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Abstrakt

Elementarni nanozelezo oznacované jako nulamocné nanozelezo (nanoscale
zerovalent iron - nZVI) patii dnes jiz k bézn¢€ pouzivanym materidliim v sana¢ni praxi.
Prestoze celosvétové aplikace ukazuji jeho vysokou efektivitu pii degradaci a imobilizaci
ruznych organickych i1 anorganickych polutantl, potencidlné negativni vliv nZVI na
exponované organismy nebyl doposud dostatecné¢ prozkouman. Pro zhodnoceni
environmentalniho rizika spojeného s aplikaci tohoto materidlu je nutné piedevsim
porozumét mechanismiim jeho toxicity a celkovému vlivu na rezidentni mikrobialni
spoleCenstva. Tato prace se vénuje sumarizaci dosavadnich znalosti o toxicité nZVI a
vyvoji novych testil pro in vitro srovnavani akutni toxicity nové vyvijenych derivati tohoto
materidlu. Ddle je vramci této prace hodnoceno i riziko téchto materidli spojené
s vyvojem toxicity v prubéhu casu — starnuti nZVI. V posledni c¢asti je sledovan a
hodnocen vliv rlznych modifikaci nZVI na mikrobidlni spoleCenstva v
realn€ kontaminované ptidé s uméle vytvorenymi mikrokosmy. Zaroveii je v této ¢asti dale
hodnocen potencial materidli na bazi nZVI pro vyuziti v kombinaci s biostimulacnim

krokem pfi nanobioremediacich.



Abstract

Nowadays, nanoscale zerovalent iron (nZVI) is a nanomaterial commonly used in
remediation practice. Although worldwide applications of nZVI have shown its
effectiveness in degradation and immobilization of a wide range of organic and inorganic
pollutants, potential negative effects of nZVI on exposed organisms have not been
sufficiently explored. To avoid possible environmental risks, understanding of the
mechanism of nZ VI toxicity and its overall effects on microbial populations indigenous to
remediation sites is needed. The presented thesis summarizes current knowledge of nZVI
toxicity, and, moreover, deals with the development and application of a new test for in
vitro evaluation of acute toxicity caused by newly developed nZVI-based materials.
Additionally, in this thesis, the risk associated with changes in the toxicity of the
aforementioned materials during the aging process was examined. In the last part, the
effect of several nZVI-based materials on microbial communities of a real contaminated
soil was monitored and evaluated using artificial microcosms. In addition, in this part, the
potential of nZVI and its derived materials in combination with a biostimulation step

during nanobioremediation is outlined.
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1. Seznam zkratek

ATP
DDT
DNA
FISH
GSH
GSSG
HNE
HR-TEM

HS-SPME-GC-MS

LDso
LPO
MDA
NGS
nZVI
OECD

ORP

0S

PCE
PLFA
ROS
RT-qPCR

TEM
UV-VIS
7P

adenosintrifostat

1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

deoxyribonukleova kyselina

fluorescen¢ni in situ hybridizace

glutathion

dimer glutathionu

4-hydroxy-2-nonenal

transmisni elektronovy mikroskop s vysokym rozlisenim (z angl.
high-resolution transmission electron microscope)

mikroextrakei tuhou fazi spojena s plynovou chromatografii

a hmotnostni detekci (z angl. ,,headspace—solid-phase
microextraction—gas chromatography—mass spectrometry*)
davka zplsobici smrt 50 % jedinci

peroxidace lipidi (z angl. ,,lipid peroxidation*)

malondialdehyd

sekvenovani nové generace (z angl. ,,next generation sequencing®)
nulamocné nanozelezo (z angl. ,,nanoscale zerovalent iron‘)
Organizace pro hospodatskou spolupréci a rozvoj (z angl.
,»Organisation for Economic Co-operation and Development*)
oxidac¢né-redukéni potencial

oxidativni stres

perchlorethylen

fosfolipidové mastné kyseliny

reaktivni formy kysliku (z angl. ,,reactive oxygen species®)
kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném cCase (z angl.
,real-time polymerase chain reaction®)

transmisni elektronovy mikroskop

oblast ultrafialového a viditelného spektra

zivotni prostiedi



2. Uvod

Nanotechnologie zaznamenaly v poslednich dvou dekadach obrovsky rozmach
a v soucasnosti je jejich potencial vyuzivan prakticky ve vSech odvétvich. S velikosti
v tadech nanometrii (1-100 nm, dle definice nanoc¢éstice v doporuceni Evropské komise
(European Commission, 2011)) se poji i zvétSena plocha povrchu a snim i zvySena
reaktivita. Diky této jedinecné vlastnosti nanomaterialy nasly uplatnéni 1 v sanacni praxi.
Pfi remediacnich aplikacich je v soucasnosti pouzivano mnoho druhli nanocastic, vcetné
elementarnich, tzv. nula-valen¢nich kovl. V soucasnosti je nejvice pouzivanym
nanomateridlem v remediaéni praxi nulamocné nanozelezo (nZVI, zangl. nanoscale
zerovalent iron). Tento reaktivni nanomateridl je vyuZzivan pifi odstraiovani mnohych
organickych 1 anorganickych antropogennich latek zkontaminovanych lokalit. Vysoka
reaktivita nZVI spociva v jeho silné redukéni schopnosti, a umoznuje tak degradaci ¢i
imobilizaci celé fady vysoce toxickych, ¢asto persistentnich polutantti, které ve vysokych
koncentracich nelze snadno odstranit b&znymi sanaénimi technologiemi. Uginnost
dekontaminacnich technologii zaloZzenych na pouziti nZVI dokumentuje fada pilotnich
i celoplo$nych aplikaci provedenych v minulych letech, kdy byl tento material aplikovan
ve vysokych davkach (az 50 g/1) pomoci injektaznich vrtl tak, aby odstranil kontaminaci ¢i
zabranil jejimu dalSimu Sifeni. Tato cesta je velmi pravdépodobné tou hlavni,
prostiednictvim niz nZVI vstupuje do Zivotniho prostiedi (ZP) (Lefevre et al., 2016).
Z tohoto diivodu je patrné, ze bude prioritné dochédzet k expozici mikroorganismui
vyskytujicich se v ptidé a podzemni vodé na sanované lokalité. Stejné jako v piipadé
mnohych dalSich nanocastic je rovnéZ pravdépodobné, Ze pii vyrobé a aplikaci mize byt
tomuto nanomateridlu vystaven i1 ¢lovék. Samotna velikost v fddech nanometrli zaroven
zvySuje biodostupnost a vysoka reaktivita, zptisobend velkym reakénim povrchem, muze
riznymi zpisoby vyvolavat nezddouci efekt (Lewinski et al., 2008). Nespecificka
reaktivita spojend s nanorozmérem a vysoké aplikac¢ni davky tohoto materidlu predstavuji
mozné riziko pro ZP. Z tohoto diivodu je nutné studovat jeho potencidlné negativni u¢inky
na exponované organismy, at uz z pohledu jednotlivych mikrobialnich druht, ¢i vlivu
nZVI na celd mikrobidlni spoleCenstva v misté¢ jeho aplikace. Dosavadni znalosti
o toxickém ucinku nZVI nejsou kompletni a pfesné mechanismy jeho toxicity nebyly
doposud dostate¢né popsany, stejné jako vliv tohoto materidlu na celé mikrobidlni
populace. Rovnéz nebyly doposud dostate¢né hodnoceny zmény samotné nanocastice
z pohledu toxicity a jeji struktura v pribéhu delSiho ¢asového useku, kdy dochazi k oxidaci
(starnuti) nZVI a snizeni reaktivity. Starnuti nZVI ovliviluje mnoho faktord, které maji
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zésadni vliv na reaktivitu i toxicitu, a je tedy mimo jiné nutné porozumét i vyvoji
samotného materidlu v prostfedi o razném slozeni. V poslednich nékolika letech je
vyvijeno mnoho riznych modifikaci a kompozitnich materiali na bazi nZVI pro zvySeni
degradacni ucinnosti (napt. vyssi selektivni reaktivita, vyssi mobilita). Z tohoto diivodu je
nezbytné vyvinout metody pro jednoduché porovnavani toxicity téchto materidltt pied
jejich samotnou aplikaci v redlnych podminkach. Porozuméni mechanismiim toxicity,
zménam fyzikalné-chemickych vlastnosti a snimi spojené reaktivit¢ a mobilité
nanomateridlli na bazi nZVI v pribéhu ¢asu pomiize k odhadnuti rizika spojeného s jejich

budouci aplikaci.
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3. Nulamocné nanozelezo

3.1. Reaktivita nZVI

Reaktivita, a tedy i remediacni u¢innost nZVI, spoc¢iva v jednoduché reakci, kdy
samotny nanomaterial podléha oxidaci za soucasné redukce jiné latky. Touto latkou miize
byt cileny polutant, ale také celd fada jinych necilenych molekul, jako jsou napiiklad
kyslik obsazeny ve vzduchu ¢i molekula vody (Lu et al., 2016). Typicky ptiklad redukce
chlorovaného polutantu na povrchu nZVI je zobrazeny nize (Reakce 1 A). Krom¢ piimé
redukce kontaminantu na povrchu nanocéstice se do redukce riznych polutanti muze
zapojovat 1 oxidaci nZVI vznikly Zeleznaty kationt (Reakce 1 B). Pti reakci nZVI s vodou
dochdzi ke generaci plynného vodiku, ktery za urcitych podminek miize rovnéz
katalyzovat redukci polutantu (Reakce 1 C). Za piitomnosti kysliku miize dochdzet
1 ke vzniku volnych radikalu takzvanymi Fentonovymi procesy (Reakce 1 D). Spontdnnimi
reakcemi vznikajici radikaly mohou nasledné rovnéz interagovat s cilenymi polutanty
a nepiimo napomadhat v jejich degradaci ¢i transformaci. Mnoho studii v poslednich letech
navrhlo mechanismus a ukazalo vyuziti nZVI jakozto katalyzatoru pti Fentonovych
degradacich riznych organickych polutantii (Yang et al., 2015; Boussahel et al., 2007; Yan
et al., 2017).

