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Uvod

Nanoobjekty jsou odjakziva piirozenou soucasti ptirody a tvofi také zivou hmotu - buniky a
jejich ¢asti, viry i DNA (makromolekula o priméru 2 nm). V atmosféte se bézné vyskytuji
nanocastice vznikajici fotochemicky, vlivem lesnich pozari, sope¢nych erupci nebo erozi
pud, ale i antropogenni ¢innosti jako naptiklad spalovacimi procesy a tézbou. Na vyrobu
umélych nanocastic se specializuje nové prumyslové odvétvi - nanotechnologie. Jejich
rozvoj V poslednich letech nejlépe dokumentuji pocty publikovanych ¢lanku, které se
tykaji nanomateriald. Na toto téma bylo v roce 1990 evidovano mén¢ nez 1000 publikaci,
nicméné do roku 2004 se tento podet zvysil na 28 000 a rok od roku stale rapidné roste.!
Tento trend je zplusoben pfedev§im zavadénim nanomateridlli do komer¢nich produkti,
kdy jejich popularita u spotiebitell jaksi ptedb&hla védecky V}'Izkurn.2

Jednim z nejCastéji ptidavanych nanomateriald do riznych vyrobkd jsou
nanocastice stiibra diky svym specifickym fyzikalné-chemickym a vynikajicim
antibakterialnim vlastnostem. Nicméné stiibro patii mezi t€zké kovy a mlze vykazovat
také toxické ucinky, které jsou momentalné intenzivné studovany. Kromé toho se
nanocastice stfibra mohou uvolnovat ze zmiflovanych vyrobkd do odpadnich vod a pak
putovat az do vodnich tokil, nebot’ technologie v Cistirnach odpadnich vod stale nejsou
uzpusobeny k jejich odstranéni. Takto se pak dostanou piimo do zivotniho prostiedi, kde
mohou ohroZovat organismy v ném Zijici."

Nyni se intenzivné studuje ekotoxicita nanocastic stiibra viici mnoha druhim
prokaryotickych 1 eukaryotickych organismi. Tyto studie maji vést k objasnéni chovani a
vlivu nanocastic stiibra na Zivé organismy. VétSina studii se z divodu mensi naro¢nosti
zaméfuje pouze na testovani akutnich (kratkodobych) ucinku, ale nanostfibro mize na
organismy Vv piirodé ptsobit i dlouhodobé. Proto je nutné provadét také testy chronické
toxicity. Naplni této bakalarské prace je studium ucinkd nanocastic stéibra pravé pomoci
testi chronické toxicity vuéi zastupci z tfidy hmyzu — Octomilce obecné (Drosophila
melanogaster). Hlavnim cilem je zjisténi takové koncentrace stiibra, kterd jiz nebude mit
Vv pritbéhu Sesti generaci zadny vliv na vzhled a Zivotni cyklus organismu. Vyzkumna ¢ést
mé prace navazuje na vysledky diplomové prace Katefiny Benickové,® kde byly viici
octomilce testovany koncentrace 3 mg/l, 5mg/l a 7 mg stiibra/l média v osmi generacich.

v

a zesvétleni zbarveni jedinct.
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1. Koloidni soustavy

Razné typy disperznich soustav mizeme vidét velmi Casto v pifirodé nebo laboratofi,
piikladem mutze byt napi. mlha, dym, emulze, péna nebo pravé roztoky latek. Disperzni
soustavy obsahuji minimalné dvé faze nebo dvé slozky, kde jedna faze (disperzni podil) je
ve form& &astic rozptylena ve fazi druhé (disperzni prostiedi).*>° Podle velikosti
rozptylenych ¢astic je mozné rozliSovat analytické (d < 1 nm), koloidni (Inm <d <1 um)a
hrubé disperze (d > 1 pm).*’ Koloidni disperzni soustavy vynikaji fadou specifickych
fyzikalné chemickych vlastnosti, které souvisi hlavné s velkym povrchem dispergovanych
Castic stykajicim se s disperznim prostfedim v porovnani s vlastnim objemem
dispergovanych &astic.” Pro vysvétleni velkého povrchu koloidnich &astic si predstavme
¢astici uhliku o velikosti 60 um (pfiblizné Sitka lidského vlasu), kterd ma hmotnost asi 0,3
pg a plocha jejiho povrchu ¢ini 0,01 mm?. Kdyz tuto castici délime, dostaneme milion
castic o velikosti 600 nm a miliardu ¢astic o velikosti 60 nm (Obr. 1), pfiCemz mame stale
stejny objem a hmotnost hmoty. Miliarda ¢astic ma ale mnohonasobné¢ vétsi povreh,

