romer 1., White T. A., Baalousha M., Chipman K.,
Viant M. R., Lead J. R.: J. Chromatogr., A 1218, 4226
(2011).

von Weimarn P. P.: Zeitschrift fiir Chemie und In-
dustrie der Kolloide 2, 246 (1908).

Stebounova L. V., Guio E., Grassian V. H.: J. Nano-
part. Res. 73,233 (2011).

Choi O., Hu Z. Q.: Environ. Sci. Technol. 42, 4583
(2008).

Morones J. R., Frey W.: Langmuir 23, 8180 (2007).
Tolaymat T. M., El Badawy A. M., Genaidy A.,
Scheckel K. G., Luxton T. P., Suidan M.: Sci. Total
Environ. 408, 999 (2010).

Singh S., Patel P., Jaiswal S., Prabhune A. A., Rama-
na C. V., Prasad B. L. V.: New J. Chem. 33, 646
(2009).

Fabrega J., Luoma S. N., Tyler C. R., Galloway T. S.,
Lead J. R.: Environ. Int. 37, 517 (2011).

Cumberland S. A., Lead J. R.: J. Chromatogr., A
1216, 9099 (2009).

Zhang Q. W., Kusaka Y., Zhu X. Q., Sato K., Mo Y.
Q., Kluz T., Donaldson K.: J. Occup. Health 45, 23
(2003).

OECD guideline for testing chemicals No. 203 — Fish
acute toxicity test.

Bilkova E., Sedlak M., Imramovsky A., Charova P.,
Knotek P., Benes L.: Int. J. Pharm. 474, 42 (2011).
Lee B. T., Ranville J. F.: J. Hazard. Mater. 213, 434
(2012).

Asharani P. V., Wu Y. L., Gong Z. Y., Valiyaveettil
S.: Nanotechnology 79, 255102 (2008).

Powers C. M., Slotkin T. A., Seidler F. J., Badireddy
A. R., Padilla S.: Neurotoxicol. Teratol. 33, 708
(2011).

392

Laboratorni pfistroje a postupy

38. Suresh A. K., Pelletier D. A., Wang W., Moon J. W.,
Gu B. H., Mortensen N. P., Allison D. P., Joy D. C.,
Phelps T. J., Doktycz M. J.: Environ. Sci. Technol. 44,
5210 (2010).

Yang X. Y., Gondikas A. P., Marinakos S. M., Auffan
M., Liu J., Hsu-Kim H., Meyer J. N.: Environ. Sci.
Technol. 46, 1119 (2012).

Vandeputte M.: Aquat. Living Resour. /6, 399 (2003).
Novotny L.: Disertacni prace. AV CR, Praha 1998.

39.

40.
41.

J. Opr3al’, P. Knotek”, M. Pouzar®, J. Palar¢ik®,
and L. Novotny® (“ Institute of Environmental and Chemi-
cal Engineering, Faculty of Chemical Technology, Univer-
sity of Pardubice, ® Joint Laboratory of Solid State Chem-
istry of the Institute of Macromolecular Chemistry of
Academy of Sciences of the Czech Republic and University
of Pardubice): Tmpact of the Silver Nanoparticles Ag-
glomeration on the Results of Ecotoxicity Tests on
Aquatic organisms

A new approach, which reduces the impact of rate
and extent of nanoparticle agglomeration on results of
aquatic toxicity tests, is proposed. A variable rate of peri-
odic exchange of colloidal solution was usedto con-
trol the maximum size of agglomerates in liquid medium
prepared according to OECD 203. The exchange frequen-
cy is derived from the time dependence of the medium
agglomerates size for two nanoparticle concentrations. The
proposed method was checked in the ecotoxicity test of
non-stabilized 40-nm Ag nanoparticles performed with
Cyprinus carpio embryos.