A) Fe®+2RCI+2H" —  Fe*' +2RH+2 HCI

B) Fe’+2 H.0 —  Fe+20H +H, —  Fe** +RClI+H' —
Fe*+RH + HCl

C) Fe’+2 H.0 —  Fe**+20H +H» —  H;+RCl —
RH+H"+CI

D) Fe’+ O+ 2 H* —  Fe**+ Hy0, —  Fe¥*+OH +OH

Reakece 1: Piiklady typickych reakci nZVI

Mnoho studii v poslednich letech ukazuje vysokou uc¢innost nZVI pii odstranovani
anorganickych kontaminant®, a to pfedeviim iontd téZkych kovii jako As®*, As®*, Cr®

nebo Pb?* (Zou et al., 2016). Laboratorni studie rovn&z popisuji mechanismus adsorpce
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téchto iontdl na povrchu nanomateridlu a vliv riznych modifikaci na ucinnost
nanomateridlti na bazi nZVI pii redukci a imobilizaci téchto anorganickych polutantii.

Nanomateridly na bazi nZVI jsou rovnéz vysoce ulinné pii degradaci mnoha
halogenovanych organickych, c¢asto 1 persistentnich polutantii, jako je napiiklad
hexachlorocyklohexan (Lindan), DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan), ¢i
chlorovana rozpoustédla (Singh et al., 2011; El-Temsah et al., 2016). V poslednich letech
nékteré studie prokazuji i1 potencidl nZVI v degradaci i téch nejvice persistentnich
polutantd, jako jsou polychlorované bifenyly nebo bromované ¢&i perfluorované latky
(Sevcﬁ et al., 2017; Zhuang et al., 2011; Liu and Zhang, 2010; Arvaniti et al., 2015; Zhang
etal., 2018a).

3.2. Syntéza nZVI

Tento nanomateridl mize byt produkovan jak chemickou, tak mechanickou cestou.
Mezi nejbéznéji pouzivané chemické metody vyroby nZVI patii borhydrydova redukce.
Tato chemick4 syntéza je zalozena na redukci Fe?' a Fe’' iontd v roztoku se silnym
redukénim cinidlem NaBH4 (Zhao et al., 2016). Tato metoda je hojné¢ vyuzivand pfti
laboratornim testovani nanocastic nZVI, je vSak vysoce ndkladnd a neumoziiuje produkci
dostatecného mnoZstvi materidlu pro aplikacni ucely. Pfi této syntéze rovné€z vznika
mnozstvi toxickych vedlejSich produkttli, které by mohly vést k sekundarnimu znecisténi
ZP (Lu et al., 2016). Alternativou k tomuto procesu je dalsi piiklad chemické syntézy
nZVI, a to metoda ,,Green synthesis“. Timto procesem je, kromé jinych nanoc¢éstic, mozné
relativné levné vyrabét vysoce reaktivni nZVI bez tvorby vedlejsich produktti (Wang et al.,
2019). Pfi této metodé jsou k redukci zdroje Fe** iontdl (nejbéznéji Fe(NOs3)3) pouzivana
silnd pfirodni redukéni Cinidla, jako naptiklad polyfenoly ¢i kofein z listi c¢ajovniku.
Prestoze je tato metoda nizkondkladovd a environmentdln€¢ vice piijatelna, castice
syntetizované touto cestou obsahuji velké zbytkové mnoZstvi nezredukovanych iontl
zeleza (Lu et al., 2016).

Mechanické metody ptipravy nZVI jsou ve vétSing piipadl energeticky 1 pfistrojove
produktu. Nejbéznéjsi mechanicky zplsob piipravy je obdobny jako u vétSiny kovovych
nanocastic, kdy mletim vétSich Castic dochdzi ke zmensSeni jejich velikosti az do cileného
nanorozmeéru. Tato metoda je sice velice jednoduchd a snadno automatizovatelna, avSak

poskytuje ¢astice s vyraznou tendenci k agregaci (Crane and Scott, 2012).
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Poslednim piikladem metod pouZzivanych pii vyrobé nZVI je metoda suché termické
redukce, kdy v atmosféfe zahiaté smési plyni dochéazi k redukci prekurzori obsahujicich
zelezo (napt. hematit, magnetit) (Zbofil et al., 2012; Filip et al., 2014). Touto metodou lze
ziskat prakticky cisté elementdrni nanozelezo a regulaci jednotlivych slozek v plynné
atmosfére lze zaroven i kontrolovan¢ modifikovat jednotlivé nanocéstice (Zbofil et al.,
2012). I kdyz je tento postup zna¢né energeticky narocny, je dnes touto metodou komercné
vyrabéno jiz velké mnozstvi nZVI pro environmentalni aplikace. Pravé testovanim takto

pfipravovanych nanomaterialti na bazi nZVI se zabyva ptredkladana prace.

3.3. Modifikace nZVI

Vysoka a nespecifickd reaktivita nZVI komplikuje nejen jeho pfepravu ale
i samotnou aplikaci (Kocur et al., 2013). Cisté nZVI je pyroforické a na vzduchu podléha
prudké exotermické oxidaci (Sohn et al., 2006). Z tohoto divodu je nutné tento material
skladovat bud’ v atmosfére inertniho plynu (nejbéZznéji N2) nebo ve vodé€. Skladovani ve
vod¢ je jednoduché a ekonomické feseni, které je pouzivano v bézné praxi. Jak jiz bylo
zminéno, diky interakcim s vodou dochazi v relativné kratké dobé k oxidaci nZVI
aagregaci, a tedy snizeni remedia¢ni G€innosti. Nutno zminit, Ze pii tomto zpisobu
pfepravy narlistd v nemalé mife i tlak v pfepravnich kontejnerech vznikly generovanym
vodikem. Takto vzniklé zmény ve struktufe nZVI rovnéZz komplikuji migraci nZVI v misté
aplikace — v horninovém prostfedi. Rychld oxidace zplsobuje agregaci a sedimentaci
nanocastic vedouci ke sniZzeni mobility nZVI v kontaminované lokalit¢ (Kaslik et al.,
2018).

Pro odstranéni ¢i zmirnéni téchto nezddoucich vlastnosti nZVI jsou vyuzivany rizné
modifikace (Stefaniuk et al., 2016; Lu et al., 2016; Li et al., 2016a). Mezi modifikace
vedouci ke zvySeni mobility v horninovém prostredi a slouzici jako prevence proti agregaci
patii modifikace nanocastice riznymi organickymi surfaktanty, mezi néz lze zatadit
napftiklad polysorbat (Tween) ¢i dodecylsiran sodny (Zhang et al., 2011). Dalsi modifikaci
vedouci ke snizeni agregace a ke zvySeni koloidni stability nanocastice je navazani
polymeru na povrchu nZVI. Polyethylenglykol nebo polyakryldt zfad syntetickych
polymerii, guarovad nebo xanthanovd guma ¢i karboxymethylcelul6za z fad biopolymert
predstavuji efektivni a levnou moznost, jak vylepsSit degradacni uc¢innost nZVI pii
sanacnich aplikacich (Vecchia et al., 2009; Tian et al., 2018). Dal§i moZnosti zvySeni
reaktivity samotné nanocastice nZVI je modifikace pomoci takzvaného dopovani dalSimi