V nasem pifpadé 11,3 m2.(cit. 12)

1 mikrocastice 1 milion ¢astic 1 miliarda nanocastic
o priméru 60 pm o priméru 600 nm o priiméru 60 nm
Lidsky vlas (tloutka lidského vlasu)

Obr. 1: Srovnani velikosti a poctu ¢astic vzniklych délenim jediné veétsi Gastice®

1.1. Optické vlastnosti koloidnich soustav

Pfi priichodu svételného paprsku (elektromagnetického zateni) koloidni soustavou dochézi
ke snizeni intenzity svétla v disledku pravé absorpce a zaroveil rozptylu dopadajiciho

zéfeni na Casticich systému. Pfevaha jednoho nebo druhého jevu zavisi na celkovém



charakteru dané soustavy, na vlnové délce svétla, ale predev§im na velikosti rozptylenych

e AT
castic.

1.1.1. Absorpce

K absorpci zafeni cCasticemi dochazi tehdy, pokud energie dopadajiciho fotonu
elektromagnetického zareni odpovida rozdilu energii mezi zédkladnim a excitovanym
stavem &astice.” Zménou t&chto stavil se zvySuje vnitini energie molekul a ta pfechézi na
tepelnou energii. Absorpci elektromagnetického zafeni latkou A charakterizuje Lambert-
Beertv zakon:

I
A=-log — = ecd (1)
|

0

kde | je intenzita zafeni proslého latkou, lp je intenzita zafeni dopadajiciho na latku, ¢ je
absorpéni koeficient, € je koncentrace latky a d je Sitka vrstvy, kterou zafeni projde.
U elektricky vodivych koloidnich ¢astic kovu je vSak tento zdkon komplikovan

s ’ 7y ’ . covr e T
zavislosti absorpce zafeni na velikosti ¢astic.

1.1.2. Rozptyl zareni
Pii rozptylu svétla nedochazi k zZadnym piechodim elektronli mezi energetickymi

hladinami ani ke zméndm vinové délky, ale v podstaté k elastickému odrazu fotonu od
Gastice do vech smérii.” Koloidni disperze v tenkych vrstvach se jevi v prochézejicim
svétle jako ciré. Mirny zakal se jevi aZ v tlustych vrstvach, protoZe Castice v téchto
soustavach jsou stejné velké nebo mensi nez vlnova délka prochazejiciho svétla a intenzita
rozptyleného svétla je niz§i neZ u hrubych disperzi.*

Rozptyl svétla vznika diky polarizaci molekul u¢inkem kmitajiciho elektrického
pole. Tyto molekuly se méni v oscilujici dipdly, které obklopuje periodické elektrické pole
Sifici se vSemi sméry jako vinéni. VSechny ozafené molekuly tedy vysilaji zafeni o stejné
vinové délce, jako na n¢ dopadlo. Poprvé rozptyl svétla takto popsal Rayleigh v roce 1871
na malych kulovitych od sebe vzdalenych casticich pfi vyssi vinové délce, nez je jejich
velikost a odvodil také vztah pro intenzitu zafeni rozptyleného jednotkou objemu zfedéné

disperzni soustavy pod thlem 0 :

T -a® v (1+C0$29)
:|0 ; : 2. )

gy A -r (2)
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kde lp je celkova intenzita dopadajiciho zafeni, v je pocet Castic v jednotce objemu
soustavy, g je permitivita vakua, A je vlnova délka zéafeni dopadajiciho i rozptylené¢ho,
r je vzdalenost detektoru intenzity od zdroje rozptyleného svétla, 0 je uhel pozorovani

