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Abstrakt

Cilem této prace bylo modifikovat dostupné metody pro analyzu ristu
a zivotaschopnosti mikroorganismi pro ucely testovani vlivu nulmocného nanozeleza
sinice a fasy. Experimenty byly provaddény na béznych zastupcich sinic a fas
izolovanych z Lipenské piehrady (Chlamydomonas, Anabaena, Aphanizomenon). Na
téchto fotosyntetizujicich mikroorganismech byl studovan vliv nemodifikovanych
nanoc¢astic nulmocného zeleza, vliv nanocastic modifikovanych pomoci soli

polyakrylové kyseliny a vliv prototypu nulmocného zeleza nZVI.

Vliv nanozeleza byl analyzovan pomoci dvou setl zjistujicich cytotoxicitu
a mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) a pfistroje analyzujiciho Zivotaschopnost
bunécné kultury. Pfi jednotlivych experimentech byly optimalizovany metody inkubace
bunécnych kultur a provedeni testl. Bylo zjiSténo, Ze pfi inkubaci je nutné zajistit
kontinualni kontakt nanozeleza s mikroorganismy. Pfi zjistovani vlivu nulmocného
nanozeleza na sinice a fasy pomoci cytotoxického testu je zapotiebi dostatecna hustota
bun¢k ve vzorcich. Pomoci této metody neni mozné analyzovat vliv modifikovanych
typli nanoZeleza, protoze modifika¢ni latky zplsobuji zabarveni vzorkil a to mize vést

k chybné interpretaci vysledkll z méfeni absorbance.

Ptistroj vyhodnocujici Zivotaschopnost bunécné kultury pomoci velikosti
jednotlivych bunck, vyuzivd k méfeni elektricky proud, ktery prochazi bunécnou
membranou mrtvych buné€k, ale neprochazi membranou zivych bunék. Timto pfistrojem
lze zjistovat vliv modifikovaného i nemodifikovaného nulmocného nanozeleza na
eukaryotické organismy.Posledni metodou byly analyzovany ROS generované
v buiikach mikroorganismil a zptisobujici oxida¢ni stres. ROS byly detekovany pomoci
fluorescencni latky. Touto metodou je mozné analyzovat vliv modifikovaného
1 nemodifikovaného nanozeleza na sinice i fasy.

Kromé modifikace metod bylo pii provadéni experimentii mimo jiné zjisténo, ze
nemodifikované nanozelezo ma na tasu Chlamydomonas sp. 1 sinice Anabaena
planktonica a Aphanizomenon flos-aquae srovnatelny ucinek. Dale pak, Ze nejvice
toxické pro fasu Chlamydomonas sp. bylo modifikované nulmocné nanozelezo, které

v koncentraci pouze 250 mg/l zpisobilo umrti 70 % bunék v populaci.

Kli¢ova slova: nulmocné nanozelezo, sinice, fasy, ROS
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Abstract

The aim of this study was to improve available methods for the analysis of
growth and viability of microorganisms, for the purposes of testing the effect of
zerovalent nanoiron on cyanobacteria and algae. Experiments were conducted on
common representatives of cyanobacteria and algae isolated from Lake Lipno
(Chlamydomonas,  Anabaena,  Aphanizomenon). = On  these  photosynthetic
microorganisms we studied the influence of unmodified zerovalent iron nanoparticles,
the influence of nanoparticle modified with salts of polyacrylic acid, and the effect of
the prototype zerovalent iron pZ V1.

Influence of nanoiron was analyzed with two sets which determined the
cytotoxicity and quantity of reactive oxygen species (ROS), and the equipment for
analysis of cell cultures viability. The methods of cell cultures incubation and testing
itself were optimized with individual experiments. We found out that it is necessary to
provide continuous contact between microorganisms and nanoiron during the incubation
period. For the study of the impact of nanoiron on the cyanobacteria and algae by
cytotoxic tests, sufficient density of cells in the samples is required. With this method
we cannot analyze the effect of modified types of nanoiron because modifying agents
cause discoloration of samples which leads to misinterpretation of absorbancy results.

The instrument used for evaluation of cell cultures viability by different cell
sizes uses electric current for measurement. The electric current passes through the cell
membrane of dead cells, but not through the membrane of living cells. This device can
detect the effect of modified and unmodified zerovalent nanoiron on eukaryotic
organisms. The last method used was the analysis of ROS which is generated in cells
and organisms that cause oxidative stress. ROS were detected using fluorescent
substance. This method can analyze the effect of modified and unmodified nanoiron of
cyanobacteria and algae.

In addition to improving the methods of conducting experiments we also found
that the unmodified nanoiron has a similar effect on algae Chlamydomonas sp. the
cyanobacteria Anabaena planktonica and Aphanizomenon flos-aquae. Furthermore, the
most toxic to algae Chlamydomonas sp. was found to be the modified nanoiron, which

at a concentration of only 250 mg/1 caused 70 % of the cell population dead.

Key words: zerovalent nanoiron, cyanobacteria, algae, ROS
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Uvod

Sinice a zelené tasy tvofi fytoplankton, ktery je dilezitou slozkou potravnich siti
v rozmanitych vodnich ekosystémech. Sinice i fasy plni stejné dalezitou ulohu jako
rostliny na souSi. Zapojuji se do fotosyntetického procesu a jsou potravou pro
zooplankton a drobné bylozravé ryby. Avsak pfi jejich pfemnozeni dochazi ve stojatych
nebo pomalu tekoucich povrchovych vodach k tvorbé vodniho kvétu rozpoznatelnému
diky charakteristickému syté zelenému zbarveni vody. Dominantnimi organismy ve
vodnim kvétu jsou vétSinou sinice, které Casto obsahuji toxické latky cyanotoxiny. Pfi
odumirani vodniho kvétu navic dochdzi k vyraznému sniZeni koncentrace kysliku ve

vode.

NanoZelezo, které¢ se bézné pouziva jako silné redukéni Cinidlo pfi sanacnich
aplikacich, zvySuje v bunikdch mikroorganismti koncentrace reaktivnich forem kysliku
(ROS), zejména hydroxylového radikalu OHe. ZvySena koncentrace ROS zpusobuje
situaci zvanou oxidac¢ni stres. ROS se v organismech béZzné vyskytuji jako nechténé
vedlejsi produkty fotosyntézy a metabolickych procesti. Buiiky jsou proto do jisté miry
schopné se proti témto volnym radikalim bréanit pomoci antioxidantli a enzymd, které
degraduji nebezpecné cCastice ROS a udrzuji tak vnitini homeostazu. Pti pfiiliSném
zvyseni koncentrace ROS a tedy oxidacniho stresu dochazi v bunce k peroxidaci lipidi,

oxidaci proteint a nukleovych kyselin a nasledné az k zaniku bunky.

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem metod pro detekci vlivu nulmocného
nanoZeleza na sladkovodni sinice a fasy. Cilem diplomové prace byla modifikace
a optimalizace postupt metod pro uréeni miry vlivu nanoZzeleza na rast sinic a fas pfi

ruznych koncentracich a modifikacich pfidavaného zeleza.

Pii experimentech bude pouzita suspenze nemodifikovaného nulmocného
nanozeleza, suspenze nulmocného nanozeleza modifikovaného soli polyakrylové
kyseliny a suspenze prototypu nulmocného zeleza puZVI. Vliv nanozeleza bude
zkouman na dvou béZznych zastupcich sinic (oddéleni Cyanobacteria) a jedné zelené

fase (oddéleni Chlorophyta).
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1 Mikroskopické sinice a rasy

1.1  Sinice (Cyanobacteria)

Sinice jsou evoluc¢né velice staré mikroorganismy, které se podilely na utvoieni
kyslikové atmosféry [1]. Za dobu své existence osidlily rizné ekosystémy. Muzeme je
nalézt v moftich, ledovcich, horkych viidlech, jeskynich a dokonce i ve vzduchu. Dokazi

Zit na nehostinnych mistech v Antarktid¢ i na Sahare.

Jako pfirozena soucast vodnich ekosystémil se vyskytuji prakticky se vsech
typech povrchovych vod. Jsou pfitomny v silné znecisténych i v Cistych vodach, které
témé&f nejsou ovlivnéné lidskou Cinnosti. Vyskytuji se jako narosty na kamenech nebo

jako soucast fytoplanktonu v rybnicich a vodnich nadrzich.

Sinice jsou drobné autotrofni prokaryotické organismy. Jako prokaryota nemaji
jadro ani mitochondrie. Genetickd informace je uloZena v jediné kruhové molekule

DNA. Jsou bud’ jednobunécné, vlaknité nebo kolonialni.

Jednou z dulezitych soucésti buiiky sinic jsou ploché vacky, thylakoidy, na
kterych jsou umistény fotosyntetické pigmenty. V membrané thylakoidu jsou obsazeny
chlorofyl-a, a-karoten, B-karoten a xanthofyly. Na povrchu thylakoidu se nachézeji
fykobilizémy, které obsahuji specificka barviva zvana fykobiliny. Dva fylobiliny jsou
modré pigmenty (c-fykocyanin, allofykocyanin) a jeden je Cerveny (c-fykoerythrin).

Tyto pigmenty umoziluji fotosyntézu pii nizké hladiné svétla hluboko pod hladinou.

Kromé¢ vegetativnich bun¢k mivaji nékteré vlaknité formy sinic heterocyty.
V téchto specializovanych bunkach dochdzi k fixaci vzduSného dusiku a sinice tak
nejsou zavislé pouze na dostupnych formach dusiku rozpusténého ve vodé¢. DalSimi
specializovanymi bunkami jsou akinety (artrospory), které slouzi k pretrvani

nepiiznivych obdobi.

Dalsi dulezitou strukturou jsou aerotopy. Jednd se o valcovité mnohosténné
struktury, kterych je v buiice pfitomno velké mnoZstvi. Jejich sténa je propustnd pro
vSechny plyny rozpusténé ve vodé. Smés plyni uvniti aerotopli sinice nadlehcuje
a umoziuje jim snadno splyvat ve vodnim sloupci a ménit svoji polohu. Sinice mohou

diky témto plynovym méchyikiim vystoupat k hladiné, kde je dostatek svétla
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pro fotosyntézu. V okamziku, kdy je sinic u hladiny velké mnozstvi, vycerpaji ziviny
a dochéazi k vypusténi plynti z aerotopti nebo k jejich prasknuti vlivem intenzivni
fotosyntézy. Sinice klesnou do hlubSich vrstev, kde je méné svétla. V tomto prostiedi,
které je bohaté na Ziviny, sinice spotiebovéavaji zasoby vytvofené u hladiny. Cerpaji
ziviny do bunék a obnovuji aerotopy a jejich funkci. Po ¢ase vystoupaji k hladin€ a cely

cyklus se opakuje.

Bunéénéd sténa sinic je pevna a Ctyf-vrstevnd. Je tvofena peptidoglykanem
a kyselinou diaminopimelovou. Pod povrchem stény je plazmatickd membrana, kde
probiha aktivni transport iontd a dalSich latek. Bunécna sténa je Casto obalena slizem,
ktery u vlaknitych sinic vytvaii slizovou pochvu. RozmnoZuji se vyhradné nepohlavné.

Déleni bun€k probiha zaskrcovanim plazmatické membrany.

Neékteré druhy sinic vytvéfeji cyanotoxiny, coz jsou latky sekundarniho

metabolismu a nejsou organismem vyuzivany pro primarni metabolismus [2].

1.1.1 Anabaena planktonica

Patii do tfidy Cyanophyceae, fadu Nostocales a ¢eledi Nostocaceae [3]. Bunky
sinice jsou zhruba kulovité, ptiblizn¢ 5-10 pm velké (obr. 1.1-1). Tvoii rovna, n¢kolik
milimetrd dlouhd a 10 um Sirokd vlakna, ktera jsou pokryta slizem. Jednd se o Siroce
rozsifenou sinici na uzemi Ceské republiky. Vyskytuje se zejména ve slabé hnojenych

rybnicich a ptehradach.

Obr. 1.1-1: Anabaena planktonica; [4], [5]

1.1.2 Aphanizomenon flos-aquae

Je fazeny do tfidy Cyanophyceae, fddu Nostocales a Celedi Nostocaceae a je

tedy velmi blizce pfibuzny sinicim rodu Anabaena [3]. Bunky maji cylindricky tvar,
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jsou 3-5 um $iroké a 7-15 pm dlouhé. Tvoii subsymetrickd, rovna vldkna, kterd Casto
vytvari nepiehledné shluky. Vodni kvét tvofeny timto druhem je snadno rozpoznatelny,
protoze se jeho vlakna sdruzuji do svazecku, které se podobaji drobnému jehlici, jez
plave na hladiné. Tato sinice se v poslednich letech vyskytuje v mensi mife,

pravdépodobné kvuli ptili§ vysoké eutrofizaci stojatych vod.

Obr. 1.1-2: Aphanizomenon flos-aquae; [4], [5]

1.2 Zelené rasy (Chlorophyta)

Mezi zelené tasy patii velké mnozstvi druhd. Toto oddé€leni obsahuje Ctyii
hlavni tfidy: Prasinophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae a Chlorophyceae [1].
Organismy ziji ve sladkych 1 slanych vodach, v pudé a nékteré¢ druhy tvofi
fotosyntetizujici ¢ast lisejnikti a korald.

Organismy, patfici do tohoto oddéleni, jsou eukaryota, tzn. bunky obsahuji
pravé bunécéné jadro chranéné membranou. Spole¢nym znakem celého oddéleni je
pritomnost chlorofylu-a, chlorofylu-b, a-karotenu a B-karotenu. Chloroplasty maji dvé
membrany a obsahuji 2—6 thylakoidii v jedné lamele. Hlavni zasobni latkou je Skrob ¢i
mono- a disacharidy. Bunécna sténa je zpravidla celul6zni. Rozmnozuji se nepohlavné

1 pohlavné. Mohou vytvaret kolonie, stélky nebo se vyskytuji jednotlivé.

1.2.1 Chlamydomonas sp.

Patti do odd¢leni Chlorophyta, tfidy Chlorophyceae, fadu Volvocales, celedi
Chlamydomonadaceae [1]. V tfidé Chlorophyceae se nachazi ptrevazné sladkovodni
organismy. Jsou vSak pfitomny i organismy moiské a suchozemské. Ttida obsahuje
jednobunécné bicikovce, nevlaknité kolonie, nepohyblivé vegetativni buiky,

symbiotické fasy v liSejnicich, rozvétvené i nerozvétvené vlakna.
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Jednou ze dvou &eledi fadu Volvocales je Chlamydomonadaceae. Celed
obsahuje jednobunééné jednojaderné organismy. Jejich hlavnim znakem je specificka
bilkovinna bunécnd sténa zvana chlamys. Neobsahuje polysacharidovou mikrofibrilarni
slozku, ale je cela z glykoproteinu. Organismy maji dva biciky, které jsou umistény
symetricky na prednim konci bunky. Ziji bud’ samostatné nebo ve specifickych typech
kolonie, obvykle ve sladkovodnich biotopech [2].

Chlamydomonas je samostatné Zijici bi¢ikovec a je oblibenym organismem pro

laboratorni pokusy a modely. Jeho velikost se pohybuje mezi 4 az 11 um.

Obr. 1.2-1: Chlamydomonas sp.; [4], [5]

1.3 Vodni kvét

Vodni kvét je oznaceni pro stav, kdy dojde ve stojatych nebo pomalu tekoucich
povrchovych vodach k charakteristickému syté zelenému az zelenomodrému zbarveni
vody (obr. 1.3-1). Toto je zplisobeno pfemnozenim mikroorganismtil, zejména sinic.
Nekteré sinice mohou diky aerotopim splyvat ve vodnim sloupci, vystoupat k hladiné
a hromadit se zde v podob¢ zelené kase nebo drobnych, aZ n¢kolik milimetri velkych
castecek, které se podobaji drobnému jehli¢i nebo pfipominaji zelenou krupici.

Koncentrace bunék se ve vodnim kvétu pohybuje od 10° bunék/ml [6].

Vodni kvét je v Ceském povodi zaznamenavdn minimalné jiz od 50. let
minulého stoleti [7]. Existuji vSak i doklady o masovém rozvoji planktonnich sinic,
které pochazi i z dob starSich. Vodni kvét je tedy problémem dlouhodobym, ktery neni
omezen pouze na poslednich nékolik desetileti. V 80. a 90. letech vSak doslo k nartstu
mnozstvi eutrofizovanych nadrzi a tim 1 vétSimu vyskytu vodniho kvétu. Dale byly
zaznamenany vyznamné zmény v druhovém sloZeni a mnoZzstvi biomasy sinicovych
kvéti. Na rozdil od minulosti, kdy ptevazovaly druhy rodu Aphanizomenon

a Anabaena, za¢inaji dominovat druhy rodu Microcystis [7].
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Obr. 1.3-1: Vodni kveét na prehradni nadrzi Rimov; Foto: Petr Znachor

Nejcastéji se vodni kvét vyskytuje koncem léta, v srpnu a poloviné zafi
v eutrofizovanych nadrzich. Pfemnozeni sinic je pfirozenou reakci na zvySené
zneCisténi povrchové vody minerdlnimi latkami, které jsou pro mikroorganismy
dtlezitymi zivinami. Patii mezi n¢ zejména fosforeCnany, které z nejvétsi ¢asti pochazi
z pracich a mycich prostiedkil a do povrchovych vod se dostavaji z kanalizace obci, kde
neni zavedeno tercidlni ¢isténi odpadnich vod a ze splachii poli. Dalsi diilezitou zivinou
jsou dusi¢nany pouzivané v zemédélstvi pfi organickém a mineralnim hnojeni, které se
do povrchovych vod dostavaji smyvanim z poli a v nepatrné miie t¢Z ze vzduchu
a srazek. V poslednich desetiletich dochéazi na nékterych lokalitach k masivnimu rozvoji
jiz v priibéhu Cervna. Intenzivnéjsi rozvoj sinic nastavd v uzké zavislosti na mnozstvi
srazek a teplotach vody v nadrzich. Pro sinice je optimalni suché a teplé pocasi, kdy se
teplota vody pohybuje mezi 25 az 35 °C. Vodni kvét, ve kterém dominuji sinice, se

vytvaii pii hodnotach pH 6,5-9 [8].

Sinice vytvareji toxické latky, cyanotoxiny, které mohou lidem zplsobovat
sttevni a Zaludecni potize. Ndhodné pozieni kontaminované vody zpravidla nevede
k akutni otravé, avSak mohou se projevit reakce v podobé prijmu, zvysené teploty nebo
bolesti hlavy. Dale mohou zplsobovat alergické a respiracni potize, vyrazky, ekzémy,
zarudnuti o¢i ¢i rymu a puasobi toxicky na nervové bunky. Cyanotoxiny se do téla
mohou dostat perordlné, nechténym vypitim vody obsahujici sinice nebo také ptes

rozmocenou pokozku.

-18-



Dlouhodobd expozice, zapfiinéna kontaminaci pitné vody, muize vést
k jaternim onemocnénim ¢i smrti. V Ceské republice nejsou zndmy piipady otravy
cyanotoxiny, které by vedly k umrti osob, ale obCas dochazi k tthynu domacich ¢i

divokych zvitat.

Nicméné ve svété jsou znamy piipady, kdy na nasledky otravy cyanotoxiny
doslo k umrti lidi. V roce 1988, ptfi napousténi piehrady Itaparica v Brazilii, bylo
zaznamenano vice nez 2 000 ptipadl gastroenteritidy (zanétu sliznice Zaludku a stiev).
88 z nich skoncilo umrtim pacientll. Nasledné se zjistilo, ze vinikem byla vysoka
koncentrace sinic rodu Anabaena a Microcystis v piitocich. Otravy byly zaznamenany
pouze v oblastech, kde jako jediny zdroj pitné vody pro tamni obyvatele slouzila voda
z piehrady. V australském Palm Island v roce 1979 doSlo po zasahu proti vodnimu
kvétu ve vodarenské nadrzi k onemocnéni 140 osob tézkymi poruchami jater. Pfi
odstrafiovani sinic pomoci modré skalice doslo k vyplaveni cyanotoxint, které se
dostaly do pitné vody. Tato otrava nebyla pro zadného z pacienti smrtelna a po vhodné
lécbé doSlo k zotaveni vSech osob. V roce 1996 doSlo na dialyza¢ni jednotce
v brazilském Caruaru k akutni otravé cyanotoxiny. Pacientim byl intraven6zné podan
dialyzat, ktery pochédzel z nedostate¢né¢ upravené¢ vody obsahujici sinice. Pfiznaky

poskozeni jater se projevily u vSech 126 pacientil a doSlo k imrti 60 osob [9], [10].

Vodni kvét zplisobuje ztraty provozovatelim koupalist’ a rekreacnich zatizenti,
kterd jsou hygienickymi stanicemi prohlaSena za nevhodnd a uzaviena. Toxické
a netoxické kmeny téhoz druhu od sebe nelze rozpoznat béznymi metodami, a proto

jsou preventivné vSechny povazovany za jedovaté.

Mikroorganismy obsazené ve vodnim kvétu odebiraji rybam kyslik, zejména se
tak déje pti rozkladnych procesech odumirani kvétu a mize dojit k masovym uhynim
ryb. Ve vodarenskych nadrzich, ve kterych jsou sinice naprosto nezadouci, mimo jiné

ucpavaji filtry a ztézuji Gipravu vody.

1.3.1 Zpusoby odstranovani vodniho kvétu

Pti odstraiiovani vodniho kvétu je nutné mit na paméti, Ze ne vSechny
mikroorganismy jsou nezadouci, a ze plankton, ve kterém dominuji fasy, je dalezitou

soucasti potravnich siti. Pfi neselektivnim zdsahu mize dojit ke zméné sloZeni
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fytoplanktonu a k posileni dominantniho postaveni sinic. Metody odstraiiovani vodniho

kvétu by nemély zatéZovat ekosystém a mély by byt trvalého charakteru.

vvvvvv

1 snizeni ptisunu zivin. Tohoto snizeni 1ze dosahnout pfedevsim vystavbou modernich
Cistiren odpadnich vod a napojeni domacnosti na kanaliza¢ni sit. Fosfor a dusik
obsazeny v odpadnich vodach je nutné odstranit tzv. tercidlnim stupném cisténi, ktery
vsak u starSich Cistiren ¢asto chybi [8]. DalSim dilezitym omezenim piisunu zivin do

vody je tvorba ochrannych nehnojenych pasem mezi poli a biehy vodnich nadrzi.

Bohuzel i pii okamzitém zastaveni pfisunu Zivin vzdy trva nékolik let, nez se
dostavi kyzeny efekt. Fosfor, akumulovany v usazeninach na dné vodnich ploch béhem
piredchozi doby, se mize po mnoho let uvolnovat, napiiklad za ptispéni kaprovitych

ryb.