kovy, jako jsou naptiklad méd’, nikl ¢i paladium (Yan et al., 2010; Hamid et al., 2015; Gao
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et al., 2016; He et al., 2018). Mnohé¢ z téchto kovl sice funguji jako katalyzatory (zvySuji
degradacni ucinnost), avsak jejich ptiprava je nakladnéjsi a z praktického hlediska nemaji
velky potencial. Jinym ptikladem je cilend povrchova oxidace nZVI, kterd vytvoii nékolik
nanometrl tenkou vrstvu oxidu zeleza a stabilizuje tyto nanocastice (Kaslik et al., 2018).
Takto pfipravené nanocastice, skladajici se z jadra tvofené¢ho nZVI a oxidické slupky, jsou
na vzduchu vyrazn¢ stabilnéjsi a v ptipad¢ potieby je lze pted aplikaci aktivovat ve vodné
suspenzi s niz§i ztratou degradacni ucinnosti (Ribas et al., 2017). V neposledni tad¢ je
pfeprava na vzduchu stabilnich ¢astic mnohem jednodussi a levngjsi. Dalsi alternativni
modifikaci je v poslednich n¢kolika letech Castéji studovand sulfidace nZVI, kdy je redukeci
anorganickych sloucenin siry vytvoten sulfidicky obal jadra z nZVI (Fan et al., 2017). Tato
modifikace zvysuje selektivitu nZVI vici riznym polutantim a naopak brani spontannim
reakcim s molekulami vody (Fan et al., 2016a; Fan et al., 2016b). V neposledni fadé¢ muize
1 modifikace pomoci navazani nanoc¢astice na nosi¢ v n¢kterych piipadech snizit agregaci
azarovenn zvysit afinitu v0¢i cilenym polutantim. Napiiklad navazéni nZVI na

nanodesticku z grafenu vyrazné zvysi redukéni Gi¢innost viici Cr®* (Li et al., 2016b).

3.4. Metody charakterizace

Vétsina nanodastic si v ZP uchové svoji velikost a s ni spojené vlastnosti pouze po
velmi omezenou dobu. Mnoho studii popisuje proces, kdy po vstupu nanocéstice do
realného prostfedi dochazi k jeji transformaci (Lowry et al., 2012), at’ uZ chemickymi
procesy nebo shlukovanim, tedy tvorbou vétSich agregath. VEtSi agregaty nanocastic €i
Casten¢ transformované nanocastice maji jiné vlastnosti, a tedy ve vétSin¢ ptipadi
1 odliSnou toxicitu (Phenrat et al., 2009). Z tohoto diivodu je nutné ke studiu toxicity
nanocastic pristupovat jinak nez u klasickych latek. Rovnéz nartistajici mnozstvi rtiznych
modifikaci nZVI s vysoce heterogennimi vlastnostmi je nutné n¢jakym zplisobem
charakterizovat a sledovat jejich ménici se fyzikalné-chemické vlastnosti.

Meénici se strukturu a vyvoj nanocastice v prubéhu Casu je tedy nutné sledovat i v pribéhu
testovani jeji toxicity pro piesnou interpretaci vysledku a spravné urceni
environmentalnich rizik spojenych s jejich vstupem do ZP (Hotze et al., 2010). V souasné
dobé je pro charakterizaci nanoCastic vyuzivano mnoho technik materidlové analyzy,
pomoci kterych je mozné sledovat parametry jako jsou tvar, velikost, schopnost agregace
a aglomerace, velikostni distribuce, specificky povrch a napéti a v neposledni tadé
1 krystalickou strukturu a modifikace. Zakladni vlastnosti se nej€astéji stanovuji pomoci

transmisniho elektronového mikroskopu (TEM), skenovaciho elektronového mikroskopu
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¢1 UV-VIS spektroskopie. Pomoci TEM lze dale hodnotit i miru agregace ¢i aglomerace.
TEM s vysokym rozliSenim (HR-TEM) mize byt dale pouzit pro studium strukturnich
defektli na povrchu nanomateridlu. Shlukovani 1ze sledovat i pomoci analyzy dynamického
rozptylu svétla (dynamic light scattering), kdy je urcena velikostni distribuce Castic, ¢i
pomoci méfeni zeta potencidlu. Méfenim zeta potencialu a elektroforetické mobility je
rovnéz mozné metit povrchové napéti nanomaterialu. Nemén¢ diilezita technika pouzivana
pfi materidlové analyze nanomateridlu je rentgenova krystalografie, pomoci niz lze
sledovat elementarni/chemické slozeni materialu, pfipadné jeho riznych modifikaci

v krystalické fazi.
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4. Osud nZVI v zivotnim prostredi

4.1. Vstup do ZP — aplikace nZVI a odvozenych materialii

Pii vstupu do ZP nanomaterialy, stejné jako napf. chemické latky antropogenniho
puvodu, interaguji s jeho jednotlivymi biotickymi a abiotickymi slozkami. Pii téchto
interakcich se (at’ uz chemické latky ¢i nanomaterialy) zapojuji do environmentalnich
procesti a dochazi k jejich postupnym transformacim a piipadné i rozkladu. Nanomaterialy
na bazi nZVI jsou oproti jinym materidlim zavadény cilend do ZP pii remediaénich
aplikacich — nanoremediacich. V poslednich dvou dekaddach byly celosvétove
zaznamenany Uspés$né pilotni aplikace elementarniho nZVI ¢i jeho riznych modifikaci pti
transformaci nebo degradaci mnoha anorganickych i organickych kontaminantii. Mezi
nejznaméjsi zpusoby aplikace patfi polopropustné reaktivni bariéry (permeable reactive
barriers), kdy je nZVI naptiklad zavaddéno do kontaminované lokality pomoci série
injektdznich vrtl metodou ,,direct-push® ve sméru proudéni podzemni vody n¢kolik metrii
od zdroje kontaminace. Takto vytvofend bariéra zabrdni Sifeni polutantu a propousti
dekontaminovanou podzemni vodu. Dal§im zptsobem remediace pomoci nZVI je piima
infiltrace nanocastic do ohniska kontaminace, nebo né¢kolik metrii od ohniska proti

proudéni podzemni vody (Obr. 1).

Vrtaci souprava Skladovaci Michaci a dévkovaci
nadoba systém
Pumpa nzvi

Vrtaci souprava

Uroven podzemni
vody

Obr. 1: Metoda pfimé infiltrace nZVI do ohniska kontaminace pomoci techniky

»direct-push* (upraveno podle www.dekonta.cz)
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Kromé¢ pravdépodobné nejvétsiho vyuziti nZVI pii remediacnich aplikacich roste i
zajem o pouziti tohoto materidlu pti jinych procesech, jako je naptiklad vyroba methanu
pfi anaerobni digesci ¢i Cisténi odpadni vody (Liu et al., 2015¢; Liu et al., 2015b; Zhang et
al., 2018b). S narustajicim zdjmem o nové vyuziti nZVI a jeho aplikaci pfibyva i novych

potencialnich vstupti do ZP.

4.2, Pilotni a celoplosné aplikace

Z mnoha rGznych aspekt je nutné pired samotnou celoplosnou aplikaci provést
dikladnou analyzu kontaminované lokality (zahrnujici hydrogeologicky a geochemicky
prizkum) a ovétit funkEnost/efektivitu technologie pomoci tzv. pilotniho testu (Karn et al.,
2011). Velkym milnikem v nanoremediacich byla prvni pilotni aplikace nZVI, ktera
probéhla v roce 2000 v Trentonu (USA) za ucelem odstranéni kontaminace chlorovanymi
rozpous$tédly (chloroform; tetrachlorethylen, PCE; trichlorethylen; vynilchlorid). Pfi této
prvni redlné aplikaci bylo injektovano 2,5 kg nZVI ve formé suspenze bimetalickych
nanocastic Pd/nZVI (1 g/1). Jiz béhem prvnich 4 tydni bylo dosazeno 96,5% degradace
chlorovanych rozpoustédel (Elliott and Zhang, 2001).

Od této doby bylo celosvétové provedeno mnoho uspéSnych pilotnich aplikaci
a v roce 2004 bylo nZVI poprvé pouzito v Evropé, v ramci pilotniho testu na izemi Ceské
republiky v lokalité firmy Spolchemie (Usti nad Labem). V nasledujicich letech (2005—
2009) byly provedeny dalsi pilotni aplikace jak na tizemi CR (Kufivody, Uhersky Brod,
Rozmital pod TfremSinem atd.), tak na uzemi Némecka (Gangeenau, Hannover, Thuringia
atd.) a v neposledni fad€ 1 na uzemi Slovenska a Italie (Mueller et al., 2012). Tyto pilotni
aplikace byly provedeny pievazné na lokalitdch s kontaminaci chlorovanymi etheny.

V roce 2007 byla poprvé v Evropé provedena aplikace nZVI ve vétsim métitku. Na
lokalit¢ Bornheimu (Némecko) kontaminované ptedevsim PCE bylo ve velmi kratké dobée
docileno sniZeni koncentrace kontaminantu az o 90 %, s jeSt¢ vét§i degradaci v prabéhu
dalSich 2 let po aplikaci nZVI. V letech 2008 a 2009 bylo nZVI poprvé ve vétsim méfitku
aplikovano i na tizemi CR, a to na lokalitich kontaminovanych chlorovanymi etheny:
Hofice a Pisecnd. Na lokalit¢ Hofice doSlo k postupné aplikaci 600 kg nZVI a na lokalité
Pisecna k injektazi 2 000 kg. Degradacni ucinnost pii odstraniovani chlorovanych ethent
dosahovala na téchto lokalitach 60—90 % (Stefaniuk et al., 2016).