(sevieny dopadajicim a rozptylenym paprskem), a je polarizovatelnost Sastice.™

1.2. Metody studia koloidnich soustav

Charakteristickou vlastnosti disperzi nanocastic kovu je jejich intenzivni zabarveni, napf.
oranzovozluté koloidy stfibra nebo rubinové cervené koloidy zlata. Za tuto vlastnost je
zodpovédny zvlastni jev, tzv. povrchovy plasmon.*® Mizeme jej vysvétlit jako oscilaci
vodivostnich elektronti kovu soubézné s fotony elektromagnetického zateni. Takova
soustava po dopadu svétla, tuto svételnou energii silné absorbuje a tim pravé vznika
charakteristické zbarveni. Vlnova délka, pti které dochazi k absorpci, je oznaCovéna jako
absorpcni pas povrchového plasmonu. V UV/Vis spektrech koloidu stiibra se vyskytuje
vyrazny absorpéni pik pfi vinové délce 390-410 nm, coz znaci ¢astice stiibra o velikosti
pod 100 nm, dobfe separované a neagregované.? Jednou z technik vyuZivanych
Kk charakterizaci koloidnich roztokii je proto molekulova absorpéni spektrometrie
Vv ultrafialové a viditelné oblasti (UV/Vis spektrometrie). Jako zdroj zafeni jsou zde
pouzivany pro UV oblast deuteriové a vodikové vybojky a pro viditelnou oblast
wolframové Zzarovky, jejichz paprsek prochazi monochrométorem a poté kapalnym
vzorkem umisténym v kyveté a ¢ast zareni se absorbuje. MnoZstvi absorbované energie
urcité vinové délky se nazyva absorbance a jeji zavislost na vinové délce zafeni vynesena
do grafu se nazyva absorpcni spektrum. Spektra jsou zpracovana programem Vv pocitaci na
zéklade elektrického signalu vysileného detektorem proslého zéfeni.®tt

Ke stanoveni koncentrace mnoha kovi, tim padem také stiibra, v roztoku se
pouziva atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS). Vzorek se piisobenim vysokych teplot
pfevede na volné atomy v plynné fazi, které absorbuji zafeni vinové délky nejintenzivngjsi
pro dany kov. Jako zdroj zafeni se pouzivaji rizné vybojky obsahujici stanovovany kov,
jejichz paprsek prochazi pies oblak atom a monochromator na detektor, ktery opét
zaznamena intenzitu proslého zafeni a pfeméni ji na elektricky signdl pro pocitac.
Promé&fenim kalibracnich roztokil se vytvoii kalibraéni kiivka (zavislost absorbance na
koncentraci), z jejiz smérnice je mozné vypocitat neznamou koncentraci kovu v roztoku.™*

M¢éfenim intenzity rozptyleného svétla mizeme ziskat informace o koncentraci a

velikosti &astic, u makromolekul lze zjistit také relativni molekulovou hmotnost.”*°
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Intenzitu rozptyleného zafeni 1ze méfit ptimo (nefelometricky). Nefelometrie je
vhodna predev§im k méfeni ziedénych roztoki, ale konstrukce piistroje je obtizna. Castg&ji
se meti zeslabeni zéafeni zplisobené jeho rozptylem na c¢asticich. Tato metoda se nazyva
turbidimetrie a k méfeni proslého zafeni lze pouzit obyéejny spektrofotometr. Zeslabeni
paprsku je vyraznéjsi u koncentrovangjSich roztoktli, proto je vhodnd pravé pro jejich
méfeni.*