Jednou z moZznosti okamzitého snizeni fosforu je aplikace latek, na které se
fosfor pevné vdze a stava se tak pro fytoplankton nedostupny. Takovymi latkami jsou
napiiklad soli Zeleza nebo hliniku. Chemické ptipravky na bazi sloucenin hliniku byly
aplikovany naptiklad na Méchove¢ jezere, které je ¢asto postizeno velmi silnym vodnim

kvétem [10].

Dalsim zplGsobem boje proti vodnimu kvétu je podpora rozvoje vodnich
makrofyt. Je-1i pobfezni pasmo vodni plochy zarostlé makrofyty, dochdzi k od¢erpavani

zivin do rostlinné biomasy, kterd se miize sezénné odklizet [7].

Jinym zptsobem je moznost aerace sedimentii nebo promichdvani celého
vodniho sloupce a odstranéni ¢asti nebo celého sedimentu, tento zplisob je ale znaéné

nakladny.

Nejznaméjsim ptipravkem pro odstratiovani vodniho kvétu je modra skalice
(siran méd’naty). Intenzivni aplikace modré skalice se vSak nedoporucuje kvili toxicité
medi. Navic pfi masivnim odumirdni vodniho kvétu dochazi k uvoliiovani toxickych
latek do vody. Rist sinic je také mozné potlacit pfidanim slamy z je¢mene do vodni
nadrze. Uginnou latkou, kterd se do vody vyluhuje, jsou pravdépodobné fenolické

slouceniny [10].

Dal$i moznosti zamezeni vzniku vodniho kvétu je vysazovani dravych ryb ve

vodnich nédrzich, coz vede ke sniZzeni poctu ryb zivicich se planktonem a k podpoieni
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zooplanktonu. Zooplankton se v malé mife zivi pravé sinicemi, avSak dava prednost
spiSe netoxickym a zfejmé& 1 nutricné hodnotnéjSim fasdm. Vysazovani bylozravych ryb
ma za nasledek ubytek vyssi vodni vegetace a naslednou podporu fytoplanktonu a tedy
i sinic. Herbivorni ryby se také mohou Zivit pfimo vodnim kvétem, avSak stejné jako
zooplankton davaji pfednost fasam a makrofytim a vodnim kvétem se zivi pouze
v dobé, kdy nemaji piisun jiné potravy. Kromé toho, nékteré sinice mohou prochazet
travicim traktem bez poskozeni a navic mohou nacerpat ziviny, coz je podpoii v jejich

dal$im rozvoji [10].

Zajimavou moznosti boje proti sinicim jsou cyanofagy. Cyanofagy jsou viry,
které napadaji pouze sinice [11]. Infekce se projevuje ptitomnosti modrych skvrn
v zeleném vodnim kvétu na hladin€. Modré zbarveni je zpisobené fykocyaninem, ktery
se uvolnuje z rozpadlych tylakoidl do buniky, kde ptekryje zelené barvivo [9]. Tyto viry
mohou byt za urcitych okolnosti klicovym faktorem ovliviiujicim mnozstvi sinic ve

vodé. Vyuziti virti zatim brani vysoka specializace vir na urcité druhy sinic.

Na sinice ma destruktivni u€inek také ultrazvuk, ktery poskozuje heterocyty.
Sinice v téchto buikéch fixuji vzdusny dusik a slouzi jim k regulaci jejich polohy ve
vodnim sloupci. Ultrazvukova vlna zplsobuje, Ze plyn zane v bufice rezonovat
a heterocyty nakonec vyhfeznou. Vldkna sinic poté klesnou na dno, kde je nedostatek
slune¢niho svitu a sinice nemohou fotosyntetizovat, coz nakonec vede k jejich zaniku.
Utinna frekvence je blizkd 1 MHz a je zavisld na velikosti heterocytil. Tato frekvence
by neméla poskozovat ostatni organismy a navic likviduje pravé jenom heterocyty,
protoze v ostatnich bunkach sinic je obsazena cytoplazma a takové bunky
ultrazvukovym pulsim odolavaji. Tim, Ze nedochazi k destrukci vSech bunék, nehrozi

uvolnovani cyanotoxinit do vody. Ultrazvukové vina je vSak ve vod¢ znacné tlumena.

Maximalni dosah viny s frekvenci 1 MHz je od zdroje pouhych 20 m [12].
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2 Nanozelezo

Zelezo existuje piirozené v Zivotnim prostiedi bud’ v rozpustné fazi jako Zelezité
nebo Zeleznaté soli, nebo v nerozpustné fazi jako oxidy zeleza (hematit, magnetit) nebo
oxohydroxidy (goethit). NanoZelezo je uméle vytvofeny material, ktery svymi rozméry
ziskava specifické fyzikalni a chemické vlastnosti. Velikost nanoc¢éstic Zeleza je mensi
nez 100 nm, a castice maji velky specificky povrch. Jsou tedy velice reaktivni. Diky
svym malym rozmérim je nanozelezo mobilni. Zlstava proto po dlouhou dobu ve

vznosu a je schopné migrovat v tenkych kapilarach horninového prostredi.

Diky témto vlastnostem je nanozelezo, jako silné redukéni ¢inidlo, pouZivano
pfi sanaénich procesech [17]. Uginné odbourava polychlorované bifenyly, chlorované
etheny, orgranochlorové pesticidy a jiné organické halogenované slouceniny. Déle pak
imobilizuje té¢zké kovy jako je napiiklad chrom, arzen ¢i uran. Pfi sana¢nich aplikacich
in-situ se nanozelezo injektuje do vrtd ve formé¢ vodné suspenze. Poté je unaSeno
podzemni vodou do jinak nepfistupnych mist vzdalenych od zasakovacich wvrti.
Predpoklada se, ze se po urcité dobé nanozelezo a produkty jeho oxidace vysrazi na

horninovém podkladu.

Aplikace nanozeleza na eliminovani vodniho kvétu in-situ dosud nebyla
vyzkouSena. Existuji vSak studie zabyvajici se snizenim eutrofizace vod pomoci oxida

nanozeleza [18].

2.1 Syntéza nulmocného Zeleza

Zpisob vyroby castic nulmocného nanoZeleza ma vyrazny vliv na jejich
velikost, tvar a sloZeni. Vyroba je mozna dvéma zékladnimi metodami, a to fyzikalnimi
nebo chemickymi. Mezi fyzikalni metody, které jsou zaloZzené na mechanickém mleti
hrudkovitych materiald, patii naptiklad vysokoenergetické mleti kulovym mlynem [17].
K vysokoenergetickému frézovani se pouzivaji konven¢ni mechanické brusné techniky,
které rozbijeji kovova zrna na mikrocastice nebo nanocastice (od 10 nm vyse).
Fyzikéalnimi metodami neni mozné vytvaret ¢astice o urcité velikosti a proto nejsou tyto
metody tolik vyuZzivané.

Druhou metodou jsou chemické metody, zaloZzené na redukci oxida Zeleza.
Princip téchto metod postupny vznik jednotlivych kovovych jader a jejich postupny
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rust. Mezi chemické metody patii naptiklad redukce v kapalné fazi, pfi které jsou
redukovany hydridy a soli Zeleza. Pfi této metodé je jako reduk¢ni €inidlo pouzivan
borohydrid (tetrahydroboritan), ktery je pii chemické reakci (1) pfidan ve znacném
stechiometrickém nadbytku a zplsobuje rychly a homogenni rist Zeleznych krystali

[19].
4Fe’" +3BH, +9H,0 — 4Fe’+3H,BO; + 12H ™ +6H, (1)
Touto metodou lze vyrobit nanoc¢éstice o velikosti 50—-100 nm se specifickym
povrchem okolo 35 m%*g [19]. Nanod&astice piipravené touto metodou jsou vysoce

reaktivni. Pfiddnim stabiliza¢niho ¢inidla pfimo do redukovaného roztoku Ize snadno

vytvofit disperzi modifikovanych nanocastic [17].
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Obr. 2.1-1: Schematicky obrazek vzniku Zelezitych nanocastic chemickou metodou, [20]

Dalsi chemickou metodou je redukce v plynné fazi, kdy jsou redukovéany castice
goethitu ¢i hematitu [17]. Reakce probihd ve vodikové nebo inertni atmosfére pti
teplotach 350-600 °C. Po ochlazeni a pfevedeni Castic do vodné suspenze je na povrchu
Castic vytvorena oxidicka slupka. Céstice vyrobené touto metodou maji primérnou
velikost 50-300 nm a specificky povrch 7-55 m?/g. Jadro tohoto typu nanoZeleza je
tvofeno nulmocnym zelezem, zatimco obal je tvotfeny nekompaktni vrstvou slozenou
z drobnych Gastic magnetitu. Céstice nanoZeleza tohoto typu jsou pomérné rychle
oxidovany, nebot nulmocné jadro neni pted oxidaci chranéno po celé své ploSe (viz obr
2.1-2). Castice mohou byt dodateéné povrchové modifikovany biodegradabilnim

surfaktantem.
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Obr. 2.1-2: Nanocastice nulmocného zZeleza vyrobené redukci v plynné fazi;
(a) schematicky obrazek nanocdastice zeleza s nulmocnym jadrem obalenym
nekompaktni vrstvou oxidii, (b) fotografie castice nanoZeleza porizena transmisnim

elektronovym mikroskopem, [21]

Modifikaci této metody, kterou vyuziva firma Nano Iron s.r.o., je redukce oxidu
zelezitého nebo prirodniho ferrihydritu ve vodikové ¢i inertni atmosféfe. Po ochlazeni
jsou castice prevedeny do vodné suspenze nebo jsou uchovavany pod dusikovou
atmosférou. Takto jsou chranény pied oxidaci a je kdykoli moZzné vytvofeni vodné
suspenze pomoci dispergacnich jednotek. Zménou reakénich podminek v redukéni peci
lze ovliviiovat parametry syntetizovaného nanozeleza jako je napiiklad velikost
nanocastic, tloustka oxidické vrstvy nebo jeji sloZeni. Mezi reakéni parametry patii

zejména teplota, tlak, doba zdrZeni a obsah vodiku nebo inertniho plynu.

Mobilitu a reaktivitu nulmocného nanozeleza lze ovlivnit pomoci elektrostatické
a sférické stabilizace [17]. Pti elektrostatické stabilizaci dochdzi k vytvoteni elektrické
dvojvrstvy, kterd zvySuje povrchovy ndboj nanocastic. Tuto dvojvrstvu lze vytvofit
rozpusténim iontovych sloucenin ve vodné suspenzi, které se adsorbuji na povrchu
castic a vytvoii okolo nich elektrickou dvojvrstvu. Pokud je elektricky potencial
dostate¢né velky, zabranuje agregaci castic. Pti sférické stabilizaci jsou vyuzivany
makromolekuly, které kolem nanocéstice vytvoii ochranou vrstvu zabranujici agregaci.
Jako stabiliza¢ni ¢inidlo je pouzivana kyselina polymaleinova ¢i polyakrylova a jejich

soli. Dale pak karboxymethylcelul6za a vyssi karboxylové kyseliny.
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2.2 Reakce nanozeleza

Obecné plati, Ze nanoc¢astice nulmocného Zeleza jsou velmi reaktivni a vlastnosti
jeho povrchu se rychle méni v casovém prubéhu a s okolnimi podminkami. Nanozelezo
koroduje v ptitomnosti kysliku a vody reakce (2) a (3). Pfi anaerobni korozi je navic
produkovan plynny vodik reakce (3) [20].

2Fe’+0,+2H,0—2Fe*" +4OH™ (2)
Fe’+2H,0—Fe’  +H,+20H" (3)

Nasledujici rovnice popisuji vyvoj povrchovych oxidii a hydroxidi nanocastic

zeleza a jsou biologicky vyznamné [22].
Fe’" mohou byt oxidovany na Fe’*:
4Fe’ " +4H" +0,-4Fe’ +2H,0 (4)
Fe* reaguji s OH™ nebo s H,O:

Fe’" +30H — Fe(OH), (5)
Fe’* +2H,0—FeOOH+3H" (6)

Fe(OH); miize také zreagovat na oxohydroxid FeOOH:
Fe(OH);+3H" —FeOOH +H, 0 (7)

Pfi nizkych hodnotach pH jsou oxidy Zeleza na povrchu nulmocného Zeleza
pozitivné nabity a pfitahuji tak aniontové ligandy, obsahujici centralni atomy jako sulfat
a fosfat. V piipad¢ zvySeni pH roztoku nad izoelektricky bod, se povrchové oxidy

stavaji negativné nabitymi a mohou vytvaret povrchové komplexy s kationty reakce (7).

2.3 Technicka data nanoZeleza Nanofer a prototypu pZVI

Pii experimentech bylo pouzivano jako vychozi nanozelezo Nanofer 25N,
vyrabéné firmou Nano Iron, ze kter¢ho byla dispergovana suspenze nemodifikovaného
nanoZzeleza identickd s komer¢né distribuovanou suspenzi Nanofer 25S a suspenze
nanozeleza modifikovaného axilatem (soli polyakrylové kyseliny) srovnatelna
s komercni suspenzi Nanofer 25S. Nanofer 25N je nanoprasek obsahujici nanocastice
nulmocného Zeleza bez povrchové modifikace. Produkt se vyznacuje extrémné vysokou

reaktivitou, a proto je uchovavany v inertni dusikové atmosféfe. Je pouzitelny
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pro jakoukoliv sekundarni stabilizaci v zdvislosti na aplikaci nanocastic. Je dodavéan
v kovovych lahvich ¢i sudech obsahujicich 1 kg respektive 10 kg produktu. Nanoprasek
nulmocného Zeleza uchovavany pod inertni atmosférou nedegraduje na rozdil od
vodnych suspenzi. Proto je mozné jej skladovat po neomezené dlouhou dobu. Piiprava
suspenze z nanoprasku pomoci dispergacnich jednotek a naslednd aplikace Cerstvé

suspenze zajistuje nejnizSi moznou miru agregace, sedimentace a degradace

nulmocného nanozeleza [23].

Obr. 2.3-1: Nanocastice nulmocného zeleza Nanofer 25N; [23]

Jadro nanozeleza Nanofer 25 je tvofeno nulmocnym zelezem, které je
stabilizovdno vyhradné anorganickym modifikdtorem chranicim jadro pfed rychlou
oxidaci. Hmotnostni obsah pevného podilu je 20 % a hmotnostni obsah nulmocného
zeleza v pevném podilu je pfiblizné 85 %. Dalsi latky v pevném podilu jsou Fe;O., FeO
a C. Hmotnostni obsah nulmocného nanoZeleza v disperzi je 17 %. Nanocastice jsou
sféricke, jejich velikost je do 50 nm a maji ¢ernou barvu. Specificky povrch ¢astic je od
25 m?/g. Hustota Fe” je 7 870 kg/m’, hustota Fe;O;4 je 5 700 kg/m’ a hustota disperze je

1 210 kg/m*. Tento produkt se vyznauje extrémné vysokou reaktivitou, ale vyssi mirou

aglomerace a rychlej$i sedimentaci.
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Obr. 2.3-2: Nanocastice nulmocného Zeleza Nanofer 25; [23]

Technicka data nanozeleza Nanofer 25S jsou shodna s daty Nanofer 25. Navic je
v kapalné casti suspenze pritomny organicky stabilizator, ktery chrani Castice
nulmocného nanoZeleza pred oxidaci. Stabilizator zpomaluje starnuti nanozeleza,

zpusobuje mensi miru agregace a mirn¢ snizuje reaktivitu ¢astic nanozeleza.

Obr. 2.3-3: Nanocastice nulmocného zeleza Nanofer 25S; [23]

Oba typy nanozeleza jsou expedovany v ocelovych sudech, vylozenych
polyethylenovym vakem s objemem 25 nebo 50 kg. Mald baleni do 1kg jsou
expedovana v plastovych doézach. Na pifepravu nejsou kladeny zvlastni naroky.
Nanocastice nulmocného Zeleza jsou velmi reaktivni a postupné se oxiduji na Fe;O,, za
soucasného poklesu obsahu nulmocného nanozeleza. Pevny podil mize po delsi
prodlevé po naplnéni do oballl sedimentovat, a proto je nutné pred aplikaci disperzi

v pivodnim obalu homogenizovat. Je tfeba omezit styk disperze se vzduchem,
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nevystavovat ji zvySenym teplotam, zpracovat ji v co nejkratSim Case a vyvarovat se

dlouhodobému skladovani [23].

Dal$im typem nulmocného zeleza, které bylo pouzito pfi experimentech, je
prototyp uZVI. Toto zelezo je vyrabéno redukci v plynné fazi v malé laboratorni
redukéni peci. Mnozstvi vyrabéného nulmocného Zeleza se pohybuje v desitkach gramt.
Metoda vyroby byla vyvinuta Centrem pro vyzkum nanomateriall na Univerzité
Palackého v Olomouci. Toto Zelezo je ve form& malych kulicek, které maji nulmocné
jadro obalené velmi tenkou vrstvou zelezitych a zeleznatych oxidi. Podil nulmocného
zeleza je vétsi nez na 90 %. Oproti piedchozim typtiim neni nutné jej uchovavat pod
inertni ochrannou atmosférou, nebot’ vrstva oxidl chrdni nulmocné jadro pied jeho
oxidaci. Jedna se o prototyp, ktery zatim neni komeréné vyrabén. V soucasné dobé se
zkoumaji jeho vlastnosti a odliSnosti od komeréné vyrabénych suspenzi nanozeleza
a jeho mozné vyuziti.

Pted aplikaci tohoto typu nulmocného Zeleza je nutné vytvoteni vodné suspenze.
Tu je moZné vytvofit v disperga¢nich jednotkach nebo pomoci ultrazvukové lazné. Toto
zelezo bylo dodano ve sklenénych zkumavkach, které byly izolovany parafilmem pro

eliminovani kontaktu se vzdusnym kyslikem.

Obr. 2.3-4: Castice nulmocného Zeleza nZVI; [4]
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3 Vliv nulmocného nanoZeleza na sinice a rasy

Nulmocné nanozelezo vyrazné ovliviiuje pH a oxida¢né-redukéni potencial
prostiedi. Oxidacné-redukéni potencidl se muize snizit o nékolik desitek az stovek
milivoltd, v zavislosti na mnoZstvi pfidaného nanozeleza. SniZeni oxida¢né-redukéniho
potencidlu ovlivni pH, které je schopné stoupnout az o dvé jednotky. VSechny
organismy jsou ovlivilovany prosttedim, ve kterém se nachdazeji. Jejich vitalita
a produktivita je spojena se zménami prostiedi a se strategiemi, kterymi se se zménami

vyrovnavaji [17].

Nanocastice Zeleza se mohou za urcitych podminek dostat do vnitrobunééného
prostoru mikroorganismi, nebo mohou ulpivat na povrchu bunék. V ptipad¢, kdy je
bunika obalena ¢asticemi nanozeleza, mize byt omezena schopnost jejiho pohybu ¢i
orientace. Nanozelezo na povrchu buiiky miize ovliviiovat membranoveé-iontové
a elektrické pfechody a mutze tak naruSit zédkladni vyménu zivin, plynti ¢i odpadnich
latek. Castice nanoZeleza mohou byt absorbovany buiikami mikroorganismd. Proniknuti
¢astic nanozeleza do bunky brani bunééna sténa obsahujici pory, které umoZiuji
prichod malych molekul a jednoduchych latek do vnitrobunécného prostoru. Jejich
velikost se pohybuje mezi 5-20 nm. Nasleduje selektivné permeabilni plazmaticka
membrana. Prichod vétSiny Céstic touto membranou je umoznén pomoci specifickych
transportnich proteinti. Nulmocné nanoZelezo s oxidickou vrstvou se mize za urcitych
podminek dostat do bunky endocytézou. Dalsi moznosti vstupu nanocastic zeleza do

buiiky je prosaknuti pfes poSkozenou bunéénou membranu.

Pro zkoumani interakce nanocastic Zeleza s buiikkou je vhodny napiiklad
transmisni elektronovy mikroskop, kde jsou Castice nanozeleza snadno zjistitelné pro
svou vysokou elektronovou hustotu. Jinou z moZnosti je pouziti fluorescen¢niho
mikroskopu. Nicméné v ptipadé, kdy jsou Castice nanozeleza fluorescencné znacené,
nelze jednoznacné urCit, zda se CcCastice nachazeji uvnitt builky nebo zda jsou
absorbované na povrchu buiky. Toto nejednoznaéné urceni do jist¢ miry odstraiiuje

konfokalni mikroskop, ktery poskytuje trojrozmérny obraz [17].

Nanozelezo miize v bunkach mikroorganismli zpiisobovat oxidacni stres.
Oxidacni stres je zplisobeny vysokou intercelularni koncentraci reaktivnich forem

kysliku (ROS), kterou je mikrobidlni buiika schopna zvladnout. Mezi ROS patii
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zejména superoxidové radikaly O, e, hydroxylové radikdly OHe a volné rozptyleny,
pomérn¢ dlouho pfetrvavajici, peroxid vodiku. VSechny formy ROS mohou byt
generovany vné¢ nebo intercelularné z ruznych zdroji. ROS bézné vznikaji
u prokaryotickych 1 eukaryotickych organismii pfi metabolickych procesech

v organelach nebo v cytosolu jako vedlejsi produkt aerobniho dychani.

Absorbované nanocastice zeleza mohou iniciovat specifické intercelularni
reakce a poskozeni bunééného metabolismu. Zatimco ucinek toxinll na organismus je
zavisly na mnozstvi toxické latky, redoxné aktivni nanoc¢éstice zeleza mohou opakované

iniciovat bunécné procesy.

Nulmocné nanozelezo reaguje s vodou nebo kyslikem za vzniku zeleznatych
iontd reakce (2) a (3). Prostiednictvim Haber-Weissovych a Fentonovych reakci mohou
byt ionty Zeleza oxidovany a redukovany za vzniku ROS. Mohou zvySovat produkci

vice reaktivnich hydroxylovych radikalti z méné reaktivniho peroxidu vodiku:
Fe’* +H,0,—Fe’* +OH+ +OH~ (8)
Zeleznaté ionty mohou byt oxidovany na Zelezité,
Fe’" +OH+ —Fe'" +0OH™ (9)
které pak reaguji s radikalnim superoxidem a jsou zpétné redukovany:
Fe’'+0,+ —»Fe’ +0, (10)
nebo mohou reagovat s peroxidem za vzniku radikal superoxidu:
Fe’*+H,0,—Fe’" +OOH+ +H" ->Fe’ " +2H" 40, * (11)

Kromé toho, je-li peroxid vodiku v nadbytku, mohou generované Zeleznaté
ionty reakce (11) produkovat vice ROS reakce (8). Vzniklé radikaly superoxidu mohou
uvolfiovat Fe** z ferritinu, intercelularniho proteinu slouziciho jako zasobéarna Zeleza,
nebo z jiného podobného proteinu obsahujiciho uskupeni [4Fe-4S]*, ¢imz dochazi

k dalsi produkci hydroxylovych radikal.