V  poslednich nékolika letech bylo pozorovdno 1 Usp&€Sné spojeni nano-
a bioremediace, kdy byl po aplikaci nZVI zapojen i nasledny biostimulacni krok. Pfi tomto

procesu aplikace nZVI upravi podminky prostiedi (snizi piivodni kontaminaci, toxicitu,
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oxida¢né-redukéni potencidl, ORP) a po jeho oxidaci — spotfebovani — se zapoji
biostimula¢ni krok, kdy se po pfidavku organického substratu ozivi piirozena mikrobiota
schopnd pokracovat v efektivni degradaci rezidudlnich kontaminantli (Cecchin et al.,
2017). Studie dokumentujici tyto nanobioremediac¢ni aplikace demonstruji moznosti
ucinného spojeni téchto dvou piistupt pro odstranéni specifickych druhti kontaminantt ¢i
jejich kombinaci. Napiiklad prace autori Némecek et al. (2014) demonstruje schopnost
nZVI redukovat kontaminaci Cr%" v realnych podminkach a zaroven v navazujici publikaci
autofi ukazuji efektivitu zapojeni nasledného biostimulacniho kroku (Némecek et al., 2014;
Némecek et al., 2015). Po injektdzi substratu, v tomto ptipad¢ syrovatky, autofi pozorovali
dalsi pokles Cr®" a nariist mikrobialni biomasy a koncentrace rozpusténych iontli Zeleza
(Fe*"). Pomoci pokro¢ilych molekularné-biologickych metod autofi ukézali piftomnost
zelezo a sulfat redukujicich bakterii, které se velmi pravdépodobné podilely na redukci
Fe*" (vzniklého oxidaci nZVI) na Fe*', a tyto ionty dale pokracovaly v redukci Cr®'.
Obdobny vysledek dokumentuje studie Némecek et al. (2016), kdy opakovana injektaz
nZVI snizila kontaminaci Cr®" na jiné lokalité. Na této lokalit¢ se nachazela kromé
kontaminace Cr" i relativné vysok4 koncentrace chlorovanych ethenti (Némedek et al.,
2016). I po dvou injektazich suspenze nZVI byl zaznamendn pouze mirny pokles
v koncentraci chlorovanych rozpoustédel. Po abiotické fazi, kterou zde zastupovala
nanoremediace, byla pfidavkem biologického substratu navozena faze biotickd. Tato faze
byla provdzena opét narlistem mikrobidlni biomasy, naristem koncentrace rozpusténého
7eleza a zaroven 1 ubytekem Cr® a chlorovanych rozpoustédel. Aplikace
nanobioremediacniho pfistupu na této lokalité potvrzuje mechanismy (biotické i abiotické)
degradace/transformace navrzené na predchozi lokalité a zaroveil ukazuje vhodnost tohoto

pfistupu pii sanaci lokalit s kombinovanym znecisténim.

4.3. Transformace v zivotnim prostredi

Nanomateridly se po vstupu do ZP obecné méni, jak jiz bylo &aste¢né zminéno
v predchozi kapitole. Vlivem riznych faktorti dochdzi ke zméné jejich struktury a s tim
spojené zméné vlastnosti. Nanomaterialy mohou po vstupu do ZP podléhat chemickym,
fyzikdlnim a biologickym transformacim. Tyto faktory zdsadné¢ ovliviluji stabilitu
nanomateridlli, reaktivitu, biodostupnost, metabolizaci a s tim spojenou toxicitu (Lowry et
al., 2012). Mezi nejdilezitgjsi transformace z hlediska osudu nZVI v ZP pravdépodobné
patfi oxidagné-redukéni reakce a agregace. Cisté pyroforické nZVI ma vysokou tendenci

k oxidaci a sni spojené agregaci (Phenrat et al., 2007). Tento jev zpusobuje relativné
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nizkou mobilitu nanomaterialu, a limituje tedy jeho pohyb v ZP. Modifikacemi nano¢astic
pro zvyseni jejich stability a mobility se zvySuje i jejich migrace v ZP. Pfesto se viak
nepiedpoklada, ze by se castice nZVI Sifily dale nez do vzdélenosti 100 m od mista
aplikace (Saleh et al., 2005). Pfi vyvoji novych nanomaterialii na bazi nZVI je nutné brat
zietel i na jejich osud v ZP, a pted samotnou aplikaci materidlu tedy zhodnotit i tyto
kritické faktory ovliviujici riziko pojené s jeho cilenym zavadénim.

V prubéhu ¢asu dochazi vlivem oxidace nZVI k jeho strukturnim zméném a pfeméné
na méné reaktivni oxidacni produkty. Mezi typické oxidacni produkty pyroforického
zeleza vzniklé reakei s rozpusténym kyslikem ¢i vodou patii napiiklad magnetit (Fe3O4),
maghemit (y-Fe;Os3), goethit (0-FeOOH), akaganeit (B-FeOOH), ¢i lepidokrokit
(y-FeOOH) (Shi et al., 2015; Liu et al., 2014). Déle se mohou tvofit i dal§i produkty
vzniklé redukci jinych sloucenin, jako naptiklad sulfid Zeleznaty a siderit (FeCO3) (Dong
et al., 2019). Tento proces je nazyvan starnuti a je ovliviiovan mnoha faktory, mezi néz
patii naptiklad obsah rozpuSténého kysliku, rozpusténého organického uhliku a pH
(Reinsch et al., 2010; Li et al., 2010; Phenrat et al., 2009). Rovnéz piitomnost
rozpusténych anorganickych iontl v podzemni vodé¢ muize mit vliv na rychlost oxidace
pyroforického Zeleza v materidlech na bazi nZVI. Pii simulacich starnuti nZVI ve vodé
saturované kyslikem dochazi k velice rychlé (<24 h) oxidaci pyroforického Zeleza na
magnetit a maghemit, zatimco rozpusténé dusi¢nany (NOs3’) naopak pasivuji povrch
nanocastice, a tim prodlouzi jeho Zzivotnost natolik, Ze 1 po 6 mésicich je obsah
pyroforického zeleza obdobny ptvodnimu materidlu (Reinsch et al., 2010). Vliv pH je
oxidaci. Pfi vysSich hodnotach pH byla pozorovéana sniZzena degrada¢ni ucinnost vici
chlorovanym rozpoustédlim (Freyria et al., 2017). Pravdépodobné pti tomto pokusu doslo
k ¢astecné pasivaci povrchu nZVI vedouci ke sniZeni reaktivity. Pfi vysokych hodnotach
pH (8-9) dochazi k precipitaci hydroxidu Zeleznatého na povrchu nanocéastice nZVI
a naopak pfi niz8ich hodnotach pH (6—7) dochazi k rozpousténi pasivacni vrstvy a zvySeni

reaktivity (Bae and Hanna, 2015).

19



5. Toxicita nZVI

5.1. Toxicita nanocastic

Nanogastice se vyskytuji v ZP i piirozeng, v raznych forméch jsou tvofeny bdhem
kazdodennich procesti, jako je naptiklad lamani vin v ocednech, pfi erozi ptidy nebo se
vyskytuji ve formé rozpusténych koloidi ve vodé; exponované organismy jsou témto
pfirozenym latkam ptizptisobené (Handy et al., 2008). Béhem poslednich né€kolika tisicti
let se do ZP dostavaji nové nanoéastice, at’ uz jako cilend vyrobené nanomaterialy, nebo
jako vedlejsi produkty antropogenni cinnosti. S enormné narlstajicim zdjmem
o nanotechnologie béhem poslednich 20 let a pfi sou¢asném pouziti nanocastic prakticky
ve viech odvétvich se do ZP dostavaji nové ¢astice, které maji odlisné fyzikalng-chemické
vlastnosti a Casto i cilené zvySenou reaktivitu (Lewinski et al., 2008). Toxicitu nanocastic
muze tedy ovlivnit jejich rozmér (velikostni distribuce €astic, plocha povrchu), chemické
slozeni (napft. cistota), struktura povrchu (reaktivita povrchu — povrchové skupiny
a modifikace), rozpustnost, tvar a schopnost agregace (Nel et al., 2006). Prave tyto faktory
zpusobuji odliSnou toxicitu nanoc¢éstic v porovnani s materidlem stejného slozeni a vétsiho
rozméru (Oberdorster et al., 2005). S klesajici velikosti ¢astice roste jeji specificky povrch,
a roste tedy 1 pocet atomi na povrchu, které se mohou potencidlné zapojit do katalyzy
chemickych reakci nebo ptimo do chemickych reakci. RovnéZ biokinetika nanocastic je
velmi odlisnd a velikost v fadech nanometri umoZznuje nékterym dokonce vstup do
bunécného cytosolu a nasledny vstup do dalSich bunécnych kompartmentt (Behzadi et al.,
2017). Nekolikanasobné vyssi povrchové reaktivita predurCuje nanocéstice k vyrazngjsi
biologické aktivité v porovnani s vétsSimi Casticemi. ZvySena biologicka aktivita se mize
projevovat jak na bunécné, tak na subbunétné urovni, a to jak pozitivnim (antioxidacni
kapacita, transmembranové nosice 1éCiv atd.) tak negativnim efektem, ¢i eventudlné jejich
kombinaci (Nel et al., 2006). PfedevS§im negativnim u¢inkiim (toxicité) uméle vyrobenych
nanocastic — nanomateridlii — se vénuje predkladana prace.