Dynamicky rozptyl svétla (DLS - Dynamic Light Scattering) je metoda vyuZzivana
ke zjistovani distribuce velikosti koloidnich ¢astic. Zdrojem koherentniho zaieni je zde
laser, jehoz rozptylené paprsky v uréitych smérech interferuji a dochazi tedy k zesileni
jejich intenzity.” DLS m&fi Casové zavislé kolisani v intenzitd rozptyleného svétla, které se
vyskytuje v diisledku Brownova pohybu ¢astic. Analyza téchto vykyvi intenzity umoziuje
vytvoteni korelacni funkce pro urceni difuzniho koeficientu ¢éstic (nasledné preveden na
hydrodynamicky prumér ¢astic). Odpovidajici velikost castic pro tyto hydrodynamické
priméry se vypotita podle Mieho teorie.™

Pozorujeme-li kolmo na smér zateni Gzky svazek paprsklii prochazejici koloidni
nebo hrubou disperzi, rozptylené svétlo na casticich se jevi jako svételny kuzel (tento jev
poprvé pozoroval Tyndall, podle néj tzv. Tyndalliv kuzel). Na principu tohoto jevu
pracuje metoda zvana ultramikroskopie, kdy do objektivu pfichazi jiz rozptylené svétlo a
Castice se jevi jako zafici body na tmavém pozadi. Pomoci ultramikroskopu je mozné
Castice spocitat a pozorovat jejich pohyb, coz se da vyuzit pfi studiu kinetiky koagulace a
rychlosti difiize. Nelze vSak pfesné urcit jejich tvar ani velikost,* tento problém pak nejlépe
feSi elektronova mikroskopie. Elektronovy mikroskop pouZiva svazek rychle leticich
elektronii misto klasického svétla, coZ zaruCuje vysokou rozliSovaci schopnost (vlnova
délka zateni elektronli je velmi kratkd). Principem vytvofeni obrazu je rozptyl elektront
tuhymi ¢asticemi do stran, kdy tlust§i vrstvy rozptyluji vice, takze rozptylené elektrony
opusti osu mikroskopu a obraz nevytvoii. Dasledkem toho je neprosvétlenost danych casti
obrazu.'® Dal§i moderni metodou studia objektd o rozmérech nanometri je mikroskopie
atomarnich sil (AFM-Atomic Force Microscopy). Tato technika je nejrozsifenéjsi odnozi
skenovaci tunelovaci mikroskopie (STM) a pracuje na podobném principu, ktery vSak
nespociva v monitorovani proudu mezi vodivym hrotem a vodivym vzorkem, ale spociva
v méteni sil atomarniho plivodu (pfitazlivych nebo odpudivych) pisobicich mezi atomy
velmi ostrého hrotu a vzorku. Hrot je upevnén na pruzném nosniku a pohybuje se nad

vzorkem nebo se ho dotyka. Nosnik se vlivem interakei hrotu a vzorku ohyba a podava tak
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informace o povrchu vzorku, které jsou zaznamenany detektorem a nasledné zpracovany

v obraz. Vyhodou této metody je moZnost mé&feni i nevodivych vzorki.™

1.3. Kinetické vlastnosti koloidnich soustav

Kinetické vlastnosti koloidnich soustav jsou dény tim, Ze koloidni ¢astice i molekuly
disperzniho prostfedi konaji chaoticky tepelny pohyb, jehoz vlivem do sebe vzijemné
narazeji, méni svij smér a pohybuji se. Tento jev nazyvame Brownuv pohyb, podle jeho
prvniho pozorovatele. Intenzita tohoto pohybu roste se zvysujici se teplotou, zmensujici se
velikosti Castic a viskozitou prosttedi, zavisi také na tvaru Sastic.*® Vsl castice (okolo
4um) spiSe pouze vibruji kolem urcitého centra, zatimco malé Castice konaji kromé
translagniho i rotaéni pohyb.’