ROS se v organismech b&zné vyskytuji jako vedlejsi produkty metabolickych
procesti. Buiiky jsou proto schopné se proti témto volnym radikdliim branit pomoci

antioxidantl a enzymt, které degraduji nebezpecné Castice reaktivniho kysliku a udrzuji
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tak vnitfni homeostdzu. Pokud se bunéény systém nedokaze se zvySenym oxida¢nim

stresem vyrovnat, dochdzi k peroxidaci lipidii a oxidaci proteinti a nukleovych kyselin.

Peroxidace lipidi zacind odtrZzenim vodiku z fetézce nenasycené mastné
kyseliny. Vysledny radikal mastné kyseliny muze reagovat s kyslikem a generovat
radikal peroxylového lipidu, ktery dale Sifi fetézovou reakci peroxidace lipidi
abstrahovanim vodiku z dalSich nenasycenych mastnych kyselin [24]. Takze osamocené
zahajeni mize mit za nasledek pfevod stovek mastnych kyselin na hydroperoxidy
lipidt. Peroxidované membranové lipidy ztraci selektivitu a v extrém-nich podminkach
muiZe byt poruSena jejich integrita. PoSkozené membrany nemohou spravné zajiStovat
pienos elektroni a molekul, ¢imz je nasledn¢ narusena respirace, fotosyntéza a dalsi
metabolické dé&je. Hydroxylovymi radikaly nebo ptimo Fe* mohou byt poSkozeny
aminokyseliny, které jsou stavebnim prvkem proteint. Fe*" se milize navazat na aktivni
misto enzymu a reagovat s peroxidem vodiku za vzniku hydroxylovych radikald.
Oxidace nukleovych kyselin mize vést k mutacim, chybnému c¢teni ¢i znemoznéni

replikace DNA.

Pokud by neméla burnika G¢inné obranné a opravné mechanismy, doslo by pfti
zvysené koncentraci ROS k apoptoze. Buiky si proto vyvinuly dvé hlavni strategie
obrany proti oxida¢nimu stresu. Prvni obsahuje antioxida¢ni enzymy, jako superoxid
dismutdzu (SOD), glutathion-peroxidazu ¢i katalazu. SOD rychle méni superoxid na
peroxid vodiku, ktery je dale glutathion-peroxidazou redukovan na vodu. Kataldza
pretvaii H,O, na H,O a O, ve dvou krocich. Nejprve jednu molekulu H,O, redukuje na
vodu a Fe’* z katalazy je pfeveden na oxid Zeleza (Fe®). Nasledné je oxid pfeveden zpét
na Fe’, zatimco dalsi molekuly H,O, jsou redukovany na H,O a O,. Druh4 strategie
obrany je zaloZena na opravé enzyml, které odstrani a opravi makromolekuly
poskozené oxidaci. Oxidované proteiny jsou rozpoznany proteinazou. Poskozend mista
jsou bud’ opravena nebo je protein rozloZzen na aminokyseliny. Tyto aminokyseliny jsou
bud’ odstranény nebo dale pouzivany jako zdroje uhliku pro syntézu ATP. Je
pravdépodobné, ze vétSina aminokyselin z oxidovanych a degradovanych proteinil je

znovu pouzita pro syntézu novych proteini [22].

Zelezo vak patii mezi zakladni stopové prvky organismi a je diileZitou souéasti
enzyml napf. hemoglobinu. Je potiebné pti priubéhu fotosyntézy, kde se zapojuje do

cyklického transportu elektronti ve fotosystému I. Obvykle se vyskytuje v nerozpustné
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form¢ a neni tedy pro mikroorganismy dostupné. Proto jej mikroorganismy aktivné
piebiraji z okolniho prostfedi do bunék. Jestlize v prostfedi s nedostatkem dostupného
zeleza dojde ke zvySeni jeho koncentrace, mohou membranové pienaSece absorbovat
zelezo do buiiky, kde ho v kratké dob¢é mtiZze byt piebytek. Aby se zabranilo oxida¢nimu
poskozeni, musi byt volné Zelezo rychle zaclenéno do ferritinu, transferrinu, hemu nebo

do uskupeni [4Fe-4S]*.

Vlivem nanocastic zeleza na bakterii Escherichia coli se zabyvala i Meldnie
Auffan a kol. [25]. Ve své studii zkoumali vliv nanocastic nulmocného Zeleza,
nanocastic magnetitu a nanocastic maghemitu. Mimo jiné studovali i vliv pH na velikost
a stabilitu nanocéstic. Experimentalné zjistili, Ze pfi nizSich hodnotach pH maji ¢astice

mensi velikost jak je vidét na obrazku 3-1.
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Obr. 3-1: Vliv pH na velikost nanocastic, [25]

Nanocastice byly pfitomny v 0,01 M roztoku chloridu sodného pfi teploté 25 °C
a jejich velikost byla ur¢ovana pomoci metody DLS. Hodnota pH byla upravovana
pomoci 0,1 M roztoku HCI a 0,1 M roztoku NaOH. Nanocastice byly méfeny po jedné
hodin¢ inkubace v roztoku s upravenym pH. Z obrazku 3-1 je patrné, Ze nanocastice
jsou pfi niz§im pH stabilni a maji velikost do 400 nm. V této velikosti se nanocastice

vyskytuji ve vzorcich, jejichz pH se pohybuje mezi 2-5,5. Pfi vys§Sim pH dochazi

32



ve vzorcich k vyrazné agregaci a velikost Castic roste. Agregace nanoc¢astic nulmocného
zeleza je z pouzitych vzorkd nejmensi. Mikroorganismy jsou obvykle kultivovany
v roztocich jejichz pH je podobné fyziologickému roztoku a hodnota pH se pohybuje
okolo 7,5. Pfi tomto pH jsou vSak nanocastice zna¢né agregované a je sniZena jejich
mobilita. Pfi analyzovani vlivu nanocastic na Escherichia coli a vétSinu
mikroorganismil neni mozné snizit pH do oblasti, kde jsou nanocastice stabilni ve velmi
malych rozmérech. Je vSak mozné snizit pH podle moznosti a rezistence zkoumané
kultury tak, aby byly nanocéastice co mozna nejmens$i a zaroven nebyla poskozena

kultura mikroorganismti.
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Cile praktické ¢asti

Praktickd cast byla zaméfena na vytvoreni metod pro sledovani efektu
nanocastic nulmocného Zeleza na rlst fas a sinic. Pro kultivacni experimenty byly
vybrany dva druhy sinic a jeden druh fasy, které se bézn¢ vyskytuji v Ceskych vodnich
nadrzich. Cilem préce bylo vytvofeni a porovnani né€kolika metod pro uréeni miry vlivu
nanozeleza na rust sinic a fas pii riznych koncentracich a modifikacich ptidavaného
zeleza a jejich optimalizace. DalSim cilem bylo porovnani miry vlivu pouZivanych

suspenzi nulmocného nanozeleza na rast sinic a fas.

4.2 Pouzité materialy

Mikroorganismy pouzité pii experimentech pochazi z Hydrobiologického ustavu
Biologického centra Akademie véd CR v Ceskych Budg&jovicich. Byly odebrany
v Cervnu a ¢ervenci 2009 z Lipenské prehrady. VSechny kmeny ve sbirce jsou klonalni.
Byly vypéstovéany z jednoho vldkna, kolonie ¢i buiiky izolované z ptirodniho planktonu.
K izolaci sinic byly pouzity sklenéné kapilary, kterymi byly jednotlivé kolonie ¢i vlakna
vybirdny a promyvany v kapkach ¢istého kultivacniho média. Poté byly pfeneseny do
jamek mikrotitracnich desticek, ve kterych bylo napéstovano vétsi mnozstvi biomasy
[26]. Pro experimenty byly vybrany sinice rodu Anabaena a Aphanizomenon a fasa rodu

Chlamydomonas.

Vychozim nulmocnym zZelezem bylo nanozelezo Nanofer 25N, které je
komer¢nim produktem firmy Nano Iron a je vyrabéné suchou cestou v reduktivni peci.
Nanozelezo Nanofer 25N je dodavano ve formé nanoprasku nulmocného Zeleza pod
inertni atmosférou. Z tohoto nanoprasku nulmocného zeleza byla v laboratofi vyrobena
vodna suspenze nanozeleza srovnatelnd s produktem Nanofer 25 a vodna suspenze
nanozeleza modifikovaného axilatem 32S, ktera je shodnd se suspenzi Nanofer 25S.
Axilat 32S je vodny roztok sodné soli polyakrylové kyseliny bez pfidavku povrchové
aktivnich latek. Tento roztok je bezbarvy, jeho hustota je 1 260 kg/m’ a viskozita se

pohybuje mezi 200-500 mPa-s pii teploté 23 °C. Dale bylo pouzito nZVI, které bylo
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vyrobeno na Univerzité¢ Palackého v Olomouci. Jednd se o prototyp, ktery je vyrabén

v laboratorni reduktivni peci v malych mnozstvich.

4.3 Priprava suspenze nanoZeleza

Z nanozeleza ve formé praSku je nutné vytvofit vodnou suspenzi pomoci
laboratorniho dispergatoru DL 05. Ze zéasobni ldhve je pomoci kulového cepu
nadavkovano pozadované mnozstvi praS8kového zeleza do zasobniku. Zasobnik je po té
zvazen a je urCena piesnd hodnota nadavkovaného Zeleza. Z pifesné hmotnosti je
nasledné vypocitan objem demineralizované vody a modifikujicich latek. Voda je
prelita do reakéni nddoby z borosilikatového skla a praskové zelezo je do ni pii
konstantnich otackdch nasypano. Tento pfistroj pracuje pod ochranou dusikovou
atmosférou, tudiz nedochazi k degradaci nulmocného zeleza vzdusnym kyslikem a je

minimalizovan objem kysliku rozpusténého ve vodé. [23]

Obr. 4.3-1: Dispergator DL 05; [23]

Ptipravena suspenze nulmocného nanozeleza je uchovavéana ve plastové nadobé.
Pted kazdou aplikaci suspenze nanoZeleza je nutné suspenzi znovu homogenizovat
a dispergovat pomoci ty¢ového mixéru pod dusikovou atmosférou po dobu minimalné

deseti minut. Pied aplikaci je nutné homogenizovat a znovu dispergovat i komer¢né
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proddvané suspenze Nanofer 25 a Nanofer 25S, nebot” pevny podil mize po delsi

prodlevé sedimentovat.

Nulmocné zelezo uZVI je pouZzivano také v suspenzi. Ta se pfipravuje stejnym
zpusobem jako suspenze vyrobend z nanozeleza Nanofer 25N, kdy je nulmocné zelezo
dispergovano do vodné suspenze pii vysokych otaCkach. U tohoto typu zeleza vSak neni
nutna dispergace pod inertni atmosférou. V piipadé vyroby suspenze v malém mnozstvi,
je mozné dispergovat nulmocné Zelezo pomoci ty¢ového mixéru, nebo v ultrazvukové
lazni. Pfi jednotlivych laboratornich experimentech bylo zapotiebi malé mnozstvi
suspenze tohoto typu zZeleza. Pro vytvofeni suspenze bylo nulmocné zelezo navazeno,
poté¢ bylo piilito pfisluSné mnozstvi demineralizované vody a suspenze byla

dispergovana v ultrazvukové ldzni po dobu dvaceti minut.

4.4 Testovani nanozeleza

Pti laboratornich testech je =zapotiebi znalost tfi parametri testovaného
nanoZzeleza. Prvnim z nich je podil nulmocného Zeleza v suspenzi, ktery udava jeho
kondici. Vlivem reakci (2) a (3) je nulmocné nanozelezo oxidovano a sniZzuje se jeho
podil v suspenzi ve prospéch vicemocného zeleza a oxidii. Druhym parametrem je
piresné mnozstvi celkového Zeleza v suspenzi. Toto se v pritb¢hu Casu snizuje, nebot’
suspenze ulpiva na sténach nadob, ve kterych je uchovavana ¢i znovu dispergovana.
Ttetim parametrem je velikost ¢astic. Ta se s Casem zvétSuje v disledku agregace Castic

nulmocného Zeleza.

4.4.1 Urceni podilu nulmocného a celkového Zeleza v suspenzi

K urceni podilu nulmocného zeleza v suspenzi je pouzivana Masinova trubice,
komer¢né dodavana firmou Nano Iron pod ndzvem nZVI TESTER [23]. Metoda méfeni
je zalozena na analyzovani objemu vyvijejiciho se vodiku pii reakci nulmocného Zeleza
s hydrogensiranem draselnym nebo kyselinou sirovou podle nésledujicich rovnic:

2 KHSO, +Fe > FeSO, +K,S0, +H, (12)
H,SO,+Fe—FeSO,+H, (13)
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Do reak¢ni nadoby je navazeno pfiblizné 5 g hydrogensiranu draselné¢ho a 40 ml
demineralizované vody. Jednotlivé komponenty jsou sestaveny dle obrazku 4.4-1a.
Zasobni ldhev je naplnéna pfiblizné 600 ml demineralizované vody a nasledné je
zvednuta nad méfici vélec. Dolni kohoutek musi byt otevieny, aby diky vySkovému
gradientu mohla proudit voda do vélce. Horni kohoutek musi byt zcela povoleny nebo
nesmi byt pfipojena hadicka u horniho kohoutku. Jinak by ve valci vznikl ptetlak

a demineralizovana voda by nemohla do odmérného vélce proudit.

Obr. 4.4-1: Masinova trubice; (a) komercné vyrabéna pod nazvem nZVI Tester,

(b) zmensena verze aparatury, [27]

Po naplnéni méticiho valce a ustaleni hladin v z4sobni 14hvi a vdlci na Grovni
0 ml, je mozno zavfit dolni kohoutek a polozit zasobni lahev. Dale je nutné utdhnout
horni kohoutek nebo pfipojit hadicku k reakéni nadobé, nechat horni kohoutek otevieny
a otevrit dolni kohoutek. Hladina v méficim valci mize klesnout o nékolik ml, coz ze
zpusobeno vyskovym gradientem mezi hladinou ve vélci a v zasobni 1dhvi a vytvofenim

podtlaku v méticim valci.

Injekeni stiikackou opatifenou jehlou je odebrano cca 5 ml homogenizované
suspenze. Tato injek¢ni stiikacka se vzorkem suspenze je zvazena, vzorek je aplikovan
pfes tésnéni do reakéni naddoby a injekéni stiikacka bez vzorku je opét zvazena.

Vyvijejici se vodik z rovnice (12) ¢i (13) zacne vytlaCovat vodu z odmérného valce.
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Odectenim hmotnosti injekéni stitkacky se vzorkem a bez né&j je zjiSt€éna hmotnost

aplikované suspenze.

Pro zjisténi zavislosti hmotnosti suspenze na jejim objemu a pro nasledné urceni
mnozstvi celkového Zeleza v suspenzi je zapotiebi zvazit 5 ml suspenze. Po ukonceni
reakce je zasobni ldhev zvednuta tak, aby byly vyrovnany hladiny a na méticim valci je
odecten objem vodiku vyvinutého pfi reakci. K dosazeni co nejptesnéjsiho vysledku je
zapotiebi zohlednit objem aplikovaného vzorku do reakéni nadoby odectenim objemu

aplikované suspenze od objemu vyvinutého vodiku.

Z rovnice (12) a (13) vyplyva, Zze za standardnich podminek se pii reakci

s hydrogensiranem draselnym z 55,85 g nulmocného Zeleza uvolni 22,41 dm’® vodiku.

Presné mnozstvi celkového zeleza v suspenzi je zjiSténo ndasledujicim
zpisobem: S5ml suspenze je rozpusttno v 10ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové a 5 ml peroxidu vodiku. Déle je doplnéno na objem jednoho litru

demineralizovanou vodou. Takto pfipraveny roztok je méfen metodou ICP/OES.

Pti znalosti hodnot vySe popsanych veliin lze vypocCist hmotnostni pomeér
nulmocného Zeleza ku celkovému Zelezu v suspenzi. Pfi laboratornich testech i redlnych
aplikacich je dulezité, aby byl pomér nulmocného Zeleza co nejvétsi. V ptipadé, ze podil
nulmocného Zeleza v suspenzi klesne pod 85 %, je nanoZelezo v této suspenzi

povazovano za pfili§ zoxidované a pro experimenty nevhodné.

Pti vlastnich pokusech bylo nutné pracovat s méné koncentrovanou suspenzi
nanozeleza, kterd se, pravé diky nizké koncentraci nulmocného zeleza, nedala
analyzovat pomoci komeréné¢ dodavané MaSinovy trubice. Byla proto sestrojena
obdobna aparatura (obr. 4.4-1b), ve které bylo télo méficiho valce nahrazeno 25 ml
délenou pipetou. Diky jejimu mensimu objemu bylo mozno odecitat mensi mnozstvi

vyvinutého vodiku a tedy relativné presné urcit podil nulmocného Zeleza.

4.4.2 Meéreni velikosti ¢astic nanozeleza

Me¢ieni velikosti castic bylo provadéno na pfistroji Zetasizer Nano ZS
vyrabénym spole¢nosti Malvern Instrument z Velké Britanie. Tento pfistroj umoziuje
kromé méteni velikosti ¢astic také mefeni Zeta-potencidlu a molekulové vahy. Méteni

je umoznéno pomoci kyvet riznych typt konstrukci, které jsou uzplisobené
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pozadovanému zpusobu meéieni piistroje. Pro méfeni velikosti Castic je pouzivano
jednorazovych polystyrenovych kyvet. Tyto kyvety maji o stupein hor$i optické
vlastnosti nez sklenéné, avSak nezatizené o moznost chyby meéfeni spojené s jejich

Spatnym vymytim.

Obr 4.4-2: Pristroj Zetasizer Nano ZS; [28]

Velikost méfenych Castic ve vzorku se musi pohybovat v rozmezi 0,6—6 pm.
Systém Zetasizer stanovuje velikost ¢astic nejprve zméfenim Brownova pohybu ¢astic
ve vzorku s pouzitim dynamického rozptylu svétla. Nasledné pak interpretuje jejich

velikost.

Pro méteni Brownova pohybu je vyuzivan dynamicky rozptyl svétla. Méfeni je
provadéno osvétlenim Castic laserem a analyzovanim fluktuace intenzity rozptylen¢ho
svétla. Méfena castice, osvétlena zdrojem svétla, rozptyluje svétlo ve vSech smérech.
Svétlo dopadajici na detektor vytvaii obrazec svétlych a tmavych skvrn. Svétlé skvrny
jsou v mistech, kam dopadé svétlo odrazené od ¢astic se stejnou fazi a konstruktivné
interferuje za vytvofeni jasné skvrny. Tmavé oblasti jsou zplsobené destruktivni
interferenci a vzajemnym vyruSenim. Nebot jsou ¢astice v neustalém neuspofadaném
pohybu, i interferen¢ni obrazec se v ase méni a intenzita detekovaného svétla fluktuuje.
Systém Zetasizer méti rychlost fluktuace intenzity a vyuziva ji pro vypocet velikosti
¢astic pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice, kterd definuje vztah mezi velikosti ¢astic

a jejich rychlosti v diisledku Brownova pohybu [28].

Pii samotném meéfeni je do kyvety napipetovano 1-1,5 ml vzorku. Mnozstvi
vzorku by mélo byt pii testech zachovano vzdy stejné. Kyveta je uzaviena plastovym

vickem a umisténa do pfistroje. Nasledné je vzorek zakryt teplotnim vickem, které
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zabranuje vytvoteni teplotniho gradientu a ovlivnéni Brownova pohybu. V softwaru je
vybrana standardni operacni procedura, ve které je mozno definovat typ pouzivané
kyvety, teplotu pii které ma byt vzorek méfen a index lomu analyzovaného vzorku
a rozpoustédla. Dale je mozno zadat pocet cyklli méfeni, pocet béhli v ramci jednoho
cyklu, celkovou délku trvani cykli, prodlevu mezi jednotlivymi cykly a poznadmky

k méfeni.

4.5 Kultivace mikroorganismi

Pro kultivaci mikroorganismii bylo vybrdno WC-médium, které je vhodné pro
kultivaci vétSiny sinic a tas. Pfipravuje se ze sedmi zasobnich roztokt, které musi byt
pridany ve spravném poradi, aby nedoslo ke vzniku srazeniny. Jejich pfesné slozeni je
uvedeno v piiloze A. Nasledné¢ musi byt sterilizovano. Sterilizace probihd ve
sklenénych lahvich s teflonovym uzavérem v Papinové hrnci pii teploté nad 100 °C po
dobu jedné hodiny. Po zchladnuti média jsou pfidany vitaminy, potiebné pro rust
mikroorganismil. Tyto jsou pfidavany do média az po sterilizaci, nebot’ by je vysoka
teplota degradovala. Aby bylo zachovidno médium sterilni, je nutné pfi pfidavani

vitaminii pracovat nad kahanem.

Mikroorganismy jsou kultivovany v 250 ml Erlenmeyerovych baikach se
zatkou z buniciny, ktera je prody$na pro vyménu plynli a pro udrZeni sterilniho prostiedi
jsou prekryty alobalem. Baiky jsou pied pieoCkovanim sterilizovany v susarné pfi
teploté 180 °C po dobu jedné a piil hodiny. Po sterilizaci banék je nutné, aby vychladly.
Pteockovani musi probihat pfi laboratorni teplot¢ média i1 banck, jinak by
mikroorganismy mohly utrpét teplotni Sok, coZ by vedlo ke smrti ¢asti mikroorganismil

a k pozastaveni ristu.

Kultury je nutné preockovat jednou za tfi az ¢tyfi tydny. Pii pfeockovani jsou
mikroorganismy pieneseny do Cerstvého Zivného média. Pti preockovani je do sterilnich
ban¢k nalito 100 ml sterilniho média a napipetovano 5 ml kultury. PfeoCkovani musi

probihat ve sterilnim prostiedi, a proto je také provadéno pomoci kahanu.

Mikroorganismy jsou umistény v kultivaénim boxu (obr. 4.5-1), ktery zajistuje
optimalni prostfedi pro jejich rlst. Uvnitf boxu je udrzovana teplota mezi 19 a 23 °C

s Ctyfiadvaceti hodinovym cyklem kolisani teploty. Dale je nastaven svételny rezim
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¢trnact hodin svétlo (200 umol kvant/m?/s) a deset hodin tma. Pro rychlejsi rast je
mozno kultury umistit na horizontalni tfepacku. Pfi nizkych otackach (40-50 otacek za

minutu) dochazi k rychlejsi vymén¢ plynii nad hladinou a pfesunu zivin.