Toxikologické studie in vitro 1 in vivo mnoha riznorodych nanocastic a materialt
ukazuji jednu spoleCnou vlastnost nanocéstic, a to schopnost indukovat produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) (Oberdorster et al., 2005).
Ptedevsim expozice nanocastic prechodnych kovi dalSimu faktoru, jako napiiklad svétlu
a UV-zareni, zplisobuje zvySenou produkci ROS vlivem oxidac¢ni katalyzy (Akbari et al.,

2018). Zaroven mohou nékteré nanocastice vstupem do bunky (pfipadné mitochondrii)
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a naslednou reakci s biotickym peroxidem vodiku a Fentonovymi a pseudo-Fentonovymi

procesy tvorit ROS (Grzelak et al., 2018; Manke et al., 2013).

5.2. Reaktivni formy kysliku a oxidativni stres

Volné kyslikové radikaly neboli ROS jsou molekuly s velmi kratkym poloCasem
rozpadu vykazujicici vysokou reaktivitu. Mezi nejvyznamnéjSi ROS patii naptiklad
peroxylovy (ROO-), hydroperoxylovy (-HO2) a hydroxylovy radikal (HO-) a superoxid
(*O2) (Betteridge, 2000). Za zminku stoji i peroxid vodiku, ktery, a¢ neni radikal, je
1 pfesto Casto fazen mezi ROS, a to proto, Ze slouZi jako prekurzor jejich vzniku. Tyto
vysoce reaktivni latky vznikaji béhem mnoha procest, véetné¢ nékterych biotickych. Jak
v eukaryotické, tak v prokaryotické bunce vznikaji ROS béhem béznych metabolickych
procestt — ptfedev§$im v mitochondriich, chloroplastech, peroxizomech ¢i v cytosolu jako
vedlejsi produkt aerobni respirace (Sevci et al., 2011). Na obranu proti ROS nebo prevenci
proti oxidativnimu poskozeni se u organismi vyvinul obranny antioxidacni systém.
Doposud byla z tohoto systému studovdna fada enzymu, které jsou schopné riznymi
mechanismy detoxifikovat organismus a chranit homeostazu pfed ROS. Tento obranny
systém zahrnuje napfiklad enzym superoxiddismutizu, kterd katalyzuje pfeménu -O2™ na
méné toxicky H>O», a katalazu, ktera dale st€pi H>O2 na kyslik a vodu bez dal§iho vzniku
ROS (Scandalios, 2005). Dalsim velmi dualezitym mechanismem, ktery slouzi
k odstranovani ROS, je intracelularni tripeptid gluathion (GSH). Tato latka dokaze
redukovat ROS a soucasné podléhat oxidaci. Dvé oxidované molekuly GSH nésledné tvofi
disulfidicky dimer (GSSG). Tyto detoxifikacni reakce jsou katalyzovany dalSimi enzymy
naptiklad z fad glutathionperoxidaz (pfeména H>O> na H>O za soucasné premény GSH na
GSSG). Vznikly GSSG se nésledné opét redukuje na GSH, kdy tuto pfeménu katalyzuje
enzym glutathion reduktaza (Sevéikova et al., 2011). Pfi nadprodukci ROS ¢&i naruseni
detoxifikacniho metabolismu dochézi v bunice k jejich kumulaci a nezddoucimu stavu
nazyvanému oxidativni stres (OS). Pfi tomto abiotickém dé&ji dochazi k interakcim
vzniklych radikdli s bunénymi biomolekulami za vzniku reaktivnich, Castokrat
1 toxickych a mutagennich degrada¢nich produktt (Betteridge, 2000; Finkel and Holbrook,
2000).

Jednou z nejvice studovanych interakci ROS s bunénymi biomolekulami je oxidacni
poskozeni — peroxidace — lipida (LPO). Pfi interakcich ROS s polynenasycenymi

mastnymi kyselinami dochézi ke vzniku peroxy radikald, které jsou bud’ schopny iniciovat

21



dalsi reakce LPO, nebo se rozpadaji na kratké, vysoce reaktivni karbonylové slouceniny
(Esterbauer et al., 1991). Mezi tyto produkty LPO patii napiiklad 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE), malondialdehyd (MDA), akrolein, alkany, epoxidy a lipidové alkoxy radikaly
(Esterbauer et al., 1991). Vlivem LPO dochézi primarné k naruseni bunééné membrany —
zvyseni jeji fluidity a permeability. Dale mohou vzniklé degradacni produkty rozpadu
lipidt zptisobovat sekundarni toxicitu (Esterbauer, 1993). Mnoho studii popisuje schopnost
téchto latek (HNE, MDA a akrolein) interagovat s proteiny a nukleovymi kyselinami. Pfi
interakcich s proteiny dochazi naptfiklad k navazani produktu LPO na aminokyseliny
v jeho struktufe, vedoucimu casto k proteinové disfunkei (Uchida, 2015; Liu et al., 2015a).
Stejné tak miZe dochézet k interkalaci produktii LPO do DNA, pfesnéji navazadni na DNA
baze vedouci ke wvzniku exocyklickych mutagennich adukt, jako je naptiklad
etheno-deoxyadenin a etheno-deoxycytosin (Blair, 2008; Nair et al., 1998). Krom¢ adukce,
navazani produkti LPO, miize dochazet i k pfimé oxidaci proteinii a DNA. Pfima oxidace
proteinli vlivem ROS vede ke karbonylaci aminokyselin v jejich struktufe ¢i k rozpadu
peptidu (Baraibar et al., 2013; Cabiscol et al., 2000). Obdobnym zplsobem dochdzi
1 k oxidaci bazi ve strukture nukleovych kyselin vedouci k tvorbé mutagennich produkti,

jako je napftiklad 8-oxo-deoxyguanosin a 5-hydroxyuracil (Marnett, 2000).

5.3. Testovani toxicity nanocastic

Komplexni a zcela odlisné chovani nanocastic ve srovnani klasickymi chemikaliemi
komplikuje pouziti standardné zavedenych toxikologickych testli. Mezi kritické faktory
ovlivitujici vysledek toxikologickych dat a spravnou interpretaci patii velikost, tvar
a slozeni nanomateridlu pred testem a jeho zména v pribehu expozice, agregace materialu
a pouziti dispergacnich metod pied testem (Sovova a Koc¢i, 2012; Tournebize et al., 2013).
ZvySena reaktivita nanomateridlli dale rovnéz ovliviiuje jednotlivé slozky expozi¢nich
medii, a mize mit tedy i vliv na vysledek toxikologickych test. Tento déj miZe probihat
i opacné. Nanocastice jsou ovlivilovany sloZzenim média a mohou mit tendenci tvofit
agregaty €i se naopak rozpadat (rozpoustét) na mensi Castice. Napiiklad 1 jednoduchy
fyziologicky roztok hojné pouzivany pii mikrobiologickych testech mize zplsobovat
agregaci mnoha nanocastic. Agregaci vznikaji z nanocastic vétsi Castice, a dochazi tedy
k redukci vlastnosti spojenych s nanorozmérem provazené zménou (ve vétSin€ piipada
poklesem) toxicity (Kah, 2013). Ztohoto davodu je pro spravnou interpretaci
nanotoxikologickych dat nutné detailn¢ studovat samotny materidl pomoci metod

materidlové analyzy (viz kapitola 3.4.). Diskutabilni je rovnéZ dispergace nanomaterialt
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pied testem, kdy se pomoci intenzivniho michani piidavkem dispergacni latky ¢i sonikaci
docili rozpadu vétSich agregatu na nanocastice. Tato uprava testovaného materiali miize
zpuisobovat 1 falesné pozitivni toxickou odpovéd’ (zvySeni produkce ROS po sonikaci)
a nereprezentuje chovani nanomaterialti v ZP, kde maji nanocastice tendenci k agregaci.
Na druhou stranu je timto procesem docileno urc¢ité homogenity nanomateriali pred testem
a lze déle studovat mechanismus tc¢inku piimo nanocastic oproti jejich vét§im agregatim
(Sovova a Koci, 2012).