V soustavach, které maji v riznych svych castech rizné koncentrace c¢astic
(koncentraéni gradient), dochdzi vlivem Brownova pohybu k jejich samovolnému
vyrovnavani.” Tento proces se nazyvé difiize a jeji rychlost klesa s rostoucim polomérem
¢astic. V koloidnich systémech je tim padem mensi, nez u analytickych disperzi. Diftze je
popséana pomoci Fickovych zékond.*

Velmi podobnym déjem je osmoza, pii niz se roztoky také snazi vyrovnavat
koncentrace, ale tyto roztoky jsou od sebe oddéleny polopropustnou membranou. Takovou
membranou prochéazeji pouze molekuly rozpoustédla, protoZe jeji pdry maji malou
velikost. Na principu osmozy jsou zaloZeny separacni dé€je jako dialyza, elektrodialyza,
ultrafiltrace a elektrofiltrace, které se pouzivaji k oddélovani nizkomolekularnich slozek
(nejéast&ji elektrolytt) z koloidnich roztokd.’

V disledku gravitacni sily nebo odstiedivé sily v centrifuze se Castice pohybuji
V jejim sméru, tento d¢j se nazyva sedimentace. Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na jejich
vlastnostech (hmotnosti, tvaru a hustot¢) a také na povaze prostiedi, ve kterém se Céstice

pohybuje (vztlakova sila a viskozitni odpor prostiedi).’

1.4. Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Elektrické vlastnosti koloidnich soustav jsou pfic¢inou elektrickych naboji s riznym
znaménkem na rozhrani mezi pevnou a kapalnou fazi. V blizkosti tohoto rozhrani se,

vlivem vytvoteného elektrického pole, opané nabité ionty uspoiadaji do tzv. elektrické
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dvojvrstvy. Teorii jejiho uspotfadani se jako prvni zabyval Helmholz, jim vytvofenou
teorii pozdéji doplnili Goiiy s Chapmanem, ale az Stern ve své teorii zahrnul, na rozdil od
svych predchidct, také rozméry ionttli a interakce mezi nimi."*

Elektricka dvojvrstva se vlivem pohybu faze s dvojvrstvou vici roztoku rozdé€li na
dvé casti s ndbojem opacného znaménka. Dé¢leni se uskutectiuje na tzv. pohybovém
rozhrani. Toto misto ma specificky elektrokineticky potencial, nazyvany také jako
C-potencial (zeta potencial), ktery je vyrazné ovliviiovan piidavkem elel<troly‘a°1.4 Diky (-
potencialu dochazi k vyznamnym elektrokinetickym jevim. Zname ctyfi druhy jevi a
muzeme je rozdé€lit je podle toho, jaka faze se pohybuje a jaka je v klidu. Pokud se
pohybuje kapalna faze a pevna je v klidu, jde o elektroosmézu nebo potencial proudéni,
je-li tomu naopak, pak se jedna o elektroforézu nebo sedimentaéni potencial. V praxi se
vyuziva nejvice elektroforéza a elektroosmoéza.®

Elektroforéza je pohyb ¢astic, majicich elektrickou dvojvrstvu, v elektrickém poli.
Elektroforetické metody jsou pouzivany v Iékaistvi i vyzkumu (zejména k separaci
biomakromolekul — bilkovin, DNA apod.) a k nanaSeni riznych povlaku na elektrody tam,
kde je to vyhodn&jsi, neZ pouziti klasické elektrolyzy.”

Elektroosmoza je transport kapaliny kapilarami (porézni hmoty), které maji na
svych sténach elektrickou dvojvrstvu. Pohyb je vyvolany rozdilem potencialii na obou
koncich kapilar. Tento jev se vyuziva pii elektrodialyze, coZ je metoda ke snizovani
koncentrace nizkomolekularnich elektrolytii v koloidnich roztocich,™ ale také napiiklad
k odvodnovani poréznich a praskovitych hmot nebo ve stavebnictvi k vysouseni vlhkého

zdiva.*

1.5. Metody pripravy koloidniho stfibra

Koloidni soustavy se ptipravuji bud’ dispergaci (rozmélnéni velkych ¢astic dodanim prace)
nebo kondenzaci (spojovanim molekul pravych roztoku), ale vzdy je nutna piitomnost
latek, které jsou schopny zastavit jejich rist a vzniklé astice stabilizovat.*