Obr. 4.5-1: Kultivacni box; [27]

Pti testech jsou pouzivané kultury v dobé&, kdy se nachézeji v exponencialni fazi
rustu. V této fazi dochazi k intenzivnimu déleni bunék. Pocet bunék se béhem tii dni
zdvojnéasobi a populace dosahuje exponencidlniho ristu. V této fazi maji bunky
v kultute dostatek zivin potfebnych ke svému ristu a mohou se bez jakéhokoliv
omezeni rozmnozovat. Po exponencialni fazi nastdva stacionarni faze, ve které se
zpomaluje rychlost mnoZeni bun&k. V této fazi dochazi k ustaveni rovnovahy a pocet
nove vzniklych bungk je roven poctu odumftelych bunck. Nésleduje strmy pokles poctu
bun¢k v kultuie zptisobeny odumiranim z divodu nedostatku zivin. Pro urceni vhodné
doby pro nasazovani testl od pfeockovani byl zjistovan pocet bun€k v jednotlivych

kulturach v zévislosti na ¢ase od pfeockovani kultury.

Obr. 4.5-2: Biirkerova pocitaci komiirka; [27]
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Pocitani bylo provadéno pomoci Biirkerovy pocitaci komirky a optického
mikroskopu Olympus BX51M pfii celkovém zvétSeni 100x. Po dobu c¢trnacti dnll bylo
kazdy den a ve stejnou dobu z kultur odebrano 40 pl média s buikkami. Na Biirkerovu
komiirku bylo napipetovano 10 ul a byl spocitan pocet bun€k v miizce. Pocitani bylo
provadéno u kazdé kultury ctyfikrat. Ziskané primémé hodnoty poctu bunék byly
pfepocitany na objem jednoho mililitru a jsou vyneseny v grafu 4.5-1. Tento graf
vystihuje trend rastu jednotlivych kultur, nikoli absolutni mnozstvi bunék v paralelnich
skupinach v zévislosti na ¢ase od pfeockovani. Pfi laboratornich testech bylo zapotiebi
zjiStovat konkrétni pocet bunék v kulturach pied pocatkem experimentu. Tento
parametr je pro vétSinu testl velice dulezity. Absolutni mnozstvi bun€k v kultute zavisi

zejména na objemu preockované kultury a na vitalité¢ o¢kovanych bunék.
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Graf 4.5-1: Pocet bunék jednotlivych kultur v 1 ml

Pro experimenty byly pouzivany kultury mezi sedmym az jedenactym dnem od
preockovani. V této dobé jsou kultury vitalni, v exponencialni fazi ristu a maji
dostateény pocet bun€k v 1 ml. V pftipad€, Ze je pii testech zapotiebi vEétsi mnozstvi
bunék v 1 ml jsou kultury zahustovany pomoci odstfedivek. Pfi centrifugaci byla
nastavena rychlost do 19000 otacek za minutu, pii které nedochazelo k poskozeni

bunék vybranych kultur.

Aby bylo mozno prubézné provadéni testl, bylo z kazdé z poskytnutych kultur
sinic a fas vytvoreno nékolik paralelnich skupin. Tyto skupiny slouZily také jako zaloZni
zdroj mikroorganismli. V pfipadé, Ze by nebyly vytvofeny, mohlo by pfi zméné

podminek (teplota, intenzita svétla a pod.) dojit k thynu populace v kultute a jakékoli
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dalsi testy by musely byt odloZzeny do doby, nez bychom méli k dispozici nové kultury.
Standardné probihalo pfeockovani paralelnich skupin s tydennim zpozdénim. V obdobi,
kdy bylo pro testy zapotfebi vice biologického materidlu, probihalo pieockovani

1 n€kolikrat tydné.

Obr. 4.5-3: Paralelni skupiny sinice Anabaena planktonica; [27]
Z obrazku 4.5-3 je patrny prubeh ristu kultury Anabaena planktonica v Case.
Vlevo je vidét Cerstvé pieoCkovana kultura. V druhé Erlenmeyerové bance zleva je
vidét kultura po jednom tydnu od pieockovani a je vidét vyrazné sytcjsi zelena barva.
Smérem doprava nasleduji star$i a starSi kultury, vzdy s jedno-tydennim rozdilem od
preoCkovani. Na poslednich dvou kulturach vpravo je patrna ztrata chlorofylu

a odumirani bunék.

4.6 Metody zjiSt'ovani vlivu nanoZeleza na sinice a rasy

Pti laboratornich experimentech bylo testovano nékolik zptisobti detekce vlivu
nanozeleza na sinice a fasy. VIiv nulmocného nanozeleza byl nejprve zjistovan pomoci
optického mikroskopu Olympus BX51M. Nasledné byl pro uréeni miry cytotoxicity
pouzit test CytoTox 96, ktery kvantitativné méti enzym LDH, jez je uvoliiovan pfi lyzi
bun¢k. Dal§i metodou pro zjisténi vlivu nanozeleza na sinice a fasy bylo vyuziti
pristroje Casy model TT, ktery analyzuje zivotaschopnost pomoci méfeni
a vyhodnocovani velikosti bun€k. Nakonec byl zkouman oxida¢ni stres v bunkach
zpuisobeny nanozelezem pomoci fluorescencni latky pro detekci ROS a fluorescen¢niho

mikroskopu Zeiss Axio Imager Al.
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4.6.1 Zjistovani stavu kultury optickym mikroskopem

V prvni fazi zkoumdni vlivu nulmocného nanoZeleza byl pouzit opticky
metalurgicky mikroskop Olympus BX51M. Tento mikroskop pro zvétSeni vyuziva
svételnych paprskii. Je tvofen soustavou cocek, které maji spolecnou optickou osu.
Zvétseni optickych mikroskopt je dano soucinem zvétSeni objektivu a okuléru. ZvétSeni
okularu bylo 10x, zvétSeni objektivli bylo 5% az 100x. Pro pozorovani fas a sinic bylo

pouzivano celkové zvétSeni v rozsahu 50x az 1 000%, podle zvoleného objektivu.

4.6.2 Zjistovani toxicity nanoZeleza cytotoxickym testem

Pro méieni toxicity zplsobené nulmocnym nanozelezem byl vyuzit
neradioaktivni cytotoxicky test CytoTox 96 vyrabény spole¢nosti Promega Corporation.
V prubéhu testu je kvantitativné métena laktatdehydogenaza (LDH). Tento stabilni
cytosolovy enzym je uvolnovan pii lyzi bun€k, kdy dochédzi k prasknuti plazmatické
membrany a k naslednému vyliti cytosolu a organel ven z buniky a je méfen
enzymatickym testem. Sl tetrazolia je v pfitomnosti LDH pfeménéna na cerveny
produkt formazan. Mnozstvi vytvoiené barvy je ptimo imérné poctu lyzovanych bunék

a je méteno pomoci UV-VIS spektrofotometru.

Pro vyhodnocovani toxicity latky je zapotfebi vytvofeni tii vzorkil bez
testované, potencidlné toxické latky. Prvnim vzorkem je zivné médium obsahujici
buniky, pro které je toxicita testovana (vzorek A). Z tohoto vzorku je zjiSténa spontanni
lyze bunek, ke které dochdzi za normdlnich okolnosti. K druhému vzorku, obsahujicimu
také médium s bunikami, je pfidan lyzaéni roztok. Pfidani tohoto roztoku zpisobi lyzi
vSech bunék ve vzorku a diky tomuto vzorku je zjiSténa maximalni koncentrace LDH
(vzorek B). Ve tietim vzorku je pfitomno pouze zivné médium bez bunck, do kterého je
pfidan lyzacni roztok. Tento vzorek slouzZi k ur€eni pozadi testu (vzorek C). V dalSich

vzorcich je ptitomno kultivaéni médium s buiikami a testovanymi latkami (vzorek D).

Po provedeni testu (viz pfiloha B) jsou vzorky méfeny pomoci UV-VIS
spektrofotometru a je odecitana jejich absorbance pti 490 nm. Cytotoxicita dané latky je

pak vypocitana podle nasledujici rovnice [29]:

cytotoxicita [ % |= %' 100 (14)
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4.6.3 Zjistovani toxicity nanoZeleza mérenim Zivotaschopnosti bunék

Pro méfeni zivotaschopnosti bunécnych kultur po aplikaci nulmocného
nanozeleza byl vyuzit ptistroj Casy model TT vyrobeny spole¢nosti Roche. Pti méfeni
je pouzivana neinvazivni metoda, pfi které nedochézi k toxickym uc¢inkiim pouzivanych
barviv. Mé&fici metoda je zalozena na principu elektrické pulzni prostorové analyzy.
Tato metoda maximalizuje ziskané informace ze signalu vytvofeného pii pruchodu
bun¢k kapilarou s oblasti nizkého napéti. Pii prichodu bunék pérem kapilary je
generovan proud, ktery je usmérnén mezi vnitini a vnéjsi elektrodou. Kazdy objekt je
sniman s frekvenci méfeni 10°/s. Pulzni prostorova analyza poskytuje s vysokou

pfesnosti informaci o velikosti a po¢tu bunék.

Obr. 4.6-1: Casy model TT; [27]

Stav bunééné membrany vyrazné ovliviiuje elektricky signal generovany pfi
prichodu buitkky méticim porem (obr.4.6-2). Membrana mrtvé buiiky je propustnd pro
elektricky proud. Zmétena velikost potom odpovida velikosti bunéného jadra, které je
pro elektricky proud nepropustné. Pfes neporusenou membranu Zivotaschopnych bunék
nemuze elektricky proud proniknout a zmétend velikost je skutecnou velikosti buiiky.

Timto jsou od sebe odlisSeny poskozené nebo mrtvé bunky od bun€k zivotaschopnych.
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Obr. 4.6-2: Princip meéreni Zivotaschopnosti bunek; [30]
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Pfistroj umoznuje analyzovani bun¢k o velikosti 0,7 az 120 pm pomoci tfi
kapilar s rGznou velikosti. Pro analyzovéani Zivotaschopnosti bunék je zapotiebi
kalibrace piistroje na pfislusSnou kulturu (viz piiloha C). Coz znamena nastaveni
velikostnich intervall, ve kterych se nachazi bunééné zbytky, mrtvé bunky (neboli
velikost jadra) a zivé bunky. Métici metoda je velice citliva a je nutné, aby analyzované
buiikky prochazely méfici oblasti v pfiméfené koncentraci. Bunécnd kultura je proto
izotonicky nafedéna prostiednictvim fyziologického elektrolytického roztoku (viz
ptiloha C). Vysledky méfeni jsou zobrazovany na displeji v podobé grafu nebo jako
vycet namétenych hodnot. Na grafickém displeji jsou uvadény hodnoty poctu Castic ve
vzorku, po€tu zivych a mrtvych bunék, mnozstvi bunécnych zbytkl,, procentualni

vyjadieni zivotaschopnosti bunécné kultury a hodnoty dalsich veli¢in [30].

4.6.4 Vizualizace oxida¢niho stresu fluorochromem

Pii experimentech byl pouzit Total ROS Detection Kit od firmy Enzo Life
Science. Sada obsahuje Oxidative Stress Detection Reagent, ROS Inducer, ROS
Inhibitor a Wash Buffer Salts. Oxidative Stress Detection Reagent je fluorochrom, ktery
se specificky navaze na reaktivni formy kysliku a diky jeho fluorescenci je mozno
identifikovat buiiky se zvySenym oxida¢nim stresem. ROS Inducer obsahuje pyocyanin,
ktery generuje ROS v buiikdch. Vzorek s pfidanym roztokem ROS Inducer slouzi jako
pozitivni kontrola. ROS Inhibitor obsahuje N-acetyl-L-cysteine, ktery redukuje volné
radikaly a slouzi k negativni kontrole. Sada dale obsahuje Wash Buffer Salts, ktery

slouzi k promyvani vzorki a k vytvoteni ROS Detection Solution.

Po inkubaci a dokonceni testu (viz ptfiloha D) je na fluorescenénim mikroskopu
Zeiss Axio Imager Al pozorovana fluorescence bun¢k se zvySenym mnozstvim ROS

pii excitaci 490 nm a emisi 525 nm [31].

4.7 Zjistovani vlivu nanoZeleza pomoci optického mikroskopu

Nejprve byl vliv nulmocného nanozeleza zkouméan pomoci optického
mikroskopu Olympus BX51M. Koncentrace piiddvaného nemodifikovaného nanozeleza
se pohybovala mezi 100-2 000 mg/l a vliv nanozeleza byl zkouméan na vSech tiech
kulturach. Inkubace probihala ptfi laboratorni teplot€¢ po dobu jedné az péti hodin.
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Pro zjisStovani vlivu nanozeleza byly zvoleny objektivy se zvétSenim 10x, 20x, 50x
a 100x. Pfi zkoumani vlivu nanoZeleza pomoci optického mikroskopu nebyly
zaznamenany zmény ve struktufe testovanych bunék. Vysledky nebyly dostatecné
prikazné a dale byl mikroskop pouzivan piedev§im pro zjiStovani poctu bunék
v kultute pted nasazenim testii a pro tvorbu fotodokumentace riiznych jevl pti dalSich

testech.

4.8 Zjistovani vlivu nanoZeleza pomoci cytotoxického testu

Pii cytotoxickém testu je kvantitativné méfen cytosolovy enzym LDH
uvoliiovany pfi lyzi bunék. LDH je v pfitomnosti soli tetrazolia pfeménén na Cerveny
produkt formazan. Zbarveni vzorku je méfeno pomoci UV-VIS spektrofotometru

a intenzita zabarveni je pfimo imérna poctu lyzovanych bunck.

4.8.1 Prvni experiment

Pii prvnim testu byl zkoumén vliv nemodifikovaného nanozeleza na fasu
Chlamydomonas sp. a sinici Anabaena planktonica. V kultute Chlamydomonas bylo
6-10° bunék/ml a v kultufe Anabaena bylo 7,5-10* bunék/ml. Pfedpokladana koncentrace
nanozeleza ve vzorcich byla 100 mg/l. Podil nulmocného Zzeleza v suspenzi byl
analyzovan pomoci komerén¢ dodavané Masinovy trubice. V suspenzi bylo obsazeno
87,7 % nulmocného zeleza. Dale byla méfena velikost Castic nanoZeleza v suspenzi

pomoci ptistroje Zetasizer Nano ZS. Velikost ¢astic se pohybovala od 756,7 nm.

Test byl pripravovan podle navodu uvedeného v piiloze B. Bylo vytvofeno osm
duplicitnich vzorkd. Do Sesti zkumavek bylo napipetovano 9,8 ml kultury
Chlamydomonas a do dvou z téchto zkumavek bylo pfiddno 0,2 ml 40%x nafedéné
suspenze nanoZzeleza (vzorky D). Piesna koncentrace celkového nanozeleza ve vzorcich
byla 91 mg/l a vzorky byly inkubovany po dobu tfi hodin pfi laboratorni teploté. Do
zbyvajicich ¢tyf zkumavek bylo pfidano 0,2 ml demineralizované vody pro zachovani
stejného objemu a poctu buné¢k v jednotlivych vzorcich (vzorky A, B). Do dvou
zkumavek bylo napipetovano 9 ml WC-média a 1 ml demineralizované vody (vzorky

C). Vzorky s kulturou Anabaena byly ptipraveny stejnym postupem.
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Do ¢tyt mikrozkumavek bylo napipetovano 750 pl média s bunikami (vzorky B)
a do dalsich ¢tyt 750 ul média bez bunék (vzorky C). Ke kazdému z téchto osmi vzorka
bylo pifidano 75 ul lyza¢niho roztoku a vzorky byly inkubovany pti laboratorni teploté
po dobu 45 minut. Po skonceni inkubace nanoZeleza bylo do ¢tyf mikrozkumavek
napipetovano 750 pl vzorku (vzorky D) a do ¢tyf mikrozkumavek bylo napipetovano
750 pul média s bunkami (vzorky A). VSech Sestnact vzorkl bylo poté centrifugovéano

dvacet minut pii 1 900 otdckach za minutu.

Nasledné byl supernatant ptenesen do novych oznacenych mikrozkumavek. Ke
vSem vzorkim bylo pifiddno 750 pl roztoku SUBSTRATE MIX a nasledovala
30 minutova inkubace pii laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace bylo ke vSem
vzorklim piiddno 750 ul roztoku STOP SOLUTION a ve vzorcich byla méfena
absorbance na spektrofotometru pii vlnové délce 490 nm. Pfistroj byl nulovan

prostiednictvim Cistého média a kyvety byly mezi méfenimi vymyvany taktéz médiem.

Aritmetické priméry namétfenych hodnot absorbanci jednotlivych vzorki jsou
uvedeny v pfiloze F (tabulka F-1). Procentudlni vyjadfeni cytotoxicity bylo vypocitano
pomoci rovnice (14). Suspenze nemodifikovaného nanozeleza v koncentraci 91 mg/l
byla pro kulturu Chlamydomonas toxicka z 19,51 % a pro kulturu sinice Anabaena byla
suspenze ve stejné koncentraci toxicka z —133,33 %. Zaporna koncentrace cytotoxicity
byla zptisobena vyssi hodnotou absorbance pro vzorek lyzovaného média bez bunck,
nez absorbance vzorku média s buiikami. Tato skute¢nost byla pfipisovana pfili§ malé
koncentraci bun¢k ve vzorku, kdy malé mnozstvi uvolnéného enzymu LDH vedlo

k nizkym hodnotam absorbance.

Nejistota méfeni spektrofotometru, na kterém byly vzorky méteny, je pro rozsah
0-0,5 Abs £5 mAbs. Naméiené absorbance jednotlivych vzork byly nizké, a proto
ovlivnéné nejistotou méteni. Pro dosazeni vyssi absorbance bylo zapotiebi v dalSich
testech pracovat s hustSimi kulturami, ve kterych by bylo vétsi mnozstvi LDH enzymu

uvolnéného pfi lyzi bunék vlivem nulmocného nanozeleza.

4.8.2 Vliv pH na velikost nanoZeleza a minimalizace kysliku v kulturach
V reSerSni ¢asti prace je uvedeno, ze pii nizSim pH maji nanocéstice Zeleza
mensi velikost. Pii zjiStovani miry toxickych u¢inkli nulmocného nanozeleza
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na mikroorganismy je vhodné, aby ¢éastice byly co mozna nejmensi, a tedy

nejreaktivngjsi. Proto byly hledany vhodné slouceniny, které by upravily pH vzork.

Pro zajisténi stabilniho pH byl nejprve pouzit fosfatovy pufr, ktery je slozen
z 0,067 M roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho (K,HPO,) a 0,067 M roztoku
hydrogenfosforecnanu sodné¢ho (Na,HPOj). Pfi pokusu bylo pouzito kultivaéni médium
bez bunécnych kultur. Ke 40 ml média bylo pfidano 10 ml pufru. Bylo vytvofeno osm
vzorkll s ptidavkem pufru a slepy vzorek bez pufru uréeny k porovnavani. V tabulce
4.8-1 je uvedeno mnozstvi jednotlivych slozek pufru a velikost ¢astic nejmensich frakeci,

meéfenych po jedné hodin€ od aplikace pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS.

Tabulka 4.8-1: Parametry vzorkii s pridavkem fosfatového pufru

vzorek KH,PO, | Na,HPO, | velikost
SL (slepy vzorek)| 0 ml Oml |1165nm
1 10 ml 0 ml 234 nm
2 95ml | 0,5ml | 137 nm
3 9 ml 1 ml 137 nm
4 8 ml 2 ml 136 nm
5 7 ml 3ml 244 nm
6 4 ml 6 ml 74 nm
7 2 ml 8 ml 84 nm
8 0 ml 10ml |1846 nm

Velikost ¢astic nanozeleza, kterd byla v né€kterych vzorcich s nastavenym pH
zméfena, by byla velice pfizniva. AvSak zméfené ¢astice nebyly nulmocné nanozelezo,
ale fosfore¢nan zelezity a zeleznaty, které vznikly vysrdzenim nulmocného Zeleza. Toto

vysrazeni bylo doprovazeno zménou barvy vzorku, jak je patrné z obrazku 4.8-1.

g

Obr. 4.8-1: Vysrazeni nulmocného Zeleza fosfatovym pufrem; [27]

Pii chemické reakci fosforeCnant a nanozeleza dochazi dale k uvoliovani

plynného vodiku. Toto bylo zjist€éno pifi analyze mnozstvi nulmocného Zeleza
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ve vzorcich, kdy se ve vzorku s ptidavkem pufru vyvijelo vétsi mnozstvi vodiku (viz

graf 4.8-1), které pochazelo z nésledujicich reakci s fosfore¢nany.

4KH,PO,+5Fe"+4 H,0— 2FePO, +Fe,(PO,),+4K " +40H +6H, (15)
4Na,HPO,+5Fe¢’+8H,0— 2FePO, +Fe,(PO,),+8Na"+80H +6H, (16)

O bez pridavku pufru
O s pridavkem pufru

0 10 20 30 40 50 60 70 80
podil nulmocného Zeleza [%]

Graf 4.8-1: Vliv pridavku pufru na objem vyvinutého vodiku pri zjistovani mnoZstvi

nulmocného zZeleza pomoci Masinovy trubice

Pii vysrazeni nanozeleza fosfore¢nanem dochazi kromé vytvareni vodiku také
ke zvySeni pH vlivem hydroxylovych iontd. Graf zavislosti pH na ptidavku jednotlivych
slozek pufru je uveden v ptiloze F (graf F-1).

v

Po pokusu s fosfatovym pufrem byla hledana vhodnéjsi latka, kterd by snizenim
pH udrZzovala mensi velikost nanocastic a zaroveil nereagovala s nanozelezem. Byl
zkouman vliv péti vybranych kyselin: kyseliny stavelové (C,H,0.), citronové (CsHsO7),
mraven¢i (CH>0,), octové (C.H40,) a sirové (H,SO,). Prvni Ctyfi kyseliny patii mezi
slabé kyseliny. Kyselina sirova je silna kyselina, kterd se pouziva pti Gpravé pH pro
toxikologické testy. Ke vzorkiim byl pfidavan takovy objem 0,01 M kyseliny, pfi
kterém doslo ke snizeni pH vzorku na 6,5. Vliv kyseliny na nulmocné nanozelezo byl

zkouman nejprve pomoci Masinovy trubice.
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Graf 4.8-2: Vliv pridavku kyseliny na objem vyvinutého vodiku pri zjistovani mnozstvi

nulmocného zZeleza pomoci Masinovy trubice

Z grafu 4.8-2 je patrné, Zze ve vzorcich s pridavkem kyseliny dochazi kromé
reakce (12) i1 k dalSim chemickym reakcim (17), (18), (19), (20) respektive (13). Pii

téchto reakcich dochazi k uvoliovani jak plynného vodiku tak oxidu uhli¢itého.