Z vySe zminénych divodi se ukdzalo, Ze je nezbytné vyvinout a ptizpisobit nové
piistupy testovani (eko)toxicity témto nove se objevujicim polutantim. Béhem poslednich
deseti let se problematikou nanomateridlit zacaly postupné zabyvat i mezindrodni
organizace (napi. Organizace pro hospodaiskou spoluprici a rozvoj, OECD) a byly
sestaveny smeérnice pro testovani nanomateridlt a stanoveni jejich environmentalniho
rizika. V poslednich letech byly pro testovani nanomaterialti pfizptisobené i nékteré ze
standardizovanych OECD testli (Hund-Rinke et al., 2016).

Testovani toxicity nZVI rovnéz vyrazn€ ovliviluje jeho vysokd reaktivita
a nestabilita na vzduchu. Pfi kontaktu se vzduchem i pii resuspendaci Castic ve vodé
dochazi k oxidaci, tedy k vyraznému snizeni obsahu elementarniho Zeleza — kapacity
nZVI. Pii expozici nano¢astic nZVI v jednotlivych médiich pouzivanych pfi standardnich
ekotoxikologickych testech dochézi k riizné oxidaci pyroforického Zeleza (v zéavislosti na
délce expozice a komplexnosti média), a je tedy nemozné tyto vysledky porovnavat.
Vysoky redukéni potencial nanomateriali na bazi nZVI vede k redukci rozpusSténého O> ve
vodném prostiedi a rychlému nastoleni anaerobnich podminek v expozi¢nim médiu.
Nedostatek kysliku miize sekundarné ovlivnit vysledky ekotoxikologickych testil

provadénych na vodnich organismech.

5.4. Mechanismus toxicity nZVI

Nanomaterialy na bazi nulamocného Zeleza mohou plsobit na zivé buiniky piimo ¢i
nepiimo. Za piimé plsobeni lze oznalit adhezi ¢i pfimy vstup do bunky kde dochézi
k pfimému ovlivnéni — poskozeni biomolekul samotnym nulavalentnim Zelezem. Mnoho
studii demonstrovalo pomoci elektronové mikroskopie precipitaci nZVI ¢i jeho oxidacnich
produktii na bunécné sténé€ 1 uvniti samotné bunky, stejné jako naruseni integrity bunécné
membrany. Naopak pfi nepiimém piisobeni dochédzi k poskozeni bunky pies sekundarni

produkty nZVI, jako jsou jiz zminéné ROS ¢i oxidacni produkty zeleza (Reakce 2).
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Obzvlasté ionty Fe** a Fe** jsou znamé svou cytotoxicitou a predpoklada se, e predevsim
rozpustné, méné stabilni ionty Fe** se mohou uvnitf buiiky zapojovat do Fentonovych
reakci a v mitochondriich generovat volné radikdly (ROS) pii reakcich s biotickym
peroxidem vodiku, a tak zptisobovat OS (Reakce 2).

Vétsina studii uvadi pravé vznik Fe?* a kyslikovych radikald jako hlavni
mechanismus toxického plsobeni nZVI. Soucasné studie nasvédcuji synergii piimého
anepiimého pusobeni, kdy redukéni sila nZVI nejprve narusi integritu membrany
(degradace lipopolysacharidu a membranovych transportértt), a nasledné tak umozni vstup
toxickych Fe?" iontl a samotnych nanogastic do buiiky, kde dochéazi k jejich pfimému
pusobeni.

Fe® + 2 H,O Fe?t  + H,+2 OH™

N
2Fe®  + 2 H,O + O — 2 Fe?* + 4 OH™

4Fe*" + 4H"+ 0> — 4 Fe*t + 4 H,0

Fe + 0,+2H' — Fe’* + H,0,

Fe + H,0, — Fe’* + 2 0H”

Fe?t  + H>0» — Fe’t  + OHe« + OH™

Fe**  + H20, — Fe’" + OOH +H" —
Fe** + 2H" +202

Fe’* + H>0, — FeO, " + H>O

Reakce 2: Teoretické reakce vzniku ROS indukované nZVI (Alena Sevct et al.,

2011; Auffan et al., 2008; El-Temsah and Joner, 2013)

5.5. Testovani toxicity nZVI in vitro

Jak jiZz bylo zminéno, vysokd reaktivita materiali na bazi nZVI pifedurcuje tyto
nanocastice k toxicité. Z mist redlnych aplikaci (sanace kontaminovanych lokalit
apodzemni vody) a dalSich potencialnich vyuziti nZVI (napf. €isténi odpadni vody)
vyplyvd, Ze nejvice exponovanymi organismy budou pravé mikroorganismy.
Pravdépodobné proto bylo doposud nejvice studii zabyvajicich se nezadoucimi uc¢inky
nZVI provedeno praveé na mikrobidlnich kulturach (Lefevre et al., 2016; Jang et al., 2014).
Pti téchto in vitro studiich se predev§im sleduji zakladni parametry organismu, jako je
bunécna viabilita, rychlost ristu, bunéénd a membranova integrita ¢i biologicka aktivita.
Vysledky 1 prabéh toxikologickych studii se liSi jak zékladnimi parametry (napiiklad
davkou nZVI: 1 — 10 000 mg/l; casem expozice: od 5 min do 42 dni), tak exponovanym

organismem, ale i testovanym materidlem na bazi nZVI. Odlisny design experimentu
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a razné formy nZVI zpisobuji odlisnou toxickou odpovéd’ a znemoziuji srovnani vysledkti
jednotlivych materidli napfi¢ riznymi studiemi (Crist et al., 2012). Mnoho studii
zposlednich let ukazuje, ze nZVI mize prokazateln¢ negativné ovliviiovat
mikroorganismy, a predevS§im nékteré druhy Dbakterii. Nejvice exponovanym
(mikro)organismem, na kterém byla doposud provedena velka vétSina studii, je Gram
negativni bakterie Escherichia coli. Mezi negativnimi efekty nejcastéji pozorované u této
bakterie patifi pokles bunécné viability a integrity zplusobené pravdépodobné OS
a narusenim bunééné membrany (Chaithawiwat et al., 2016; Auffan et al., 2008; Chen et
al., 2011a). Rovnéz se pii experimentech s touto fakultativné anaerobni bakterii ukazalo
prohloubeni negativnich efekti a zvySeni toxicity pii anaerobnich/deaerovanych
podminkéch (Kim et al., 2010; Lee et al., 2008). Dalsimi casto pouzivanymi bakteriemi pii
hodnoceni toxického ucinku nZVI jsou bakterie z rodu Bacillus. Pii kratkodobé expozici
Bacillus subtilis (5 min — 4 h) byl naptiklad pozorovan silny baktericidni uc¢inek nZVI,
cytotoxicita a lyza bunék (Chen et al., 2013b; Diao and Yao, 2009). U dal§iho druhu
s OS a snizeni produkce proteinii spojovanych s motilitou a bunéénou sténou po 48h
expozici (Fajardo et al., 2013). Dale byla detekovana redukce metabolické aktivity
u dal$iho zastupce tohoto rodu Bacillus nealsonii (Fajardo et al., 2012). Dal§im ptikladem
Gram negativniho bakteridlniho rodu pouzivaného pii hodnoceni toxicity je rod
Pseudomonas, jehoz nékteti zastupci prirozen¢ osidluji piidu i1 vodu. I bakterie tohoto rodu
jsou Casto izolovany z kontaminovanych lokalit, a 1ze tedy logicky ptredpokladat ptipadnou
expozici téchto zastupcil pii redlnych aplikacich nZVI. Pti relativné kratkodobé expozici
(0,2 — 48 h) bakterie Pseudomonas stutzeri vysokym davkam nZVI (1000 — 10 000 mg/1)
byla pozorovdna mirna toxicita pouze pii nejkratSim Case expozice, ale 1 zde v tomto
pfipadé doslo ke zvySeni OS a k ovlivnéni proteosyntézy proteinti spojenych s OS
a proteinil spojovanych s bunécnou sténou (Sacca et al., 2014a). Naopak u dal$iho zastupce
tohoto rodu Pseudomonas fluorescens doslo ke kompletni inaktivaci bunky, a to ve vSech
testovanych koncentracich (100 — 10 000 mg/l) jiz po pétiminutové expozici (Diao and
Yao, 2009). Kromé¢ klasického méfeni viability byl v nékolika studiich sledovan 1 vliv
nZVI na odstrailovani dusi¢nanti (aerobni denitrifikaci) pomoci Gram negativnich bakterii
Parococcus YF1 (Jiang et al., 2015; Jiang et al., 2013). Ve vSech téchto studiich byla
pozorovana (Castec¢na) inhibice denitrifikace pfi vysSich davkach nZVI a déle pocatecni

inhibice bunécéného rustu.
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Na druhou stranu, nékteré studie nepozorovaly ani v nejvysSich testovanych
koncentracich (10 000 mg/l) zadny negativni/toxicky efekt u Gram negativnich bakterii
Klebsiella oxytoca a Klebsiella planticola (Fajardo et al., 2012; Sacca et al., 2013).
V dalsich studiich vykazovaly nékteré z dalSich bakteridlnich kment — izolati schopnych
biodegradace xenobiotik (Dehalococcoides CBDBI) — dlouhodobou (30 dni) resistenci
vuci negativnimu ucinku nZVI (Xu et al., 2014).