Dispergovat castice je mozné fyzikdlnimi postupy (napf. laserovou ablaci, mletim
v kulovych mlynech, rozmélnovanim pomoci ultrazvuku), elektrickym proudem
(elektrické rozprasovani odtrhdvanim castic z elektrod) nebo peptizaci (pfevedeni
srazeniny koloidu zpét na koloidni roztok). Kondenzace dosdhneme bud’ fyzikdlnimi
metodami zalozenymi na zméné rozpoustédla, ve kterém ma latka nizkou rozpustnost nebo

Casté¢jSimi chemickymi metodami. Chemicky lze koloidni soustavy pfipravit srdzecimi
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nebo oxidac¢né-redukénimi reakcemi stiibrnych soli riznymi ¢inidly. Oxidaci je mozné
ptipravit ¢astice nekovll (napf. siry, oxidaci sirovodiku kyslikem). Redukce je oblibenym
zpusobem pfipravy nanocastic kovii, tim padem takeé stifbra.’

V soucasnosti existuje mnoho organickych i1 anorganickych ¢inidel pouzivanych
k redukci nanocastic stiibra z jeho rozpustnych sloucenin. Velkou fadou postupi lze
pfipravovat Castice rtiznych velikosti a tvari. Ze skupiny ¢inidel stoji za zminku redukce
pomoci  redukujicich cukri  (Tollensova metoda), citrdtu sodného nebo
tetrahydridoboritanu sodného.

Modifikovana Tollensova metoda je =zaloZzena na redukci amoniakalniho
komplexu stiibra redukujicim cukrem. Je mozné pouzit jak disacharidy (maltosa, laktosa),
tak 1 monosacharidy (glukosa, fruktosa, galaktosa). Vybérem redukujiciho cukru, tpravou
pH, teploty a koncentrace amoniaku jako komplexotvorného ¢inidla lze fidit velikost
vznikajicich Castic stiibra vrozmezi od 25 az po 75 nm (viz Obr. 2). Nanocastice
pripravené touto metodou maji dobré katalytické a antibakteriadlni ucinky a navic nejsou
tak cytotoxické jako iontové stiibro. Nevyhodou je nutnost takto pfipravenou disperzi
stabilizovat proti agregaci.®

Borohydridova metoda ptipravy stiibra podle Creightona, Blatchforda a Albrechta
spociva v redukci dusi¢nanu stiibrného silnym redukénim ¢inidlem (tetrahydridoboritanem
sodnym) ve vodném prostiedi, kdy vznika disperze stabilni aZ nékolik mésicti. Timto
postupem vznikaji nanoc¢astice o velikosti 5 - 20 nm. Velikost a povrchovy néboj ¢astic je
mozné u této metody fidit zménou pomeru dusi¢nanu a borohydridu.2

Citratova metoda podle Lee a Meisela vyuziva jako redukéni €inidlo citratovy
anion (citrat sodny), ktery rovnou vznikajici nanocastice stiibra stabilizuje. Redukce
probihda za varu a vysledkem jsou cCastice stiibra s vétsi velikosti (30 — 120 nm) i
polydisperzitou, nez je tomu u predchozi metody. Stabilita této disperze je ale mensi nez u
borohydridové metody.?

K piipravé nanocastic stfibra lze rovnéz pouzit fadu dalSich redukénich Cinidel jako
je vodik, peroxid vodiku, hydroxylamin, hydrazin, formaldehyd a jeho derivaty, kyselina
askorbova, EDTA i jednoduché cukry.’
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— 50 nm

Obr. 2: Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu zobrazujici nanocastice stiibra
ptipravené Tollensovym postupem pii riznych teplotach. A) 27 °C, ~20 nm, B) 30 °C, ~30
nm a C) 35 °C, ~40 nm.(cit. 2)

2. Organismus Drosophila melanogaster (Octomilka obecna)

Larvy rodu Drosophila se Zivi ovocem, zeleninou nebo houbami, které prochazi kvaSenim
(v diisledku kvasinek nebo bakterialni kontaminace). Diky tomu jde o druhy synantropni —
drzi se v blizkosti lidskych obydli. Proto jsou octomilky rozsiteny téméf po celém svété s
vyjimkou tzemi s extrémni nadmotskou vyskou nebo §itkou.'"'® Celosvétové je popsano

jiz pfes tisic druhii a v CR se b&Zné vyskytuje okolo 60 druhi. ™

2.1. Vzhled a stavba téla

Octomilka obecna je drobnd muska, dosahujici velikosti 1,8-2,5 mm. Té€lo je zbarveno
Zlutohn&d& s tmavymi kresbami.'® Samegek je vZdy o néco mensi nez samicka.T&lo tvofi
tfi zakladni ¢asti: hlava, hrud’ a zadecek.