2C,H,0,+3Fe"+4 H,0—FeO+Fe,0,+4CO,+6H, (17)
2C H,0,+3Fe’+14H,0— FeO+Fe,0,+12CO,+22H, (18)
2CH,0,+5Fe’+7H,0 »FeO+2Fe,0,+2CO,+9 H, (19)
2C,H,0,+3Fe"+4H,0—FeO+Fe,0,+4CO,+6H, (20)

ProtoZe kyselina mraven¢i reagovala s nanoZelezem v nejvétsi mite, byla
vylouc¢ena z dalSich pokusii. Analyza velikosti ¢astic nulmocného nanozeleza byla
provadéna pro kyseliny Stavelovou, citronovou, octovou a sirovou. Z vysledkl této
analyzy bylo ziejmé, Ze nejvétsi Castice nanozeleza byly ve vzorku s kyselinou
Stavelovou. Proto byla tato kyselina také vyloucena. Pfi dal§im cytotoxickém testu
(kapitola 4.8.3) byl zjistovan vliv pfidavku kyseliny citronové, octové a sirové na

bunécné kultury.

Pii analyzovani bylo dale zjiSténo, Ze pii fedéni suspenze dochézi ke sniZeni
podilu nulmocného Zzeleza. Toto snizeni je zplsobeno oxidaci nulmocného Zzeleza
rozpusténym kyslikem v demineralizované vod€. Suspenze, kterd pii standardni
koncentraci (200 g/l) obsahuje 90 % nulmocného zeleza, po 40ndsobném nafedéni
obsahuje jiz pouze 50 az 85 % nulmocného zeleza. Tento jev nebylo mozné eliminovat

dispergaci méné koncentrované suspenze. V cerstvé dispergované suspenzi s niz$i
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koncentraci nanozeleza nebylo pfitomno podstatné vyssi mnozstvi nulmocného
nanozeleza. Dale bylo zjisténo, ze v méné koncentrované suspenzi dochazi k oxidaci
nulmocného nanozeleza vyrazné rychleji, nez u standardni suspenze. Po jednom tydnu
od 40nasobného natedéni ¢i dispergace je v suspenzi obsazeno jen asi 10 %
nulmocného nanozeleza, zatimco standardni suspenze po mésici obsahuje stile ptes
85 % nulmocného nanoZeleza. Mnozstvi nulmocného nanoZeleza a jeho oxidace zavisi
na podminkéch skladovani, které byly vSak pro vSechny suspenze stejné. Suspenze byly
pfechovavany v plastovych vzorkovnicich, pro minimalizaci pfistupu vzdu$ného

kysliku byly izolovany parafilmem a uskladnény v chladnicce.

Dalsi problém, ktery bylo nutné eliminovat, je skutecnost, ze ve vzorcich se
sinicemi a fasou je obsazeno pomérné velké mnoZstvi rozpusténého kysliku. Testované
bunécné kultury jsou aerobni, a tudiz potfebuji kyslik ke svému ristu, k fungovani
metabolickych procestt a zaroven velké mnozstvi kysliku produkuji pii fotosyntéze.
Kyslik rozpustény v zivhém médiu vSak oxiduje nulmocné zelezo a snizuje tak jeho
ucinnost. Proto byl zjistovan vyvoj koncentrace kysliku v jednotlivych kulturdch
amoznost jeho minimalizace pii pokusech. Do Erlenmeyerovych banék s kulturami
byla instalovana sonda ur¢end k méteni kysliku. Métfeni probihalo po sedmém dni od

preockovani, v dob¢ exponencialni faze ristu bunécnych kultur.
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Graf 4.8-3: Mnozstvi rozpusteného kysliku v médiu bunécnych kultur v zavislosti na

dennim a nocnim cyklu

Z grafu 4.8-3 je patrné, ze obsah rozpusténého kysliku v kulturach kolisa

v Ctyfiadvaceti hodinovym cyklu. Vypadek signdlu mezi sedmou a desatou hodinou
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druhého dne byl zplsobeny vybitim akumuldtoru multimetru Multi 3430. Pavodni
nastaveni boxu bylo 14 hodin svétlo, 10 hodin tma. Cyklus zacinal temnostni fazi
v 16:00. Nejmensi mnozstvi kysliku je v kulturdch obsazeno v temnostni fazi, kdy
nedochazi k uvolilovani kysliku pfi fotosyntéze [13]. Proto byl kultivacni box resetovan
v 8:00. Denni faze potom pro sinice a fasy za¢inala v 18:00 a no¢ni v 8:00. Nasazovani
testll probihalo okolo 10:00, kdy bylo pfitomno nejméné rozpusténého kysliku a tim

byla dosazena mensi mira oxidace nulmocného nanozeleza a jeho vétsi ucinnost.

4.8.3 Druhy experiment

Pfi druhém cytotoxickém testu byl zkouman vliv prototypu nulmocného Zeleza
uZVI na tasu Chlamydomonas sp. a sinici Anabaena planktonica. Kultury byly pted
zaCatkem testu zahuSténé centrifugaci po dobu ¢tyt minut pii 1 900 otackach za minutu.
V kultuie Chlamydomonas bylo po centrifugaci 5,1-10° bun&k/ml a v kultufe Anabaena
bylo 1,2-10° bunék/ml. Koncentrace nanozeleza ve vzorcich byla 200 mg/l. Podil
nulmocného Zeleza v suspenzi analyzovany pomoci zmensené aparatury MasSinovy

trubice byl 93,6 %.

Bylo vytvotfeno dvanact duplicitnich vzorkl. Do ¢tyt zkumavek byly navazeny
2 mg nulmocného Zeleza a poté bylo do dvou z nich napipetovano 10 ml kultury
Chlamydomonas a do zbyvajicich dvou zkumavek 10 ml kultury Anabaena (vzorky D).
Do ¢tyt zkumavek bylo napipetovano po 1 ml kultury Chlamydomonas a do dalsich ¢ty
po 1 ml kultury Anabaena (vzorky A, B). Do dvou zkumavek bylo napipetovano 10 ml
WC-média (vzorky C). Déle bylo do Sesti zkumavek napipetovano 1,5 ml kultury
Anabaena, do dvou z nich bylo pfidano 14 pl 0,01 M kyseliny citronové, do dalSich
dvou bylo ptidano 17 pl 0,01 M kyseliny sirové a do poslednich dvou zkumavek bylo
pfidano 30 pul 0,01 M kyseliny octové. Do Ctyf zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml
kultury Chlamydomonas, do dvou z nich bylo ptidano 14 ul 0,01 M kyseliny citrénové
a do dalsich dvou bylo ptfidano 17 pl 0,01 M kyseliny sirové (vzorky D). Pomoci téchto
vzorkl byl zjistovan vliv pridavku kyseliny na mikroorganismy pfi snizeni pH na 6,5.
Mnozstvi kyseliny ptfidané do vzorku bylo voleno tak, aby snizeni pH minimalné
ovlivnilo rtst kultur a pfitom mélo vliv na velikost ¢astic nulmocného nanozeleza.
Vzorky s pfidanym Zelezem a kyselinou byly inkubovény po dobu tii hodin pfi
laboratorni teplot¢.
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Do c¢tyt mikrozkumavek bylo napipetovano 500 pl média s bunikami (vzorky B)
a do dvou 500 pl média bez bun¢k (vzorky C). Ke kazdému z téchto Sesti vzorka bylo
piidano 50 pl lyza¢niho roztoku a vzorky byly inkubovany pii laboratorni teploté po
dobu 45 minut. Po skonceni inkubace nanozeleza a kyselin bylo do mikrozkumavek
napipetovano 500 ul vzorku (vzorky D). Déale bylo do ¢ty mikrozkumavek
napipetovano 500 ul média s buiikami. VSech ctyfiadvacet vzorki bylo centrifugovano

dvacet minut pii 1 900 otdckach za minutu.

Nasledné byl supernatant ptenesen do novych oznacenych mikrozkumavek. Ke
vSem vzorkim bylo pifiddno 500 pul roztoku SUBSTRATE MIX a nasledovala
30 minutova inkubace pii laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace bylo ke vSem
vzorklim piiddno 500 pl roztoku STOP SOLUTION a ve vzorcich byla méfena
absorbance na spektrofotometru pii vlnové délce 490 nm. Pfistroj byl nulovan
prostiednictvim Cistého média a kyvety byly mezi méfenimi vymyvany taktéz médiem.

Procentudlni vyjadieni cytotoxicity jednotlivych vzorkli bylo vypocitano
z aritmetickych priméri namétenych hodnot pomoci rovnice (14) a je vyneseno v grafu

4.8-4, aritmetické priméry hodnot absorbanci jsou uvedeny v ptiloze F (tabulka F-2).
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= 20 O nulmocné nanozelezo
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Chlamyodmonas sp.  Anabaena planktonica

Graf 4.8-4: Vliv nulmocného zeleza uZVI a pridavku kyseliny na cytotoxicitu kultury

Chlamydomonas a Anabaena planktonica
Z grafu 4.8-4 je patrné, Ze piidavek kyseliny octové zplsobuje nejmensi
cytotoxicitu, a proto byla pii dal§ich experimentech pro snizeni pH pouzivana prave tato
kyselina. Dale je patrné, Ze nulmocné Zeleza nZVI mélo na kultury minimalni vliv.

Prototyp nulmocného Zeleza nebyl pted testem nijak upravovan. Nulmocné zelezo bylo
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navazeno do zkumavek a nasledné k nému byla napipetovana kultura Chlamydomonas.
Predpokladali jsme, ze se kulicky nulmocného zeleza samovolné zcela rozptyli.
Vzhledem k tomu, Ze nulmocné Zelezo zlstalo v kulickdch a rozpustilo se jen
minimalné, byla jeho interakce s organismy miziva a tomu odpovidal i jeho maly vliv
na mikroorganismy. Navic vldkna sinice Anabaena obsahuji aerotopy a jsou schopna
vznaset se ve vodnim sloupci, zatimco kulicky nulmocného Zeleza klesaly ke dnu. Proto
byly vzorky pii dalSich testech umistovany na vertikalni rotacni tfepacku pro zvyseni

kontaktu mezi nanoZelezem a mikroorganismy.

Velikost nulmocného Zeleza nemohla byt pii experimentu analyzovana, protoze

se prakticky nerozpustilo a zlstalo v kompaktnich kulickach o velikosti 100-800 pum.

Po provedeni experimentu byl bunéény pelet zkouman pomoci optického

mikroskopu Olympus BX51M. Na obr. 4.8-2 jsou zobrazeny jednotlivé vzorky.

Obr. 4.8-2: Bunécny pelet testovanych vzorkii; [4]
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Na obr. 4.8-2 (a) az (c) je vidét kultura fasy Chlamydomonas, na obr. (d) az (f)
je kultura sinice Anabaena. Na obr. (a) a (d) jsou vzorky kultur bez pfidané¢ho lyzacniho
roztoku, které slouzily pro zjisténi spontadnni lyze bun¢k. Jak je vidét, bunky kultur jsou
bez jakychkoliv poskozeni. Na obr. (b) a (e) jsou vzorky po pfidani lyzaniho roztoku.
Tyto vzorky slouzily ke zjisténi maximalni lyze bunééné kultury. Z obrazki je patrné,
ze doslo k prasknuti plazmatické membrany a k vyliti obsahu bunék ven. Pomoci
mikroskopu nebyly pozorovany zadné zivé bunky v téchto vzorcich. Na obr. (¢) a (f)
jsou vidét vzorky, ke kterym bylo ptfiddno nulmocné Zelezo. U obou kultur byly
pozorovany lyzované bunky i piesto, ze vldkna sinice byly v minimalnim styku

s ¢asticemi nulmocného Zeleza a vypocitana cytotoxicita je zaporna.

4.8.4 Treti experiment

Pti tretim cytotoxickém testu byl zkouman vliv nanoZeleza modifikovaného
axilatem 32S na fasu Chlamydomonas sp. a sinici Anabaena planktonica. Kultury byly
pred zacatkem testu zahusStény centrifugaci po dobu péti minut pii 1 500 otackach za
minutu. V kultufe Chlamydomonas bylo po centrifugaci 4,7-10° bunék/ml a v kultufe
Anabaena bylo 1,3-10° bunék/ml. Pfedpokladana koncentrace nanozeleza ve vzorcich
s fasou Chlamydomonas byla 50, 100, 500 a 1000 mg/l. Vliv modifikovaného
nanozeleza na sinici Anabaena byl zjiStovan pii koncentraci 500 mg/l. MnoZstvi
nulmocného Zeleza v suspenzi bylo analyzovano pomoci zmenSené aparatury Masinovy
trubice. Ve 40x fedéné suspenzi bylo obsazeno 70,8 % nulmocného modifikovaného
zeleza. Déle byla méfena velikost Céastic nanozeleza v suspenzi pomoci pfistroje

Zetasizer Nano ZS. Velikost modifikovanych ¢astic byla 96,0 nm.

Bylo vytvoieno deset duplicitnich vzorki. Do dvanacti zkumavek byly
napipetovany 4 ml kultury Chlamydomonas. Vzdy do dvou z téchto zkumavek bylo
piidano 50 pl, 100 ul, 500 pl a 1 ml suspenze modifikovaného nanoZzeleza. Téchto osm
vzorkli bylo doplnéno demineralizovanou vodou na objem 5 ml (vzorky D). Do
zbyvajicich ¢ty zkumavek byl ptfidan 1 ml suspenze axilatu 32S bez nanozeleza
(vzorky A, B). Stejnym postupem byly pfipraveny vzorky A, B a vzorek D 500
s kulturou Anabaena. Dale byly do dvou zkumavek napipetovany 4 ml kultivacniho
média a 1 ml suspenze axilatu 32S bez nanozeleza (vzorky C). Vzorky byly inkubovany

po dobu ti hodin pfi laboratorni teploté. VSechny vzorky byly umistény na vertikalni
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rotaéni tfepacku Plunotech s nulovou dobou zdrzeni v krajnich pozicich a s rychlosti
otaCeni pét otacek za minutu. Vzorky byly michany po celou dobu testu. Piesné

koncentrace nanoZeleza ve vzorcich jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 4.8-2: Koncentrace nanozZeleza ve vzorcich

Oznaceni vzorku | Objem suspenze [pul/5 ml] | Obsah celkového Zeleza [mg/1]
50 mg/l 50 50,38
100 mg/1 100 100,77
500 mg/1 500 503,84
1 000 mg/1 1 000 1007,67

Testované vzorky byly pfipravovany a meéfeny stejnym postupem jako pfi
druhém experimentu. Namétené hodnoty absorbanci se pohybovaly v rozmezi 0,077 az
0,734 Abs a jejich aritmetické priiméry jsou uvedeny v ptiloze F (tabulka F-3). Z téchto

hodnot byla pomoci rovnice (14) vypocitdna procentudlni cytotoxicita pro jednotlivé

vzorky D a je vynesena v grafu 4.8-5.

Chlamyodmonas sp. Anabaena planktonica
0
-50
= B 50 mg/1
£.-100
= B 100 mg/1
:g -150 O 500 mg/1
S
5 200 O 1 000 mg/1
>
Q
-250
-300 -

Graf 4.8-5: Vliv nulmocného nanozeleza modifikovaného axilatem 32S na cytotoxicitu

kultury Chlamydomonas a Anabaena

Vysoké hodnoty namétenych absorbanci nebyly zpiisobeny vyplavenim vétSiho
mnozstvi LDH enzymu z hust$i kultury, nybrz zménou barvy vzorkil. Tato zména byla
zpusobena piidavkem axildtu a jeho reakci se soli tetrazolia. ProtoZze se vzorky
zabarvily do oranzova, nebylo mozné naméfenymi hodnotami absorbanci vypocitat

cytotoxicitu zptisobenou timto typem nanozeleza.
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4.8.5 Ctvrty experiment

V prvni fazi ¢tvrtého cytotoxického testu byl zjiStovan vliv nemodifikovaného
nanozeleza na kulturu tasy Chlamydomonas sp. a sinice Anabaena planktonica.
Parametry mikroorganismi byly stejné jako u ptedchoziho testu. Piedpoklddana
koncentrace nanozeleza ve vzorcich s kulturou tfasy Chlamydomonas byla 500 mg/l.
Vliv nemodifikovaného nanozeleza na kulturu sinice Anabaena byl zjistovan pro
koncentrace 100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 a 2500 mg/l. Mnozstvi
nemodifikovaného nulmocného zeleza v suspenzi bylo analyzovano pomoci zmensené
aparatury Masinovy trubice. Ve 40x fedéné suspenzi bylo obsaZeno 65,2 % nulmocného
zeleza. Déle byla méfena velikost Céastic nanozeleza v suspenzi pomoci pfistroje

Zetasizer Nano ZS. Velikost ¢astic byla 462,6 nm.

Bylo vytvofeno ctrnact duplicitnich vzorkl. Kvili malému mnozstvi zahusténé
kultury, pouzit¢ v predchozim experimentu, byly vzorky pfipravovany v mikro-
zkumavkach. Do Sesti mikrozkumavek bylo napipetovano 500 pul  kultury
Chlamydomonas. Do dvou z téchto zkumavek bylo napipetovano 100 pl suspenze
nemodifikovaného nanozeleza a 400 pl demineralizované vody (vzorky D). Zbyvajici
¢tyti vzorky byly doplnény demineralizovanou vodou na objem 1 ml (vzorky A, B).
Dale bylo do dvaceti mikrozkumavek napipetovano 500 ul kultury Anabaena. Vzdy do
dvou z téchto mikrozkumavek bylo ptidano 20 pl, 50 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl, 300 pl,
400 pl a 500 pl suspenze nanoZzeleza. VSechny vzorky byly doplnény demineralizo-
vanou vodou na objem 1 ml (vzorky D). Do zbyvajicich ¢tyt vzorkid bylo pridano 500 ul
demineralizované vody (vzorky A, B). Dale bylo do dvou mikrozkumavek
napipetovano 500 pl kultivaniho média a 500 pl demineralizované vody (vzorky C).
Vzorky byly promichavany v deseti minutovych intervalech ¢tyfndsobnym nasatim
pipetou. Vzorky byly inkubovany po dobu tfi hodin pfi laboratorni teploté. Piesné

koncentrace nemodifikovaného nanozeleza ve vzorcich jsou uvedeny v tabulce 4.8-3.
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Tabulka 4.8-3: Koncentrace nanozeleza ve vzorcich

Oznaceni vzorku | Objem suspenze [pl/1 ml] | Obsah celkového Zeleza [mg/1]
100 mg/1 20 111,67
250 mg/1 50 279,18
500 mg/1 100 558,36
750 mg/1 150 837,53
1 000 mg/1 200 1116,71
1 500 mg/1 300 1675,07
2 000 mg/1 400 2533,43
2 500 mg/1 500 2791,78

Testované vzorky byly pfipravovany a meéfeny stejnym postupem jako pfi
druhém experimentu. Naméfené hodnoty absorbanci se pohybovaly mezi 0,059 az
0,220 Abs a jejich aritmetické priiméry jsou uvedeny v ptiloze F (tabulka F-4). Z téchto
hodnot byla pomoci rovnice (14) vypocitdna procentudlni cytotoxicita pro jednotlivé

vzorky D. Tato cytotoxicita je vynesena v grafu 4.8-6.

60
_| @ 100 mg/l
<> [ 250 mg/l
= 40 [ 500 mg/1
Ig 30 — 1 O750mgl
g 20 ] B 1 000 mg/I
3 10 O 1 500 mg/l
0 12 000 mg/l
02 500 mg/l
Chlamyodmonas sp. Anabaena planktonica mg/

Graf 4.8-6: VIiv nemodifikovaného nulmocného nanozeleza na cytotoxicitu kultury

Chlamydomonas a Anabaena

Z grafu 4.8-6 je patrné, ze nemodifikované nulmocné nanozelezo je pro sinici
Anabaena nejvice toxické v koncentraci 837,5 mg/l. Pii vysSich koncentracich dochazi
k agregaci nanozeleza a ke sniZeni jeho vlivu. Pfi niz§ich koncentracich je naopak
uCinek na sinici menSi, kvili nizkému obsahu nulmocného nanozeleza ve vzorcich
a vétsi mife oxidace rozpusténym kyslikem nez ve vzorcich s vyss$i koncentraci
nanozeleza. Cytotoxicita zpusobena nemodifikovanym nanozelezem o koncentraci

558.,4 mg/1 je pro kulturu fasy Chlamydomonas 1 sinice Anabaena témé¢f stejna.
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V druhé fazi tohoto experimentu byl zjistovan vliv nemodifikovaného
nanozeleza na kulturu sinice Aphanizomenon flos-aquae. V kultufe bylo pfitomno
1,8-10° bunék/ml. Pfedpokladana koncentrace nanozeleza ve vzorcich byla 100, 250,
500, 750, 1 000 a 1 500 mg/l. Parametry nemodifikovaného nanozeleza byly stejné jako

v prvni fazi tohoto experimentu.

Bylo vytvoteno devét duplicitnich vzorkii. Do Sestnacti mikrozkumavek bylo
napipetovano 500 pl kultury Aphanizomenon. Vzdy do dvou z téchto mikrozkumavek
bylo ptidano 20 pl, 50 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl a 300 pl suspenze nanozeleza. VSechny
vzorky byly doplnény demineralizovanou vodou na objem 1 ml (vzorky D). Do
zbyvajicich ¢tyf vzorkd bylo napipetovano 500 pl demineralizované vody (vzorky A,
B). Déle bylo do dvou mikrozkumavek napipetovano 500 ul kultivacniho média
a500 ul  demineralizované vody (vzorky C). Vzorky byly promichavany
v desetiminutovych intervalech Ctyfndsobnym nasatim pipetou. Vzorky byly
inkubovéany po dobu tfi hodin. Pfesna koncentrace nemodifikovaného nanozeleza byla

totozna jako v prvni fazi tohoto experimentu a je uvedena v tabulce 4.8-3.