Dalsi studie dokumentuji i biostimulac¢ni pisobeni nZVI, kdy naptiklad ptidavek
100 mg/l nZVI povzbudil bakteridlni rist a zvysil biodegradaci residudlniho fenolu
bakteridlnim izolatem z aktivovaného kalu (Paracoccus sp.); ptidavek 50-500 mg/l nZVI
urychlil rist a biodegradaci dusi¢nanti pomoci dal§iho izoldtu (Bacillus fusiformis) ze
stejné matrice (Jiang et al., 2015; Kuang et al., 2013).

K dalSim mikroorganismim, které projevily vysokou resistenci vici nZVI, patii
nékteré¢ druhy hub. Nekteré studie naptiiklad ukazuji, Ze ani pfi nejvysSsich testovanych
koncentracich (10 000 mg/l), nedochazi k ovlivnéni ristu houby Aspergillus versicolor
(Diao and Yao, 2009). U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo sice pozorovano sniZeni
biologické spotieby kysliku v pfitomnosti nZVI, ale zména ve viabilité zaznamenana
nebyla (Otero-Gonzélez et al., 2013). Dalsi studie provedend rovnéz na kvasinkéach, vcetné
S. cerevisiae, dale navic ukazala zvySenou produkeci lipidi pfi expozici mikroorganismu
nizkym davkdm nZVI (9-13 mg/l) (Padrova et al., 2015). Z fad zastupcli moiského a
sladkovodniho fytoplanktonu bylo nékolik studii provedeno i1 na fasdch a bicikovcich
(Keller et al., 2012; Kadar et al., 2012). Rovnéz i1 zde byla pozorovana selektivni toxicita,
kdy u vSech testovanych fas byla zaznamendna inhibice riistu, a naopak u bicikovce
Isochrysis galbana nebyl detekovan zadny vyznamny negativni u¢inek. V dalSich studiich
byl naopak prokazan biostimulacni U¢inek nZVI, kdy nizké davky nanomaterialu (5,1
mg/l) podpofily rist a akumulaci lipidd u riznych druht sladkovodnich fas (Padrova et al.,
2014).

Kromé mikrobidlnich kultur bylo v mensi mife provedeno i n€kolik in vitro studii
vyuzivajicich lidské tkanové kultury, zabyvajicich se ptfedevSim uCinkem nizSich
koncentraci nZVI a mechanismem jeho G¢inku (Ma et al., 2014; Keenan et al., 2009). Dale
byly minoritn¢ provedeny i testy na vysSich vodnich i plidnich organismech. Napiiklad
u pudnich bezobratlych byla sledovana mortalita a LDso (ddvka zplsobici smrt 50 %
jedinct). U zizaly Eisenia fetida byla LDso stanovena na 399 mg/l a u Lumbricus rubellus
na 447-866 mg/l (El-Temsah and Joner, 2012). Dale byla z fad plidnich bezobratlych

toxicita nZVI testovana rovnéz u hlistic, lasturnatek a chvostoskokti (El-Temsah et al.,
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2016; El-Temsah and Joner, 2013). Déle bylo pozorovano vyrazné¢ ovlivnéni pieziti
zastupce vodnich bezobratlych Daphnia magna po expozici riznym formam nZVI (Keller
et al.,, 2012). Ne¢kolik studii bylo rovnéz provedeno na rybach jakoZzto zastupci vysSich
organismil z fad vodnich obratlovci, a to predevsim na riznych stadiich medaky japonské.
Pii téchto experimentech byl pozorovan pokles v koncentraci rozpusténého kysliku
a zvyseni markert/indukci OS (naruseni v antioxidacnim obranném systému, nartst ROS)

(Chen et al., 2011b; Chen et al., 2013a; Li et al., 2009).

5.6. Vliv na mikrobialni spole€enstva

Studium toxicity v in vitro podminkach (kultiva¢ni/expozicni médium, pouziti
jednodruhové mikrobidlni kultury) pfesné nereprezentuje chovani materidlu za redlnych
podminek. Déle 1 selektivni citlivost rlznych bakteridlnich druhG viéi nZVI vede
k zavadéjicim zaveérim ohledné toxického ucinku téchto materidlti. Na druhou stranu, tyto
testy poskytuji cenné informace o mechanismu toxického ucinku a pomoci nékterych
z nich lze i ¢asteéné porovnavat toxicitu noveé vyvijenych materidli pied jejich samotnou
aplikaci do ZP. Pro pfibliZeni se co nejvice realnému prostfedi mnoho autorti v soudasnosti
studuje vliv nanomaterialii na bazi nZVI piimo na celé mikrobialni populace, at’ uz uméle
vytvotené, €1 rezidentni z mist aplikace téchto materiala.

Pii aplikacich nZVI dochéazi k vyraznému ovlivnéni prostredi. Vysokd reaktivita
tohoto materialti zpisobi naptiklad témét okamzité nastoleni anoxickych podminek, zvysi
pH a sniZi ORP prostfedi. Kromé& tohoto z4sadniho naruSeni rovnovahy v systému dokaze
nZVI nespecificky redukovat 1 dal$i anorganické ¢i organické molekuly. Je logické, Ze
takto vzniklé podminky budou zplsobovat i zmény v mikrobidlnich populacich ve
prospéch anaerobnich, Zelezo redukujicich ¢i metalotolerantnich mikroorganismt. SniZeni
mikroorganismi sensitivnich na dany typ kontaminace, a naopak selektivni toxicita nZVI
na urovni druhti ¢i kment muze inhibovat rist nékterych jinych organisma.

Mnoho studii v poslednich nékolika letech pozorovalo vyraznou zménu ve sloZeni
rezidentnich mikrobialnich populaci zrlznych typd matric. Pomoci tradi¢nich
molekulédrné-biologickych metod (napt. fluorescencni in situ hybridizace, FISH;
charakterizace fosfolipidovych mastnych kyselin, PLFA analyza; sekvenovani nové
generace, NGS; kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case, RT-qPCR)

byly pii relativné vysokych expozi¢nich koncentracich (0,27 — 100 g/kg) detekovany
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zésadni zmény v populacich (Lefevre et al., 2016). Na druhou stranu, existuji i studie, kdy
nebyla pozorovana zadnd zména v pudnich mikrobidlnich populacich ani pfi koncentraci
17 g/kg (Sacca et al, 2014b). Tyto studie byly provedeny v pidich o odlisSném
mineralogickém slozeni. Mirnd ¢i Zzadnda zména v populacich nebyla pozorovana
v experimentech s pidou s vysokym obsahem jilu. Naopak ve studiich vyuzivajicich pudu
s vys$§im obsahem pisku byly prokazatelné pozorovany vétsi a zasadni zmény v zastoupeni
jednotlivych mikroorganismti (Fajardo et al., 2012; Fajardo et al., 2015). Vysledky vSech
téchto studii dokumentuji urcity trend zéavislosti efektu nZVI na slozeni a obsahu
organickych slozek v jednotlivych ptidach. Dalsi studie detailné monitorujici cely proces
dvou pilotnich aplikaci nZVI na tzemi CR a ukazuje pozitivni ovlivnéni pidnich
mikroorganismt (Némecek et al., 2015; Némecek et al., 2016).

Nékolik dalsich autorti se dale zabyvalo i vlivem nZVI na mikrooganismy vodniho
sedimentu. 1 pii vyrazn€ nizSich koncentracich (0,5-3 g/l) nez byly pouzity pfi
experimentech s piidni mikroflérou, byly pozorovany zmény ve struktuife mikrobialnich
spoleCenstev (Kumar et al., 2014). Pozorované¢ zmény byly zaznamenany i pfi
dlouhodobéjsi expozici a v nekterych piipadech pretrvavaly i po 250 dnech. Vysledky
téchto studii poukazuji na dlouhodobé ovlivnéni mikroorganismi, kdy efekt nZVI
pretrvava i n€kolik mésict po jeho aplikaci. Dalsi studie rovnéZ ukézaly ovlivnéni redlného
fytoplanktonu odebraného znddrze a exponovan¢ho nizkym koncentracim nZVI
(100 mg/l). Pti tomto experimentu bylo pozorovano negativni ovlivnéni ristu fas
zpusobené nZVI jiz po 7 dnech (hodnocen pocet bunck) a naopak nebyl pozorovan zadny
vliv na pocet sinic, ani po tfitydenni expozici. Dale byl v této studii pozorovan vyrazny
al., 2018).