Testované vzorky byly pfipravovany a méfeny stejnym postupem jako pfi
druhém experimentu. Aritmetické priméry naméfenych hodnot absorbanci jsou
uvedeny v ptiloze F (tabulka F-5). Z téchto hodnot byla pomoci rovnice (14) vypocitana
procentudlni cytotoxicita pro jednotlivé vzorky D. Tato cytotoxicita je vynesena v grafu

4.8-7.
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Graf 4.8-7: Vliv nemodifikovaného nulmocného nanozeleza na cytotoxicitu kultury

Aphanizomenon
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Z grafu 4.8-7 je patrné, ze nemodifikované¢ nulmocné nanoZzelezo je pro sinici
Aphanizomenon nejvice toxické v koncentraci 1116,7 mg/l. Pfi nizSich koncentracich
nulmocného Zeleza je ucinek na sinici menSi, kvili nizkému obsahu nanoZeleza ve

vzorcich. Naopak pii vysSich koncentracich dochédzi k agregaci nanozeleza a tim ke

snizeni jeho vlivu.

Obr. 4.8-3: Bunécny pelet sinice Aphanizomenon flos-aquae; [4]

Na obr. 4.8-3 (a) je vidét vzorek kultury sinice Aphanizomenon flos-aquae bez
ptidaného lyzac¢niho roztoku, ze kterého byla zjiSténa spontanni lyze bunck. Jak je vidét,
vldkna sinice jsou bez poskozeni. Na obr. (b) je vidét vzorek, ke kterému bylo pfidano
nulmocné nanozelezo v koncentraci 1116,7 mg/l. Je patrné, ze ve vzorcich doslo
k poskozeni vlaken sinice a k prasknuti plazmatické membrany a k vyliti obsahu bunck

ven.

4.8.6 Zhodnoceni

Pomoci cytotoxického testu lze urcit vliv nemodifikovaného nulmocného
nanozeleza na vybrané mikroorganismy. Pfi inkubaci je nutné zajistit kontinualni

kontakt nulmocného nanoZeleza s mikroorganismy a dostate¢nou hustotu bunék.

Pomoci tohoto testu neni mozné zjistit vliv nanoZeleza modifikovaného axilatem
328S. Pridavek axilatu zptisobuje obarveni vzorkli do oranzova. Toto obarveni se projevi
pfi méfeni vzorkli pomoci spektrofotometu zvySenou hodnotou absorbance, kterd nema
zadny vztah k cytotoxicit¢ modifikovaného nulmocného nanozeleza. S vysokou
pravdépodobnosti 1ze konstatovat, Ze timto cytotoxickym testem nelze ur€ovat ani vliv

na mikroorganismy zpiisobeny nulmocnym nanoZelezem modifikovanym axilatem 2435
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(styren-akrylatovy kopolymer), axilaitem 32A (amonna sul polyakrylové kyseliny),
karboxymethylcelul6zou, arabskou gumou ¢i polyethylenglykolem. VSechny tyto latky
jsou zkoumany na TUL v laboratofi chemickych sana¢nich procesti jako mozna
modifika¢ni ¢inidla nanozeleza pro sniZeni agregace a vSechny zplsobuji zabarveni

vzorku.

4.9 Zjistovani vlivu nanoZeleza mérenim Zivotaschopnosti bunék

Pro analyzu Zivotaschopnosti bunéénych kultur po aplikaci nulmocného
nanozeleza byl vyuzit pfistroj Casy model TT. Méfeni timto pfistrojem je neinvazivni
a nedochézi pii ném k toxickym U¢inkim barviv pouZzivanych pii jinych metodach. Pii
prichodu bun¢k porem kapilary je generovan proud, ktery neprochdzi membranou
zivych bun¢k a bunénym jadrem. Membrana mrtvych bunék je propustnd pro
elektricky proud. Zmétenou velikosti bunécnych jader a bun¢k lze od sebe odlisit

poskozené nebo mrtvé bunky a Zivotaschopné bunky.

Pro kulturu tasy Chlamydomonas sp. byla zvolena kapildra s velikosti poru
60 um. Pro kalibraci (viz ptiloha C) byl vytvoren vzorek zivych bun¢k z 200 pl kultury
a 10 ml roztoku CASY TON. Bylo zjisténo, Ze velikost zZivych bunék se pohybuje od
4do 11 pum.

Nasledné byl ptipraven vzorek s usmrcenymi buiikami. Do nové kyvety bylo
napipetovano 200 ul kultury a bylo ptidano 800 pl roztoku CASY BLUE. Vzorek byl
inkubovan po dobu dvou minut, poté byl nafedén 9 ml roztoku CASY TON. Po zméieni
vzorku vSak nebyl pozorovan pik mrtvych bun¢k. Podle ndvodu byl pfipraven novy
vzorek, ktery byl inkubovan deset minut. Poté byl nafedén a méfen, ale ani u tohoto
vzorku nebyl pozorovan kyzeny pik. Buniky se podafilo usmrtit az pomoci 1 M roztoku
chloridu sodného. K 200 ul kultury bylo napipetovano 800 pl roztoku NaCl a vzorek byl
inkubovan po dobu patnécti minut. Poté bylo ke vzorku pfiddno 9 ml roztoku CASY
TON, vzorek byl promichan a méfen. Na grafickém displeji byl patrny pik mrtvych
izivych bun¢k a bylo moZzné nastavit hodnoty normalizacnich a vyhodnocovacich
kurzort. Mezi levym a pravym normalizaénim kurzorem se nachézeji jak zivotaschopné
tak mrtvé bunky a v intervalu vyhodnocovacich kurzor se nachéazeji pouze

zivotaschopné bunky.
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Pii testech byla pouzita kultura stard devét az jedendct dni od ptfeockovani.
Hodnota levého normalizaéniho kurzoru byla nastavena na 2 um, hodnota levého
vyhodnocovaciho kurzoru na 4,5 um a hodnoty pravych kurzori byly nastaveny na
maximalni hodnotu 40 pm. Kalibrace i néasledné meéfeni probihalo vzdy ve tfech

méficich cyklech a objem analyzovaného vzorku byl 200 pl.

Pti kalibraci bylo zjiSténo, Ze velikost bun€k Chlamydomonas se v prubéhu casu
meéni. Po pifeoCkovani se jejich velikost pohybuje mezi 4-8 pum. Po mésici od ockovani

se velikost bunék pohybuje mezi 7-11 pm.

4.9.1 Prvni experiment

Pfi prvnim testu byl zkouman vliv nemodifikovaného nulmocného nanoZeleza
ve tiech koncentracich a ve ¢tyfech Casovych intervalech od pocatku inkubace. Podil
nulmocného zeleza v 40x tedéné suspenzi analyzovany pomoci zmensSené aparatury
Masinovy trubice byl 84,3 % a velikost €astic nanozeleza v suspenzi métena pomoci
pfistroje Zetasizer Nano ZS byla 295 nm. Kultura Chlamydomonas nebyla pii

experimentech centrifugovana. Koncentrace bunék v kultuie byla 7,4-10° bunék/ml.

Bylo vytvoteno osm duplicitnich vzorkli. Do vSech Sestnacti zkumavek bylo
napipetovdno 8 ml kultury. Do prvnich ¢ty zkumavek byly pfidany 2 ml
demineralizované vody. Dva z téchto vzorkl byly slepé a slouzily jako kontrola. Do
zbyvajicich dvou zkumavek byla piidana kyselina octova. Ptidani 200 ul 0,01 M
kyseliny octové k 10 ml kultury zptisobi pokles pH na 6,5.

Do druhych ¢ty zkumavek bylo napipetovano 0,2 ml fedéné suspenze
nulmocného nanoZzeleza, do dalSich ctyf zkumavek byl napipetovan 1 ml fedéné
suspenze nulmocného nanozeleza a do poslednich Ctyf zkumavek byly napipetovany
2 ml fedéné suspenze nulmocného nanozeleza. Presné koncentrace nanozZeleza ve
vzorcich jsou uvedeny v tabulce 4.9.-1. Pro kazdou koncentraci nanozeleza bylo do
dvou zkumavek pfidano 200 pul 0,01 M kyseliny octové a dva vzorky zlstaly bez
ptidavku kyseliny. Vzorky byly doplnény demineralizovanou vodou na objem 10 ml,
aby byl ve vSech vzorcich zachovén stejny objem a stejnd koncentrace bun¢k. Vzorky

byly umistény na vertikalni rotacni tfepacku Plunotech s nulovou dobou zdrzeni
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v krajnich pozicich a s rychlosti otaceni pét otacek za minutu. Vzorky byly michany po

celou dobu testu pfi laboratorni teplot¢.

Tabulka 4.9-1: Koncentrace nanozeleza ve vzorcich

Oznaceni vzorku | Objem suspenze [ml/10 ml] | Obsah celkového Zeleza [mg/1]
100 mg/1 0,2 94,4
500 mg/1 1 472
1 000 mg/1 2 944

Pted zacatkem pokusu byla métena zivotaschopnost bun¢k ve slepych vzorcich.
Dale byly vsechny vzorky méteny po dvou, Ctyfech, deseti a Ctyfiadvaceti hodinach od
nasazeni pokusu. Maximalni délka pokusu by neméla presdhnout jeden den, protoze
mikroorganismy jsou ve zkumavkach se Sroubovacim uzavérem a pfi delSim case by
mohlo dochazek k odumirani bunék z divodu zamezeni vymény plynti. Pfed zacatkem

pokusu bylo ve slepém vzorku ptitomno 88 % zivotaschopnych bunék.
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Graf 4.9-1: Kinetika vlivu nulmocného nanozeleza na zivotaschopnost bunék kultury
Chlamydomonas;. Zivotaschopnost bunék v jednotlivych vzorcich byla prepocitina

vzhledem slepému vzorku obsahujicimu 88 % Zivotaschopnych bunék.

Z grafu 4.9-1 je vidéet, ze piidavek kyseliny octové ke kultute Chlamydomonas
neovlivituje zZivotaschopnost bunék. Mirné kolisani Zivotaschopnosti bunék ve vzorku
s pfidanou kyselinou je patrné zptsobeno chybou méteni. Ve vsech ostatnich vzorcich

je vidét snizeni zivotaschopnosti bunék po dvou hodinach inkubace.

Po pfidani suspenze nanoZeleza ke kultufe jsou buiiky vystaveny dramatické

zmén¢ prostiedi. ZvySend koncentrace nulmocného nanozeleza zplisobuje generovani
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ROS v buikdch a vytvoreni oxidacniho stresu. Jak jiz bylo popsano, buiiky jsou
schopny se s urcitym zatizenim vyrovnat. Koncentrace nulmocného zeleza 94,4 mg/l
zpusobuje oxidacni stres, se kterym se bunky dokazi béhem cCtyfiadvaceti hodin
vyporadat. Skutecnost, ze jsou buniky pfistrojem vyhodnoceny jako mrtvé a v pribéhu
testu ,,0zivnou* muze byt zplisobena tim, Ze buniky zatizené oxida¢nim stresem mohou
mit ¢astecné poSkozenou bunéénou membranu. Tato je propustnd pro elektricky proud
a pristroj bunku nespravné vyhodnoti jako mrtvou. V okamziku, kdy je sniZena
koncentrace ROS v bunécném prostoru, piestdva byt membrana pro elektricky proud
propustnd a pocet zivotaschopnych bunék roste. DalSim vysvétlenim by mohlo byt
piirozené¢ déleni bunék, které zasah piezily. Nemodifikované nanozelezo je aktivni
pouze nékolik desitek minut po aplikaci a v dalSim case je jeho vliv na bunécnou
kulturu minimalni. Nicméné toto vysvétleni ,,o0ziveni kultury* pifi experimentu
nepiichdzi v tivahu. Po bunéném dé€leni jsou dcefiné buniky mens$i nez matetska
a distribu¢ni funkce rozlozeni velikosti bunék se posouva doleva. Tato skutecnost

nebyla pii experimentu pozorovana, tudiz nedochazelo k vyraznému déleni bunék.

Ve vzorcich s niz$i koncentraci nulmocného nanozeleza dochdzi k agregaci
nanozeleza v nejmensi mife, a proto je patrné schopné ve vzorcich generovat vice ROS
a zpusobit zdanlivé vetsi umrti bunek. ,,0ziveni kultury® vyvrcholilo po ¢tyfiadvaceti
hodinach inkubace, kdy bylo ve vzorku bez ptidavku kyseliny pfitomno 95 %

a v okyseleném vzorku 98 % Zivotaschopnych bunék.

U vyssich koncentraci ptidaného nanozeleza (472 mg/l a 944 mg/l) je vidét
podobny trend. Na pocatku dochazi k vyraznému snizeni zivotaschopnosti, nasledované
mirnou regeneraci kultury. Po desaté hodin€ je zivotaschopnost bun¢k konstantni.
Mnozstvi Zivotaschopnych bun¢k se po desaté hodin€ pohybovalo mezi 74-83 % a po
¢tytiadvacaté hodiné bylo ve vzorcich pfitomno 78—81 % zivotaschopnych bunék. Zda

se, ze pridavek kyseliny nema na ucinnost nanozeleza vyrazny vliv.

4.9.2 Druhy experiment

Pti druhém testu byla zjistovana Zivotaschopnost bun¢k Chlamydomonas po
pfidani modifikovaného a nemodifikovaného nanoZeleza v prvnich hodinach inkubace.

Byla pouzita suspenze nemodifikovaného nulmocného nanozeleza a suspenze
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nanozeleza modifikovaného axilatem 32S. 40x fedéné suspenze byly analyzovany
pomoci zmenSené¢ aparatury MaSinovy trubice. V nemodifikované suspenzi bylo
obsazeno 76,8 % a v axiladtové suspenzi bylo obsazeno 84,0 % nulmocného Zeleza.
Velikost ¢astic nanoZeleza v suspenzi, métené pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS, byla
u nemodifikovanych c¢astic 126,0 nm a u modifikovanych castic 45,6 nm. Koncentrace

bunék v kultuie Chlamydomonas byla 5,5-10° bunék/ml.

Bylo vytvofeno osm duplicitnich vzorki. Do vSech 16 zkumavek bylo
napipetovano 9 ml kultury. Do prvnich ¢tyf  zkumavek byl pfidan 1 ml
demineralizované vody. Dva z téchto vzorki byly slepé, do dalSich dvou zkumavek
bylo pridano 200 ul 0,01 M kyseliny octové. Do druhych ¢tyt zkumavek byl piidan 1 ml
suspenze axilatu 32S bez nulmocného nanozeleza. Z téchto vzorki byl zjistovan vliv

samotného axilatu na Chlamydomonas, respektive vliv axilatu a kyseliny.

Do dalSich c¢tyt zkumavek byl pfidan 1 ml suspenze nemodifikovaného
nulmocného nanozeleza. Koncentrace nanozeleza v téchto vzorcich byla 820,45 mg/l.
Do poslednich ¢ty zkumavek byl ptidan 1 ml suspenze modifikovaného nulmocného
nanoZzeleza. Koncentrace axildtového nanozeleza ve vzorcich byla 491,32 mg/l. Pro oba
typy nanozeleza bylo vzdy do dvou ze ¢tyf zkumavek ptidano 200 pl kyseliny octové.
Vzorky byly umistény na vertikalni rota¢ni tfepacku Plunotech s nulovou dobou zdrzeni
v krajnich pozicich a s rychlosti otaceni pét otacek za minutu. Vzorky byly michany po

celou dobu testu testu pii laboratorni teploté.

Zivotaschopnost bunék byla méfena ve slepych vzorcich pied zadatkem pokusu.
Dale byly vSechny vzorky métfeny po jedné, dvou, tfech, ¢tyfech a Sesti hodinach od
nasazeni pokusu. Tyto intervaly byly voleny pro zjisténi vyvoje vlivu nanozeleza na
tasu Chlamydomonas v pocatecni fazi inkubace. Pied zacatkem pokusu bylo ve slepém

vzorku pfitomno 92 % Zivotaschopnych bunék.
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Graf 4.9-2: Kinetika vlivu nemodifikovaného nanozeleza a nanozeleza modifikovaného
axilatem 328 na Zivotaschopnost bunék kultury Chlamydomonas; Zivotaschopnost
bunéek v jednotlivych vzorcich byla prepocitana vzhledem slepému vzorku obsahujicimu

92 % zivotaschopnych bunék.

Z grafu 4.9-2 je patrné, ze piidavek kyseliny, axilatu 32S ani axilatu 32S
s kyselinou neovliviiuje Zivotaschopnost bun¢k. Dale pak, Ze pro bunécnou kulturu
Chlamydomonas je vice toxické nanozelezo modifikované axildtem nez nemodifikované
pti stejné koncentraci. K nejvétsimu poklesu zivotaschopnosti bunék dochéazi po prvni
hodiné¢ pisobeni nanozeleza. Snizeni pH kyselinou octovou neméa na toxicitu

nanoZeleza prokazatelny vliv, stejné€ jako u pfedchoziho experimentu.

4.9.3 Treti experiment

Tteti test byl zaméfen na zkoumani vlivu nemodifikovaného a modifikovaného
nanozeleza a prototypu nulmocného Zeleza v riiznych koncentracich. Pfi testu byla
pouzita suspenze nemodifikovaného nulmocného nanozeleza, suspenze nanoZzeleza
modifikovaného axilatem 32S a suspenze nulmocného Zzeleza pZVI. Parametry
nemodifikovaného a modifikovaného nulmocného nanozeleza byly stejné jako

v pfedchozim experimentu.

Suspenze nulmocného Zeleza pZVI nebyla pripravovana klasickym
dispergovanim. Bylo navazeno 400 mg Zeleza a ptfidano 80 ml demineralizované vody.

Dispergace probihala v ultrazvukové ldzni po dobu dvaceti minut. Podil nulmocného
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zeleza v suspenzi analyzovany pomoci zmenSené aparatury MasSinovy trubice byl
91,8 % a velikost dispergovanych uZVI ¢astic v suspenzi, méfena pomoci piistroje
Zetasizer Nano ZS byla 255,7 nm. Koncentrace bun¢k v kultuie Chlamydomonas byla
6,4-10° bunék/ml.

Bylo vytvofeno 32 duplicitnich vzorkd. Do vSech 64 zkumavek bylo
napipetovano 8 ml kultury. Do prvnich ¢tyf zkumavek byly piidany 2 ml
demineralizované vody. Dva z téchto vzorki byly kontrolni a do zbylych dvou bylo
ptidano 200 pl 0,01 M kyseliny octové. Zbylych 60 zkumavek bylo rozdéleno na tii
skupiny po dvaceti. Vzdy do ¢tyf zkumavek z kazdé skupiny bylo pfidano 0,1 ml,
0,5ml, I ml, 1,5ml a 2ml pfislusSné suspenze nanozeleza. VSechny vzorky byly
doplnény demineralizovanou vodou na objem 10 ml. Pro vSechny tfi typy nanoZzeleza
bylo vzdy do dvou ze ¢ty pfislusnych zkumavek ptidano 200 pl 0,01 M kyseliny
octové. Pfesné koncentrace nanoZeleza v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny

v nésledujici tabulce.

Tabulka 4.9-2: Koncentrace nanozeleza ve vzorcich

) Obsah celkového zeleza [mg/1]
Oznaceni vzorku | Objem suspenze [ml/10 ml] - -
nemodifikované | pZVI | axilatové

50 mg/l 0,1 82,05 50 49,13

250 mg/1 0,5 410,23 250 | 245,66
500 mg/1 1 820,45 500 | 491,32
750 mg/1 1,5 1230,68 750 | 736,98

1 000 mg/1 2 1640,91 1000 | 982,63

Vzorky byly nasazovany ve ctyfech fazich po 30 minutach, aby bylo moZzno
zajistit stejnou dobu inkubace. Vzorky byly umistény na vertikalni rotacni tfepacku
Plunotech s nulovou dobou zdrZeni v krajnich pozicich a s rychlosti otaceni pét otacek

za minutu. Vzorky byly michany po celou dobu testu pii laboratorni teplote.

Zivotaschopnost bunék byla pied zacatkem pokusu méfena ve slepych vzorcich.
Dale byly vSechny vzorky méteny po dvou a po dvanacti hodinach od nasazeni pokusu.

Pied zacatkem pokusu bylo ve slepém vzorku pifitomno 96 % Zivotaschopnych bunék.
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Graf 4.9-3: Vliv nemodifikovaného nulmocného nanozeleza na Zivotaschopnost bunék
kultury Chlamydomonas; Zivotaschopnost bunék v jednotlivych vzorcich byla

prepocitana vzhledem slepému vzorku obsahujicimu 96 % Zivotaschopnych bunék.

Z grafu 4.9-3 je patrné, ze piidavek kyseliny ve vzorku nema na Zivotaschopnost
bun¢k vyznamny vliv. Déle pak, ze vyssi koncentrace pridaného nanozeleza byla pro
buiiky vice toxicka. Po dvanacti hodinach doslo k mirnému zvySeni zivotaschopnosti
bunék u vétSiny vzorki. Nemodifikované nanozelezo zptisobovalo ve srovnani

s ostatnimi testovanymi suspenzemi nejmensi snizeni Zivotaschopnosti.
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Graf 4.9-4: VIiv uZVI nulmocného zeleza na Zivotaschopnost bunék kultury
Chlamydomonas; Zivotaschopnost bunék v jednotlivych vzorcich byla prepocitina

vzhledem slepému vzorku obsahujicimu 96 % Zivotaschopnych bunék.
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Suspenze vyrobend z pZVI nulmocného zeleza (graf 4.9-4), zptisobovalo vyssi
umrtnost bunék neZ suspenze nemodifikovaného nanozeleza. Také u téchto vzorki
doslo po dvanacti hodinach ke zvySeni Zivotaschopnosti bun¢k a vyssi koncentrace

nanozeleza zplsobovala vEétsi imrtnost bunck.
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Graf 4.9-5: VIiv nulmocného nanozeleza modifikovaného pomoci axilatu 328 na
Zivotaschopnost bunék kultury Chlamydomonas, Zivotaschopnost bunék v jednotlivych
vzorcich byla prepocitana vzhledem slepému vzorku obsahujicimu 96 %

Zivotaschopnych bunék.

Suspenze nanozeleza modifikovaného axilatem 32S (graf 4.9-5) byla pro kulturu
Chlamydomonas nejvice toxickd. Po dvanacti hodinach doslo ke zregenerovani bunck
pouze ve vzorku s koncentraci nanozeleza 50 mg/l. U ostatnich vzorkid nedoslo ke
zpétnému ,,0ziveni“ bunc¢k. Mira Zzivotaschopnosti ve vzorcich s koncentraci
nulmocného nanozeleza 250—-1 000 mg/l se vyrazné neliSila. Modifikované nanozZelezo
zustava oproti nemodifikovanému redoxn¢ aktivni po delsi dobu, a proto nedovoluje

regeneraci bunck.

4.9.4 Zhodnoceni

Pouzitim piistroje Casy model TT Ize zjistovat vliv nemodifikované¢ho
1 modifikovaného nulmocného nanozZeleza na fasu Chlamydomonas. Pti analyzovani
neni nutnd zvySena hustota buné¢k. Naopak pii méfeni je nutné kulturu natedit tak, aby

pocet bunék v nafedéném vzorku mensi nez 10° bunék/ml.
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Touto metodou nebyl analyzovan vliv nulmocného nanozeleza na sinice
Anabaena planktonica a Aphanizomenon flos-aquae, nebot jako prokaryotni organismy
nemaji pravé bunécné jadro a jejich kruhova DNA se volné pohybuje v cytoplazmé.
Ptistroj tudiz nemiize zadné jadro identifikovat a je vyhodnocovan pouze pocet zivych
bun¢k a bunééné zbytky ve vzorku. Vliv nulmocného nanozeleza na sinice by mohl byt
zjistovan pomoci téchto dvou hodnot. Vzorky by vSak musely byt ptfipravovany ve vice
vyhotovenich, aby byla snizena moznost chybné interpretace zptisobena mensim poctem
bun¢k v analyzovaném vzorku. Dal§im problémem pii analyzovani Zivotaschopnosti
sinic timto pfistrojem je skutecnost, Ze ptistroj vyhodnocuje vlakno jako jednu buiku
o urcité velikosti a maximalni délka vldkna nesmi ptfesdhnout 120 um. TudiZ je nutné

vlakna rozbit na jednotlivé buiiky, aniz by se poskodila jejich bunécna membrana.

4.10 Zjistovani vlivu nanoZeleza pomoci fluorochromu

Pti fluorescencnich testech byl zkoumén oxidac¢ni stres zplisobeny nulmocnym
nanozelezem pomoci fluorochromu Total ROS Detection Kit firmy Enzo Life Science
(viz ptiloha D). Pro detekci fluorochromu byl pouzit fluorescenéni mikroskop Zeiss

Axio Imager Al.

Pti fluorescen¢nim experimentu byl zkouman vliv nulmocného nanozeleza
modifikovaného axildtem 32S na kulturu sinice Anabaena planktonica. V kultute bylo
4,3-10° bunék/ml. Ptredpokladana koncentrace nanoZeleza ve vzorcich byla 500 mg/l.
Mnozstvi nulmocného zZeleza v 40x fedéné suspenzi, analyzované pomoci zmenSené
aparatury MasSinovy trubice, bylo 84,0 % a velikost modifikovanych castic méfend

pfistrojem Zetasizer Nano ZS, byla 45,6 nm.

Byly vytvofeny dva vzorky. Do dvou zkumavek bylo napipetovano 9 ml kultury
Anabaena. Do jedné z zkumavek byl pfidan 1 ml suspenze modifikovaného nanozeleza.
Presna koncentrace nanoZeleza byla 491,32 mg/l. Do druhé zkumavky byl pfidan 1 ml
demineralizované vody. Vzorky byly umistény na vertikalni rotacni tfepacku Plunotech
s nulovou dobou zdrZeni v krajnich pozicich a s rychlosti otaceni pét otacek za minutu.

Vzorky byly michany po dobu dvou hodin pfi laboratorni teplot€.

Po skonceni inkubace bylo podle ndvodu do tfi centrifuga¢nich zkumavek

napipetovano 250 pl slepého vzorku (testovany slepy vzorek, pozitivni a negativni
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kontrola) a do jedné zkumavky 250 pl vzorku inkubovaného s nanozelezem (testovany
vzorek). VSechny c¢tyfi vzorky byly centrifugovany pii 1 9000 otackach za minutu po
dobu péti minut. Po centrifugaci byl odlit supernatant a bunéCny pelet byl
resuspendovan 200 pl roztoku ROS Detection Solution. Vzorky byly inkubovény jednu
hodinu v Seru s opakovanym promichavanim po patnacti minutach. Po 30 minutach
inkubace byly ke vzorku negativni kontroly pfidany 3 pl roztoku ROS Inhibitor. Po
inkubaci byly vSechny Ctyfi vzorky centrifugovany a byl odlit supernatant. Bunéény
pelet byl resuspendovan 5 ml roztoku Wash Buffer Salts, vzorky opét byly
centrifugovdny a supernatant byl odlit pro odstranéni fluorochromu. Ke vzorku
pozitivni kontroly bylo pfidano 5 pl roztoku ROS Inducer a vzorek byl inkubovany po
dobu 30 minut. Poté byl tento vzorek centrifugovan, supernatant odlit a bunécny pelet
byl resuspendovan 5 ml roztoku Wash Buffer Salts. Nasledn¢ byl vzorek opét
centrifugovdn a supernatant odlit. VSechny ctyii vzorky byly resuspendovany 100 pl

roztoku Wash Buffer Salts.

Pot¢ bylo na podlozni skli¢ko napipetovano 20 pl vzorku a preparat byl
pozorovan fluorescenénim mikroskopem pii pouziti filtru s excitaci 550 nm a emisi
620 nm pro detekci sekundarniho fluorochromu (ROS Detection Solution) a pfi pouziti
filtru s excitaci 450 nm a emisi 680 nm pro detekci primarniho fluorochromu

(chlorofylu).

Béhem pokusu doslo pii centrifugaci a odlévani supernatantu k vyplaveni
vétSiny bunééného materidlu a v preparatech se nenachazely témér zadné bunky. Vlakna
sinice Anabaena obsahuji aerotopy, které ji dovoluji vznaset se ve vodnim sloupci
a znesnadiiuji centrifugaci. Proto byla pfi druhém testu pouzita kultura fasy

Chlamydomonas.

Pti druhém experimentu bylo testovdno modifikované nanozelezo a jeho vliv na
kulturu Chlamydomonas sp. V kultufe bylo 6,2:10° bunék/ml. Parametry nanoZeleza
byly stejné jako u ptedchazejiciho experimentu. Inkubace vzorkl probihala stejnym
zpusobem jako v pfedchozim experimentu a doba inkubace byla zkracena na jednu
hodinu. Pfi samotném experimentu byly vzorky reseuspendovany WC-médiem
a posledni resuspendovani vzorkii nebylo provedeno, aby nedoslo k ptiliSnému natedéni

zkoumaného vzorku.
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Po provedeni experimentu bylo na podlozni sklicko napipetovano 20 ul vzorku
a preparat byl pozorovan fluorescenénim mikroskopem. Pii pouziti filtru s excitaci
550 nm a emisi 620 nm pro detekci ROS Detection Solution byly patrné bunky
obsahujici ROS ve vzorcich s pfidanym nanoZelezem a ve vzorku pozitivni kontroly. Ve
vzorku pozitivni kontroly nebyly patrny bunky, které by neobsahovaly ROS.

Fluorochrom pouzivany pii tomto testu emituje oranZzové svétlo.

Pro detekci vSech bun¢k byl pozit filtr s excitaci 450 nm a emisi 680 nm, kterym

je v buiikach zvyraznén chlorofyl emitujici cervené svétlo.

Pii skladani fotografii bylo oranzové zbarveni fluorochromu navézaného na
ROS zménéno na zelenou, nebot” po sloZeni Cervené a oranzove barvy neni patrny rozdil
mezi buitkami, které obsahuji respektive neobsahuji zvysené mnozstvi ROS.

Chlorofyl ROS
ex/em 450/680 ex/em 550/620

slozené snimky

nulmocné
nanozelezo

Obr. 4.10-1: Bunky kultury Chlamydomonas [5]

Z obr. 4.10-1 je patrné, ze bunky ve vzorku s pfidanym nulmocnym
nanozelezem (c) byly vystaveny ptisobeni ROS generovanych nanozelezem. Ve slepém
vzorku bylo pfitomno minimalni mnozstvi ROS, které je vzdy pfitomno v buiikach jako
vedlej$i produkt aerobniho dychani. Ve vzorku pozitivni kontroly bylo v buiikdch
obsazeno také velké mnozstvi ROS, kdezto ve vzorku negativni kontroly bylo ptfitomno

minimalné mnozstvi ROS.
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Zavér
Studie zabyvajici se toxicitou nulmocného nanozeleza na sinice a fasy nebyly
doposud nikde publikovany. Pfi studiu toxicity nanozeleza je zapotiebi prekonat mnoho

metodologickych ptekazek jako je rychla oxidace nulmocného nanozeleza v pfitomnosti

kysliku a tendence tvorby agregatt pii vyssim pH.

Byly modifikovany a ovéfovany tii vybrané metody, které maji odliSny princip

detekce vlivu nulmocného nanozeleza na zivotaschopnost vybranych mikroorganismi.

Prvni z nich kvantitativné méfi enzym LDH, ktery je uvoliiovan pfi lyzi bunék.
Pii prasknuti plazmatické membrany, a nasledném vyliti cytosolu a organel ven
z buniky, je spektrofotometricky méfen Cerveny produkt vznikly reakci LDH se soli
tetrazolia. Touto metodou je mozné analyzovat vliv nemodifikovaného nanozeleza.
Nanozelezo modifikované axildtem 32S zpasobovalo zabarveni vzorkd a jejich
naméfené absorbance nemély zadnou vypovidajici hodnotu. Metoda je vhodna pro
vSechny typy zkoumanych mikroorganismii, nicméné¢ je zapotiebi, aby bylo ve vzorcich

pritomno dostatecné mnozstvi bunek.

Druhou metodou zjistovani vlivu nulmocného nanozeleza na mikroorganismy
bylo pouziti pristroje Casy model TT, ktery urcuje zivotaschopnost bunck
vyhodnocovanim jejich velikosti. Neporusend membrana zivotaschopnych bunck neni
propustna pro elektricky proud a zmétena velikost je skutecnou velikosti builky.
Membrana mrtvé buiiky je pro elektricky proud propustnd a zméfena velikost odpovida
velikosti bunétného jadra. Timto zplisobem lIze piesné zjistit polty zivotaschopnych
a mrtvych bunék. Metoda je vhodna pro vSechny typy suspenzi nulmocného nanozeleza,

avsak Ize ji dveéryhodné€ analyzovat predevsim eukaryotické organismy.

Pii tfeti metod€ byl vyuzivan kit pro detekci ROS v buiikdch mikroorganismt
a fluorescencni mikroskop. Tato metoda je vhodnd pro vSechny typy suspenzi
nulmocného nanozeleza. Metodou lze, pfi vhodné volbé excitacnich a barierovych
filtri, analyzovat vliv nulmocného nanoZeleza na generovani ROS v eukaryotickych

1 prokaryotickych mikroorganismech na bunééné urovni.

Srovname-li tyto tfi metody z finan¢niho hlediska, pak je nejlevnéjsi
cytotoxicky test, jehoz cena je 10 000K¢ a pifi provadéni testu je zapotfebi pouze

spektrofotometr. Zjistovani toxicity pomoci pfistroje Casy model TT je financné
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jsou levné. Nejvice finanéné narocnd je metoda analyzy vyuZivajici fluorescencni
mikroskop a kit pro detekci ROS, potfizovaci cena mikroskopu se pohybuje mezi
1-1,5 mil K¢ a cena detek¢éniho kitu je 5 500 K&. Z hlediska ceny jednoho stanoveni bez
ohledu na pfistrojové vybaveni je nejdrazsi metodou cytotoxicky test (zhruba 200 K¢ za
vzorek), dal§i dvé metody jsou vyrazné levnéj§i (zhruba 2 K& za vzorek). Casova
naro¢nost provedeni cytotoxického testu a analyzy zivotaschopnosti a nasledné
vyhodnoceni naméfenych hodnot je srovnatelna. Casové mnohem néroénéjsi je metoda
vyuzivajici fluorescencni mikroskop, pokud jsou vysledky vyhodnocovéany analyzou

obrazu.

Z vysledka provedenych experimentl vyplyva, Zze pro testovanou kulturu fasy
Chlamydomonas sp. je nejvice toxické nulmocné nanozelezo modifikované axilatem
32S. Koncentrace nulmocného modifikovaného nanozeleza 245,7 mg/l zplisobuje umrti
70,9 % bunék v kultufe. Pro kulturu sinice Anabaena planktonica je nemodifikované
nanoZzelezo nejvice toxické v koncentraci 837,5 mg/l a pro kulturu Aphanizomenon

flos-aquae zpisobuje nejvetsi toxicitu v koncentraci 1 116,7 mg/1.

Metody pro zjistovani vlivu nanozeleza na sinice a fasy a zpusoby inkubace
bylo nutné po prvnich experimentech modifikovat a experimenty znovu opakovat. Pfi
experimentech bylo zapotiebi zajistit malou velikost nanocastic nulmocného Zeleza,
proto byly testovany latky snizujici pH a zajiStujici mensi a stabilni velikost (fosfatovy
pufr a kyseliny). Dale bylo nutné minimalizovat mnozstvi kysliku rozpusSténého ve vodé
a snizit tak miru oxidace nulmocného nanozZeleza aniz by byl ovlivnén rist

mikroorganism.

Pti laboratornich experimentech byla pouzivana méné koncentrovanéd suspenze
nulmocného nanozeleza, kterou nebylo mozné analyzovat pomoci komeréné dodavané
Masinovy trubice. Proto byla zkonstruovdna zmensend aparatura, diky niz je mozZné

analyzovat i suspenze s malym podilem nulmocného Zeleza.

Vyse popsané experimenty jsou vychozim bodem pro dalsi testovani toxicity
nanozeleza pro mikroorganismy. Bude zjiStovana zavislost mnoZzstvi generovanych
ROS na koncentraci a riznych modifikacich nulmocného nanozeleza a s tim spojena

mira oxidaéniho stresu.
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Priloha A - Navod na pripravu kultiva¢niho média

Zésobni roztoky:

1. CaCl, 2H20 .oeieieiiiiiieeciec 36,800 g/1
2. MgSOs THo0 oo 37,000 g/1
3. NaHCO; oo 12,600 g/l
4. KoHPOL 3H0 o, 5,700 g/1
5. NaANO3 i 42,500 g/1
6. Na,Si03 SHy0 ..oooiiiiiiiieieeeee 21,200 g/l
7. NaEDTA ..o, 4,360 g/1
FeCl; 6Ho0 ..o, 3,150 g/1
CuSO4 SHoO .o 0,010 g/1
ZnSO4 THL0 oo 0,022 g/1
CoCly 6H20 ..o 0,010 g/1
MnCl, 4Ho0 oo, 0,180 g/l
Na,MoOs 2H20 ..o, 0,006 g/1
H3BO3 e, 1,000 g/1
8. thiamin .......cocceevieniiieiieiie e, 0,100 g/1
DIOtIN ..o 0,0005 g/1
cyanokobalamin ...........cccceeeveeennennn. 0,115 g/l
PUT (TT1S) weveeiieeeeeee e 0,115 g/l

Na 11 média se dava 1 ml zasobniho roztoku kazdé slouceniny (1-6), 1 ml roztoku

mikroprvkill (7) a uveden mnoZzstvi praskového pufru. Po autoklavovani a zchladnuti se

prida 1 ml smési vitamint (8).

Slouceniny 1 az 7 se musi pridavat do spolecné nadoby piesné v tomto potadi, jinak

vznikne srazenina [2].
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Priloha B - Navod pro cytotoxicky test CytoTox 96

Pro vyhodnocovani toxicity latky je zapotiebi vytvofeni tifi vzorkd bez
testované, potencidlné toxické latky. Prvnim vzorkem je Zivné médium obsahujici
buiiky, pro které je toxicita testovana (vzorek A). Z tohoto vzorku je zjiSténa spontanni
lyze bunék, ke které dochdzi za normalnich okolnosti. K druhému vzorku, obsahujicimu
také médium s bunikami, je pfidan lyzac¢ni roztok (LYSIS SOLUTION). Pfidani tohoto
roztoku zpusobi lyzi vSech bunék ve vzorku, a diky tomuto vzorku je zjiSténa
maximalni koncentrace LDH (vzorek B). Ve tietim vzorku je pfitomno pouze zivné
médium bez buné€k, do kterého je pfidan lyzacni roztok. Tento vzorek slouzi k urceni
pozadi testu (vzorek C). V dalSich vzorcich je pfitomno kultivatni médium s bunikami

a testovanymi latkami (vzorek D).

Ke vzorkim B a C je pfidan lyzacni roztok. Objem ptidavaného lyzacniho
roztoku je 10 % z objemu vzorku. Nasleduje 45 minutova inkubace pii laboratorni
teploté. Po inkubaci lyzaéniho roztoku jsou vzorky A, B, C i D centrifugovany.
Rychlost a doba centrifugace je zavisla na typu bunck a slouzi k odd¢€leni supernatantu
od bunééného peletu. Pfi centrifugaci nesmi byt buiiky poskozeny. Supernatant je
nasledné prenesen do novych zkumavek a je pfiddn SUBSTRATE MIX. Tento roztok
vznikne napipetovanim 12 ml ASSAY BUFFER do zkumavky s praskovou (pevnou)
c¢asti SUBSTRATE MIX. Objem roztoku SUBSTRATE MIX je 100 % objemu
reakci LDH a Cervené zbarveni vzorku. Inkubace probihd v temnu pii laboratorni
teploté po dobu 30 minut. Po inkubaci je ke vzorklim ptfidan roztok STOP SOLUTION,
ktery zastavi chemickou reakci tetrazoliové soli. Objem ptidavaného roztoku je 100 %
objemu pivodniho vzorku. Nasledné jsou vzorky méfeny pomoci UV-VIS
spektrofotometru a je odecitana jejich absorbance pti 490 nm. Cytotoxicita dané latky je
pak vypocitana podle rovnice (14).

Pro minimalizovéani chyby je vhodné pfipravovat vzorky a méfit je v duplikatech
¢i triplikatech a pro vypocet cytotoxicity pak vyuzit aritmetické primery téchto hodnot.

Roztoky LYSIS SOLUTION a STOP SOLUTION je nutné uchovavat pfi
teplot¢ +4 °C, roztok ASSAY BUFFER a praSkova c¢ast SUBSTRATE MIX je
uchovavana pfi teploté —20 °C [29].
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Priloha C - Navod pro kalibraci a méreni pristrojem

Casy model TT

Pro analyzovani Zivotaschopnosti bun€k je zapotifebi kalibrace pfistroje na
ptislusnou kulturu. Coz znamena nastaveni velikostnich intervalil, ve kterych se nachazi
bunécéné zbytky, mrtvé buiiky (neboli velikost jadra) a Zivé buiiky. Kalibrace jsou rtizné
pro jednotlivé kultury mikroorganismii a mohou se mirné¢ ménit v zavislosti na staii

kultury.

Po zapnuti pfistroje probiha kontrola hardwaru, tlakového systému a pamétovy
test ulozenych programil, kalibraci a nastaveni. V piipad¢, Ze nejsou detekovany
poruchy ¢i problémy, je pfistroj pfipraven k mefeni a na grafickém displeji je zobrazen

prazdny vysledkovy graf.

Mg¢feni je provadéno pomoci jedné ze tii kapilar s riiznou velikosti poru. Jejich
velikost, rozsah métfeni a modelové organismy pro kapilary jsou uvedeny v tabulce
6-4.1. Kapiléru je nutné ptred vyménou a po ni diikkladn€ vycistit od zbytkii métenych
vzorkill. K tomu je uréeny roztok CASY CLEAN, coz je bezbarvy, netoxicky, nehotlavy
a alkalicky roztok. Po vyméné kapilary je nutné ptenastaveni programu na piislusnou
kapilaru. Kapilary jsou uchovavany ve fyziologickém roztoku, ktery zabranuje vysuSeni

kapilér a tim jejich poSkozeni.

Tabulka C-1: Vlastnosti kapilar

kapilara | rozsah méfeni | typové vzorky

45 ym |0,7-30 pm bakterie, malé houby

60 um | 1,240 ym kvasinky, fasy, plankton, krevni butiky a paraziti

150 um |3,2-120 um | sav¢i buiilky, bunééné linie, velky plankton, prvoci

Po vyméné kapilary je zapotiebi instalace externi elektrody, kterd snima
generované proudové pole. Elektroda musi byt ve svislé poloze, aby byl zajiStén
spravny piijem signalu. Pfi méfeni musi byt elektroda zakryta ochrannym Stitem pro
zabranéni vné&jSiho ruseni. Pfi vymeéné kapilary a v dobé, kdy nejsou méteny vzorky je

elektroda uchovavana v silikonovém pouzdte, které zabraiiuje jejimu poskozeni.

Pted kalibraci a méfenim je nutné provést kontrolu pozadi, které ovliviiuje
vysledky méteni. Kontrola se provadi v ¢istém roztoku CASY TON v piednastaveném

vychozim programu 00 a je pii ni zjiStovano mnozstvi pfitomnych ¢astic, které¢ velikosti
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odpovidaji obvykle bunéénym zbytkiim. Maximalni pfipustné koncentrace ¢astic pro
jednotlivé kapilary jsou uvedeny v tabulce 6-4.2. V pfipad¢, ze je koncentrace Céstic
vysS§i nez je jejich limit, je nutné kapilaru vycistit. Kontrolu pozadi je vhodné provadét

1 béhem méteni, aby nedoslo ke zkresleni vysledka.

Tabulka C-2: Maximalni limit pozadi

kapilara |maximalni pocet ¢astic

45 um < 100 ¢astic/ml
60 um |< 200 ¢astic/ml
150 um |< 3 000 ¢astic/ml

Pro kazdou kapilaru je moZno nastavit 20 riznych programt, z ¢ehoz je jeden
prednastaveny pro kontrolu pozadi a neni vhodné jej ménit. Jednotlivé programy jsou
oCislované a je mozné je pojmenovat pro jejich lepsi identifikaci. V programech lze
nadefinovat maximalni hodnotu osy X (velikost méfenych vzorki), dale pak objem
méfeného vzorku, pocet cyklli méfeni, velikost zobrazované osy Y (pocet Castic ve
vzorku) a polohu vyhodnocovacich a normalizacnich kurzord. Velikost osy X urcuje
mnozstvi ¢astic, které jsou vyhodnocovany, velikost osy Y ovliviiuje pouze zobrazeni

distribu¢niho rozloZeni (graf), nikoli vyhodnocovani.

Pfed samotnym méfenim je nutnd kalibrace kultury, pfi niZ je nastavena hodnota
vyhodnocovaciho a normalizacniho kurzoru. Mezi levym (NL) a pravym (NR)
normaliza¢nim kurzorem jsou obsazeny zivé i mrtvé buiky kultury, mezi levym (CL)
a (CR) pravym vyhodnocovacim kurzorem se nachazi pouze zivé bunky v kultufe viz.
obr. C-1. Pro kalibraci je nutné pouzit kulturu, kterd se nachazi v exponencialni fazi
rustu, ktera obsahuje vice nez 90 % zivych buné€k. Pii kalibraci jsou nezddouci bunécné
agregaty, které se mohou v kultufe vyskytovat. Je nutné tyto shluky bun¢k pted

meéfenim odstranit. Obvykle stac¢i kulturu promichat naptiklad pomoci vortexu.