Z hlediska potencidlniho vyuZiti nanomateridli na bazi nZVI pii dekontaminaci
odpadni vody je mnoho studii provedeno i na rezidentnich bakteriich z aktivovaného kalu.
Pti té€chto studiich byla mikrobidlni komunita vystavovana nizkym davkdm nZVI (0,1 —
200 mg/l) a nebyl pozorovan Zadny zasadni vliv na strukturu komunity. PiestoZze nebyl
pozorovan Zzadny zasadni vliv z hlediska mikrobialnich populaci, autofi pozorovali
negativni ucinky jako Ubytek v koncentraci adenosintrifosfatu (ATP) a nariist ROS,
v zavislosti na rostouci koncentraci nZVI (Wu et al., 2013; Ma et al., 2015).

Mikroorganismy hraji zasadni roli v globalnim ekosystému a v kolobéhu Zivin,
aproto je nutné vénovat velkou pozornost interakcim cizorodych latek s mikrobialnimi

populacemi. Ovlivnéni prosttedi nZVI muze zpusobit i ztratu urcitych vlastnosti
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jednotlivych bakteridlnich druhti, aniz by byla zaroven ovlivnéna struktura mikrobidlniho
spolecenstva. Nastoleni anoxickych podminek, nizkého ORP ¢i zvySeni pH muze vést
k naruseni biologickych procesti odehravajicich se v pfirodnich ekosystémech C¢i
specifictéji 1 v Cistirndch odpadnich vod (Oprckal et al., 2017). Mezi tyto procesy, jejichz
potencialni ovlivnéni bylo sledovdno po expozici nZVI, patii methanogeneze, redukce
sirantl, denitrifikace a dehalogenace (Lefevre et al., 2016). Vysledky téchto studii ukazuji
1jiz zminéné pozitivni aspekty nZVI, kde nizké koncentrace (50 mg/l) dokazi stimulovat
denitrifikacni bakterie, a tak podporovat biologickou denitrifikaci (Jiang et al., 2013; Liu et
al., 2015c¢). Predpoklada se, Ze tyto bakterie dokdzi vyuzivat vodik tvofeny pii anaerobni
redukci vody nZVI. Takto generovany vodik vyuzivaji i hydrogenotrofni methanogenni
bakterie pii anaerobni digesci, kdy je vodik a oxid uhli¢ity pfeménovan na methan pfi
methanogenezi. Jsou dokumentovany studie, kdy nizké koncentrace nZVI dokazaly zvysit
produkci methanu o desitky procent (Carpenter et al., 2015; Su et al., 2013). Generovany
H> mlze byt vyuzivan nékterymi dal§imi bakteriemi jako donor elektront a tyto bakterie,
jako jsou naptiklad siru redukujici nebo halorespirujici bakterie, mohou vstupovat do
dekontaminacénich procesii. Nazornym diikazem je napftiklad jiz zminény proces pro in situ
degradaci - nanobioremediace. Pfi tomto procesu vede aplikace nZVI nebo jiného
materidlu ke sniZzeni kontaminace (spojen¢ho Castokrat i se sniZzenim celkové toxicity
prostiedi) a k nastoleni podminek vhodnych pro rist specifickych mikroorganismu
schopnych biodegradovat rezidudlni kontaminaci. V ramci kapitoly 4.2. jsou detailné
popsany dvé pilotni aplikace na tizemi CR, pii kterych doslo k ovéfeni funk&nosti této
sanacni metody a s vyuZitim molekularné-genetickych technik byl navrhnut mechanismus,
pomoci kterého se mikroorganismy zapojuji do ,recyklace® kompletné zoxidovaného

nZVI.
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6. Cile diserta¢ni prace

Tato prace se vénuje sumarizaci a rozsifeni dosavadnich znalosti o toxicit¢ nZVI
a potencidlnich environmentalnich rizicich pojenych s jeho aplikaci. Prvni ¢ast této prace
je vénovana vyvoji novych testl a jejich aplikaci pii posuzovani toxicity noveé vyvijenych
nanomateridlli na bazi nZVI. Dalsi ¢ést prace se zabyva studiem strukturnich zmén téchto
materiali a vyvojem jejich toxicity v casovém horizontu né€kolika mésict. Rovnéz je v této
¢asti studovan vliv raznych materiali na bazi nZVI na mikrobidlni populace v uméle

vytvofenych mikrokosmech. V posledni Casti se tato prace zabyva hodnocenim moZznosti

vyuziti pfi nanobioremedia¢nich aplikacich.

Dil¢imi cili prace byly:

1. Synteticky piehled literatury zabyvajici se toxicitou nZVI

2. Vyvoj a optimalizace nového jednoduchého protokolu pro testovani toxicity
nanomateridli na bazi nZVI vici bakteridlnim druhtim

3. Vyvoj testu pro hodnoceni oxidativniho poSkozeni biomolekul u riznych
mikroorganismu po expozici nanomateridlem (nZVI)

4. Studium zmény toxicity a struktury sulfidické modifikace nZVI v prabéhu
starnuti po dobu 2 mésicti

5. Zhodnoceni vyuZiti kombinace nanoremediace a biostimulace v sana¢nich
aplikacich

6. Studium vlivu nZVI na padni mikroorganismy v uméle vytvotrenych

mikrokosmech
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7. Zavéry

Predkladand prace komplexnim zptisobem hodnoti toxicitu materialti na bazi nZVI —

nejvice pouzivaného nanomateridlu v remediacni praxi. Toxicita je hodnocena jak vici

jednotlivym druhtim, tak vii¢i celym mikrobidlnim spolecenstviim. V ramci této prace bylo

vyvinuto né€kolik novych pfistupii k hodnoceni toxicity nanomateriald na bazi nZVI.

Naslednou aplikaci v kombinaci s materidlovou analyzou a pokrocilymi molekularné-

genetickymi metodami bylo studovdno nékolik novych materidli pied jejich samotnou

aplikaci do ZP.

Soubornd publikace ¢. 1 shrnuje soucasné poznatky o vlivu nZVI na
mikroorganismy. Kromé hodnoceni rizik spojenych s aplikaci nZVI (negativnich
ucinki — toxicity) tato publikace rovnéz poskytuje aktudlni informace
o biostimula¢nim efektu tohoto materialu. (Publikace €. 1)

S pouzitim kapalinové chromatografie a optimalizovaného postupu kultivace pii
expozici Cistych bakteridlnich druht byl vytvofen test, pomoci které¢ho je nyni
mozné hodnotit toxicitu nové vyvijenych materidlli na bazi nZVI. Pomoci tohoto
protokolu byla stanovena toxicita nZVI a jeho 3 modifikaci liSici se obsahem
pyroforického Zeleza a tlouStkou oxidické slupky. Detekovany trend v poklesu
toxicity se vzrustajici tlouStkou oxidické slupky byl nasledné pozorovan u Cistych
mikrobidlnich kultur tfi zastupci Gram pozitivnich a tfi Gram negativnich
bakterialnich druhti. (Publikace €. 2)

Pomoci pokrocilych metod analytické chemie byla prokdzana oxidace jak lipidi,
tak proteind u tii odliSnych mikrobidlnich druhti (u hub, fas a bakterii) po expozici
nZVI stabilizovaného 3 nm tenkou oxidickou slupkou. Vyvinuty test zaloZeny na
mikroextrakci tuhou fazi spojeny s plynovou chromatografii a hmotnostni detekci
(SPME-HS-GC-MS) byl pouzit pro detekci karbonyll, jakozto markerQ
oxidativniho poskozeni biomolekul. (Publikace €. 3)

Aplikaci vyvinutého protokolu byla stanovena toxicita 3 sulfidickych modifikaci
nZVI liSicich se pouze hmotnostnim procentem siry obsazené v jednotlivych
Casticich. Byl pozorovan klesajici trend akutni toxicity v zavislosti na rostoucim
obsahu siry v nanocastici S-nZVI. Béhem dlouhodobého experimentu byl
zaznamenan ndarist toxicity u sulfidickych modifikaci v prvnim tydnu expozice

a nasledny pokles v pritbéhu &asu. Cisté pyroforické nZVI si udrzelo svoji akutni
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toxicitu prvni tyden a nasledné byl pozorovany pokles toxicity v pribéhu starnuti.
(Publikace ¢. 4)

V ramci této disertacni prace byl rovnéz sledovan a hodnocen vliv nZVI a jeho
modifikaci na celé mikrobialni spoleCenstvo. V in vitro podminkach byly béhem
nékolika riznych experimentli pozorovany zmény v zastoupeni mikrobidlnich
populaci zplisobené témito nanocasticemi v prostiedi redlné kontaminované pudy.
Dale byl pozorovan vliv postupného starnuti material na bazi nZVI v realnych
podminkach a jeho nésledny vliv na zastoupeni jednotlivych mikrobialnich tiid.
(Publikace €. 5)

V ramci této prace byl zhodnocen i nanobioremediacni potencial nanomaterialti na

bazi nZVI pii pilotnich aplikacich na tizemi CR. (Publikace ¢&. 6)
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