SET: Tumor-02 IML: 9.355E+05 CL: 10.40 pm

CNT| via: 94.52% AGG: not Cale. CR: 40.00 pm
= NL: 5.90

500) L

NR: 40.00 pm

30l T 40hm

Obr. C-1: Kalibrace - vysledky vzorku se Zivymi burikami; [30]
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Ptistroj se pro jednotlivé bunééné kultury kalibruje pomoci tfi vzorki. Nejprve
je vytvoten vzorek se zivou kulturou. V zavislosti na poctu bunék v kultufe je do kyvety
napipetovano 20-200 ul vzorku kultury. Nésledné je pfidano 10 ml roztoku CASY
TON a vzorek je promichan trojndsobnym oto¢enim kyvety o 180°. Poté je vzorek
zméten. Hodnota levého normaliza¢niho kurzoru je nastavena k pravému okraji piku
bunéénych zbytkli a hodnota levého vyhodnocovaciho kurzoru je nastavena k levému
okraji piku zivych bun€k. Pravé kurzory jsou nastaveny na maximalni hodnotu rozsahu
osy x viz obr. C-1. Poté je pfipraven vzorek s uméle usmrcenymi buitkami pomoci
CASY BLUE. Do nové kyvety je napipetovan stejny objem vzorku kultury jako pii
prvnim méfeni. Nasledné¢ je pifidano 800 pl roztoku CASY BLUE a vzorek je
promichan pétindsobnym nasanim vzorku pipetou. Nasleduje 2 minutova inkubace pii
laboratorni teploté€, po které je vzorek nafedén 9 ml roztoku CASY TON a je promichan
trojndsobnym otocenim kyvety o 180°. Po natedéni vzorku je nutné pockat 1 minutu.
Nasledné je vzorek jesté jednou promichan a zméfen. Na zobrazeném grafu by mél pik

mrtvych bunék lezet mezi levym normaliza¢nim a levym vyhodnocovacim kurzorem

viz obr. C-2.

SET: Tumor-02 ILML; 1,342E+05 CL: 10.40 pm

CNT| via: 14.58% AGG: not Calc. CR: 40.00 pm

5 NL: 5.90 pm
750 FR: 40.00 pm
600l 1 i

N I l‘ Dead cell population
450 |
300 :
150

0l 10 ool T 30l T 40k

Obr. C-2: Kalibrace - vysledky vzorku s mrtvymi bunikami; [30]

Posledni vzorek obsahuje zivé i mrtvé bunky. Jiz pfipravené a zméfené vzorky
jsou znovu promichdny a do nové kyvety je napipetovano 7 ml vzorku zivych bunck
a 3 ml vzorku mrtvych bunék. Poté je kyveta se vzorkem promichana trojnasobnym
otocenim kyvety o 180° a vzorek je zméfen. Na vysledném grafu jsou zobrazené
bunécné zbytky, mrtvé a zivé bunky. Pii zobrazeni vSech tii pikli je mozné jemné

doladéni pozic kurzort, které by mély leZet v minimu mezi dvéma piky viz obr. C-3.
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SET: Tumor-02 LIML: 5.804E+05 CL 11.40 pm
CNT| via: 63.45% AGG: not Calc. CR: 40.00 pm
250 | it 26 00
200] |

- |
150 |
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Obr. C-3: Kalibrace - vysledky vzorku se zZivymi a mrtvymi bunikami; [30]

V ptipadé, ze piky lezi blizko u sebe, je mozné pro presné zkalibrovani zizeni
meéficiho rozsahu. V programu je pro osu x vybrana men$i hodnota, ¢imz dojde
k optickému rozsifeni velikostniho rozlozeni obr. C-4. Pfi zméné rozsahu méteni jsou

data z posledniho méteného vzorku smazana. Proto je nutné vzorek s Zivymi a mrtvymi

burikami zméfit znovu.

SET: Tumor-03 IML: 2.547E+06

CL: 9.10 pm SET: Tumor-03 LML: 2.465E+06 CL: 9.30 pm
CNT|via: 63.42% AGG: not Calc. CR: 40.00 pm CNT| via: 62.72% AGG: not Cale. CR: 20.00 m
56‘ WL 5.60 pm = NL: 5.80 pm
! NR: 40.00 pm 50 l NR: 20.00 pm
40| | 49 | a I
30} | 30) |
o | » |
20 20
= ‘ I
10 10|
ol 200 T30l 7 a0hm 0 5 10 20hm

Obr. C-4: Optimalizace - zuzeni osy x, [30]

Pokud je velikostni rozlozeni ptili§ ploché, coz byva zpisobeno mnohonéasobné
veétsim mnozstvim bunéénych zbytkl, je mozno "pfiblizit" graf. Toto pfiblizeni je
umoznéno zménou rozsahu osy y (pocet dcastic), po které jsou piky Iépe
identifikovatelné obr. C-5. Zména rozsahu osy y zasahuje pouze do grafického
vyjadfeni naméfenych hodnot, a proto neni nutné po zméné rozsahu znovu vzorek méfit.
Pro vlastni méfeni je vSak vhodné zvétsit objem méteného vzorku ¢i zvysit pocet cykli
meéteni. Pfi vice cyklech meéfeni nedochdzi k primérovani naméfenych hodnot
jednotlivych méfeni, nybrz k jejich secteni. Pocet méfeni ani objem métené¢ho vzorku
nijak neovlivituje velikostni rozlozeni meéfeného vzorku ani procentudlni vyjadieni

zivotaschopnosti bunék.
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SET: Tumor-03 IML: 3.865E+06 cL 9.10 pm SET: Tumor-03 LML: 3.865E+06 CL: 9.10 pm

CNT| via: 95.72% AGG: not Calc. CR: 40.00 pm CNT| via 95.72% AGG: not Calc. CR: 40.00 pm
= NL: 6.70 pm =~ KNL: 6.70 pm

500 NR: 40.00 pm 50 NR: 0.00 pm

400 k 1 40
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N
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Obr. C-5: Optimalizace - ,,zoom*; [30]
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Pokud byl pfi kalibraci zmensen méfici rozsah, je nezbytné jej po zkalibrovani
nastavit na maximalni hodnotu. Jinak by pfi vlastnim méfeni nebyly vyhodnocovany

bunécné shluky, které by byly vétsi nez méfici rozsah.

Pted samotnym méfenim je dilezitd kontrola, zda je v softwaru nastavena stejna
kapilara, ktera se pravé pouziva, kontrola pozadi métfeni a volba spravného méficiho
programu. Vzorky uréené pro méfeni procentualniho vyjadfeni Zivotaschopnosti se
pfipravuji obdobné jako pfi kalibraci. V zavislosti na poctu bun€k v kultufe je do kyvety
napipetovano 20-200 ul a 10 ml roztoku CASY TON. Vzorek je promichan
trojnasobnym otocenim kyvety o 180° a nasledn¢ je zméten. Vysledky méfeni jsou
zobrazeny na grafickém displeji. Pro dalsi praci a vyhodnocovani je nutné naméiena
data ptepsat ¢i vyfotografovat, protoze pii méteni dal§iho vzorku jsou piepsana novymi
vysledky. Mezi jednotlivymi méfenimi musi byt kapildra ociSténa pomoci kyvety

s ¢istym roztokem CASY TON.

V pribéhu kalibrace nebo meéteni se kapilara miize ucpat nebo muze dojit
k vniknuti vzduchové bubliny do kapilary. V téchto situacich je méfeni zastaveno a je
nezbytné provést Cisténi kapilary pomoci roztoku CASY TON. Pokud problém
pretrvava 1 po nékolika nasobném cisténi (tiikrat), je mozné k CiSténi pouzit roztok
CASY CLEAN. Po ukonc¢eni méieni je diilezité ptistroj tiikrat procistit roztokem CASY
CLEAN, aby byly odstranény veskeré zbytky vzorki, které by se mohly v pfistroji

vyskytovat. Poté je mozné pfistroj vypnout.
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Priloha D - Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je zaloZena na jevu zvaném fluorescence. Tento jev
vyuziva chovani nékterych latek absorbovat svétlo urcité vinové délky a emitovat svétlo
jiné vlnové délky. Umoznuje tak zobrazovat latky obsazené napiiklad v bunkach
v minimalnim mnozstvi. Je rozliSovana primarni a sekundérni fluorescence. Pfi primarni
fluorescenci je v preparatu pfirozené pfitomna latka, kterd po ozéafeni dokdze sama
emitovat svétlo odlisné vinové délky. Jednou z takovych latek je napiiklad chlorofyl
pfitomny v sinicich a fasach, ktery po ozafeni modrym svétlem emituje svétlo Cervené.
Pii sekundarni fluorescenci je ke zkoumanému prepardtu bez vlastni fluorescence
pfidana fluorescencni latka zvand fluorochrom nebo fluorofor, kterd se navaZe na
specifickou bunécnou slozku nebo molekulu. Fluorochrom po ozéafeni emituje svétlo
pfislusné vinové délky. Existuje velké mnoZstvi fluorochromli napiiklad GFP, FITC,
primulin, hoechst, ethidium bromid, propidium jodid, akridinova oranz nebo congo red,

které jsou excitovany a emituji svétlo riiznych vinovych délek viz obr D-1.

FITC Cy3||Alexa 568 Cy5s

EXCITATION

EMISSION
420 460 500 540 580 620 660 nm

Obr. D-1: Priklady néekterych fluorochromii s prislusnymi excitacnimi a emisnimi
vinovymi délkami; [D-1]

Ptfi fluorescenci dochéazi k intermolekuldrni pfeméné energie. Fluorochrom je
excitovan elektromagnetickym zafenim o vhodné vlnové délce a dochéazi k absorpci
foton. Molekuly fluorochromu piechazeji ze zakladniho elektronového stavu do
excitovaného stavu. V tomto stavu vSak zlstavaji velmi kratkou dobu (10°-107s),
nebot’ je nestabilni a molekuly klesaji zpét na nizsi energetické hladiny. Cast ziskané
energie je prenesena na kinetickou energii, kterou molekula pfeda okoli ve formé tepla.
Zbyla energie je vyzafena v podobé fotonu a molekula prechazi zpét do zakladniho
stavu [D-2]. Jako fluorescencni barviva jsou proto pouzivany molekuly, které lze

snadno a koordinovan¢ excitovat a které se rychle vraceji zpct na pivodni hladiny.
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Vinovéa délka excitované¢ho elektromagnetického zéafeni je mensi nez vlnova
délka emitovaného zafeni. Ztrata energie je zpisobena pifenosem energie do vibracnich
pohybii molekul. Intenzita fluorescence je umérnd intenzité excitacniho svétla E,
hustoté¢ fluorochromu ve vzorku a efektivnosti fluorescence respektive kvantovému
vytézku k. Emitované svétlo je vyzafovano vSemi sméry bez ohledu na sméru

excitaéniho svétla.

Fluorescencni mikroskop se skldda ze svételného zdroje, excita¢niho filtru

a bariérového filtru jak je vidét na obrazku D-2.

Neabsorbovana
_— uv Modra modra
—_— —_—
i Fluorescence
- ( Eluta
b ——{——u——'—h- —————— — - 1‘}
- IR
. . . Lo . Fluorescenéni I Pozorovani nebo
Svetelny zdroj Excitacni filtr preparét Bariérowy filtr mikrofotografie

Obr. D-2: Schéma zakladnich soucasti fluorescencniho mikroskopu; [D-3]

Ze svételného zdroje vychazi svétlo o riiznych vinovych délkach od ultrafialové
po infraervenou. Toto svétlo prochazi pies excitacni filtr, ktery propousti pouze svétlo
pfislusné vinové délky potifebné pro fluorescenci vzorku. Svétlo ostatnich vinovych
délek je pohlceno. Ve vzorku, na ktery dopada svétlo jedné vinové délky, dochazi
k vyzéateni svétla o jiné vlnové délce A.,. Neabsorbované excitacni svétlo a emitované
svétlo pak prochazi pies bariérovy filtr, ktery propousti pouze svétlo o vinové délce Aep.

Vysledkem jsou struktury barevné zatici v temném poli.

Volba vlnové délky excitacniho a emitovaného zéafeni je velmi podstatna,
a proto je dulezita volba vhodnych optickych filtri. Ve fluorescencnim mikroskopu se
pouzivani bud’ filtry z barevného skla nebo interferencni filtry. Filtry z barevného skla
jsou vyrabény piiddnim urcitého pigmentu do skla. Pfidany pigment zptisobuje absorpci
svétla a filtry jsou propustné pouze pro Cast svételného spektra. Oproti interferen¢nim
filtrdm jsou levné, ale nelze je pouzit pro uzké pasmo vilnovych délek. Vyhodou
interferen¢nich filtri je naopak velmi ostrd frekvencni charakteristika, které nelze
dosdhnou pomoci barevnych filtrii. Déle je pak vhodné, aby filtry mély vysokou
ucinnost prenosu. ZvysSeni ucinnosti prenosu lze dosahnout aplikaci antireflexnich

vrstev [D-4].
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Fluorescencni mikroskopie se vyuzivd k vizualizaci bunéénych jader,
chromozomu ¢i cytoskeletu. Dale se vyuziva v imunodiagnostice k detekci riiznych
antigenti a proteinti [D-5]. Ke zkoumanému vzorku je mozné ptidat vice fluorochromt
emitujicich svétlo rtiznych vlnovych délek a nasledné lze zjistovat interakci mezi

latkami na které jsou fluorochromy navazany.

Nevyhodou klasického fluorescenéniho mikroskopu je skutecnost, Ze do
objektivu pfichazi emitované svétlo z roviny nad zaostfenou rovinou a pod ni, coz
zpusobuje rozmazani obrazu. Toto rozmazani je mozné odstranit pouzitim konfokalniho
fluorescencniho  mikroskopu [D-6], [D-7]. Druhou nevyhodou je blednuti
(photo-bleaching) vzorku. Pfi intenzivnim ozafeni dochazi k nevratnym zménam ve
fluorochromu a ten trvale ztraci schopnost emitovat zafeni a dochédzi az k Gplnému
vyblednuti. Dal§i nevyhodou je skutecnost, ze pti pfechodu excitovanych molekul na
niz$i energetické hladiny je uvolnovana energie v podob¢ tepla a dochazi k vysychani

vodného preparatu a jeho znehodnoceni.

-89-



Priloha E - Navod pro fluorescen¢ni test Total ROS Detection

Pted nasazenim experimentll je nutné vytvofit zasobni roztoky, které se dale
aplikuji ke zkoumanym vzorkim. Wash Buffer Salts je rozpusttn v 11
demineralizované vody a je uchovavan v chladni¢ce. K Oxidative Stress Detection
Reagent je pfidano 60 ul DMF. Timto natedénim vznikne 5 mM zésobni roztok. Pro
vytvoteni ROS Detection Solution jsou do 10 ml Wash Buffer Salts napipetovany 2 ul
Oxidative Stress Detection Reagent a roztok je jemné promichan. Tento roztok je
uchovavan v chladni¢ce. Zasobni roztok Oxidative Stress Detection Reagent je
uchovavan pii —20 °C. Aby pii opétovném rozmrazovani nedochizelo k degradaci
ucinné slozky, byly 2 ul roztoku napipetovany do 10 ml zkumavek. Ty byly uzavieny
vickem, zaizolovany parafilmem a zamrazeny. ROS Inducer je rozpustén ve 100 pl
DMF. Nafedénim vznikne 10 mM zasobni roztok. Po pfidani 123 pl demineralizované
vody k ROS Inhibitor vznikne 0,5 M zasobni roztok. Tyto roztoky jsou nasledné

pfidavany ke zkoumanym vzorkiim.

Pii experimentech by se mély pouZzivat kultury v exponencidlni fazi ristu.
Hustota bun€k by neméla piesahnout 1 000 000 bunék/ml. Cely pokus by se mél

provadét v Seru nebo pii nizké intenzité svétla.

Do centrifuga¢nich zkumavek je napipetovan takovy objem testované kultury,
aby po centrifugaci bylo v bunééném peletu ptitomno 100 000bun€k. Vzorky se
centrifuguji pfi 1 900 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po centrifugaci je ze vzorka
odlit supernatant a bunécny pelet je resuspendovan 200 ul ROS Detection Solution.
Vzorky jsou inkubovéany v temnu po dobu jedné hodiny s opakovanym promichanim.
Po 30 minutach inkubace je do vzorkli negativni kontroly pfidan ROS Inhibitor. Jeho
vysledna koncentrace ve vzorku by se méla byt 5 mM. Vzorky jsou po ukonceni
inkubace centrifugovany a je odlit supernatant. Bunécny pelet je resuspendovan 5 ml
Wash Buffer Salts nebo kultivacniho média. Nésleduje opétovné centrifugace a odliti
supernatantu. Timto zpasobem je ze vzorki odstranén ROS Detection Solution.
Ke vzorkiim pozitivni kontroly je pfiddn ROS Inducer, jeho koncentrace ve vzorku by
se mohla pohybovat mezi 200-500 uM a doba inkubace zavisi na typu a piesné
koncentraci bunétné kultury. Po inkubaci jsou vzorky centrifugovany a je odlit
supernatant. Nasledn¢ je bunécny pelet resuspendovan 5 ml Wash Buffer Salts nebo

kultivaéniho média, znovu centrifugovan a supernatant je opéct odlit. Bunécny pelet
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vSech vzorkl je resuspendovan 100 ul Wash Buffer Salts nebo kultivacniho média,
a nasledné je 20 pul vzorku napipetovano na podlozni sklicko. Takovyto vzorek by mél
obsahovat 20 000 bun¢k. Na fluorescencnim mikroskopu je pozorovana fluorescence
bun¢k se zvySenym mnozstvim ROS pfi excitaci 490 nm a emisi 525 nm. Je dulezité,

aby preparat nevysychal, jinak by byla ovlivnéna fluorescence [31].
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Priloha F - Vysledky cytotoxickych testi

Tabulka F-1: Prumérné hodnoty absorbanci namérenych pri prvnim testu

Chlamydomonas sp. oznaceni | absorbance
médium s buitkami 14 A 0,0565
médium s buitkami a s lyzacnim roztokem 14 B 0,0695
médium bez bunék s lyzacnim roztokem 14C 0,0490
médium s bunikami inkubovanymi nanozelezem | 14 D 0,0605
\Anabaena planktonica

médium s buiikami 20 A 0,0530
médium s buiikami a s lyzaénim roztokem 20 B 0,0400
médium bez bunék s lyzacnim roztokem 20C 0,0515
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem | 20 D 0,0650
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Graf F-1: Vyvoj pH ve vzorcich suspenze nanozeleza s pridavkem pufru
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Tabulka F-2: Primeérné hodnoty absorbanci namérenych pri druhém testu

oznaceni| absorbance

médium bez bunck s lyzacnim roztokem C 0,0450
Chlamydomonas sp.

médium s buitkkami 14 A 0,0795
médium s bunikami a s lyzaénim roztokem 14 B 0,1105
médium s buiikami inkubovanymi nanozelezem 14D 0,0905
médium s buitkami inkubovanymi kyselinou citrénovou | 14 D Ci| 0,0950
médium s buitkami inkubovanymi kyselinou sirovou 14DSi| 0,0935
\Anabaena planktonica

médium s buitkami 20 A 0,0755
médium s bunikami a s lyza¢nim roztokem 20B 0,0945
médium s buiikami inkubovanymi nanozelezem 20D 0,0735
médium s buiikami inkubovanymi kyselinou citrénovou | 20 D Ci| 0,0920
médium s bunikami inkubovanymi kyselinou sirovou 20D Si| 0,0920
médium s buiikami inkubovanymi kyselinou octovou |20 D Oc| 0,0815

Tabulka F-3: Primeérné hodnoty absorbanci namérenych pri tretim testu

oznaceni |absorbance

médium bez bunék s lyzaénim roztokem C 0,1570
Chlamydomonas sp.

médium s bunkami 14 A 0,4880
médium s buitkami a s lyza¢nim roztokem 14B 0,3170
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 50 mg/1 14D 50 0,0920
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 100 mg/l | 14 D 100 | 0,0975
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 500 mg/l | 14 D 500 | 0,1575
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 1 000 mg/l |14 D 1 000| 0,3075
\Anabaena planktonica

médium s bunkami A 20 0,6150
médium s bunikami a s lyza¢nim roztokem B 20 0,3610
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 500 mg/l | 20 D 500 | 0,1600
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Tabulka F-4: Primeérné hodnoty absorbanci naméerenych pri ctvrtém testu (prvni etapa)

oznaceni |absorbance
médium bez bunék s lyzacnim roztokem C 0,0640
Chlamydomonas sp.
médium s buiikkami 14 A 0,0845
médium s bunikami a s lyzacnim roztokem 14 B 0,2195
médium s bunkami inkubovanymi nanozelezem 500 mg/I 14D 500 | 0,1310
\Anabaena planktonica
médium s buitkami 20 A 0,0740
médium s buitkami a s lyzacnim roztokem 20B 0,1130
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 100 mg/l | 20 D 100 | 0,0750
médium s buiikami inkubovanymi nanozelezem 250 mg/1 20D 250 | 0,0825
médium s buiikami inkubovanymi nanozelezem 500 mg/l | 20 D 500 | 0,0880
médium s buiikami inkubovanymi nanozZelezem 750 mg/1 20D 750 | 0,1025
médium s bunikami inkubovanymi nanozelezem 1 000 mg/l1 {20 D 1 000| 0,0970
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 1 500 mg/l1 |20 D 1 500 0,0940
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 2 000 mg/l |20 D 2 000, 0,0890
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 2 500 mg/1 |20 D 2 500| 0,0860
Tabulka F-5: Primeérné hodnoty absorbanci namérenych
PpFi Ctvrtém testu (druha etapa)
oznaceni |absorbance
médium bez bunék s lyza¢nim roztokem C 0,0640
Aphanizomenon flos-aquae
médium s bunkami 21 A 0,0735
médium s buitkkami a s lyza¢nim roztokem 21 B 0,2080
meédium s buitkami inkubovanymi nanoZelezem 100 mg/1 21 D 100 0,0790
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 250 mg/l | 21 D 250 | 0,0845
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 500 mg/1 21 D 500 0,1110
médium s buitkami inkubovanymi nanoZelezem 750 mg/1 21 D750 0,1310
médium s buitkami inkubovanymi nanozelezem 1 000 mg/l |21 D 1 000| 0,1605
médium s bunikami inkubovanymi nanozelezem 1 500 mg/l |21 D 1500 0,1480
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