Hlava nese jeden par vyrazné Cervenych slozenych oci, jeden par viceclankovych
tykadel s ¢ichovymi a hmatovymi receptory a lizavé savé ustni stroji.
Hlava velmi Siroce piiseda k hrudi,® kterd je t¥iglankova.

Hrud’ nese tii pary koncetin a kiidla. AvSak pln€ vyvinuty je pouze prvni par kiidel,

druhy zakrnél a pfeménil se v kyvadélka (haltery) slouzici k udrzovani rovnovahy pfi letu.
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Kitidla jsou celoplosné protkana zilnatinou, ktera je tvofena trachejemi, nervy a kanalky a
proudi ji hemolymfa.

Zadecek octomilek je ¢lankovany, neni zietelné¢ odd€len od hrudi® a nejsou na ném
zadné koncetiny. Na tergitech zadeCku jsou pfi¢né tmavé pruhy, uprostied nepierusené a
stejnomérné §iroké.?!

Samicka se lisi od samecka nékolika znaky: velikosti (samecek je o néco mensi nez
samicka), hmotnosti (samecek vazi okolo 0,8 mg a samicka okolo 1,5 mg), poctem facet ve
slozenych ocich (sameCek ma zhruba 740, samicka 780) a zbarvenim hrbetni strany
zadecku (samecek ma celistvou tmavou skvrnu na zakulaceném zadecku, samicka je tmave
pruhovana se zaSpicatélym zadeckem, viz obr. 3). Samecek ma navic na patém clanku
pfednich koncetin vyrazny cerny Stétinovity hiebinek (sex comb), ktery slouzi
k pridrzovani samicky pii pareni.?? Nicméné bylo zjiténo, Ze odstranéni tdchto hiebinki
m4 jen maly vliv na usp&ch pii pareni.’’

Samicky se mohou péfit az za 12 hodin po vylihnuti z kukly, samecci jiz za n¢kolik
malo hodin. Samicka si v sob¢ uchovava spermie, kterymi pozdéji oplodni velké mnozstvi
vajicek. Zhruba za 10 dni je jich pak schopnd naklast az 300. SamiCky po narkotizaci

kladou vajicka pozd&ji.??

Obr. 3: Rozdilny vzhled samicky (vlevo) a samecka (vpravo)®
Tréavici soustavu tvoii Usta, hltan, jicen, Zvykaci zaludek a stfeva, na kterd navazuje

konecnik a fitni otvor. Jako vylu€ovaci organ funguji maphigické trubice filtrujici zplodiny

z hemolymfy, které jsou vylucovany ve formé moci.
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V oteviené cévni soustavé dominuje hibetni céva. Tato céva je oznaCovana také
jako srdce, nebot’ pulzuje a s pomoci dalsich svalil zajistuje cirkulaci hemolymfy.?

Dychaci soustavu tvoii trubicovité vchlipeniny pokozky (vzdusnice, tracheje)
vyztuzené chitinem. Tracheédlni systém se otevira na povrchu téla parovymi priduchy,
zvanymi stigmata. Z trachedlnich chodeb vychézeji uzs§i vzdusnice, které se mnohokrat
vétvi az kjednotlivym organim a tkdnim, kde konc¢i ve specidlnich builkach
(tracheoblastech).

Nervovou soustavu tvoii velka nadhltanovd a podhltanova uzlina, které vznikly
zvétSovanim a splyvanim uzlin v hlavé. Tykadla maji nejen velmi dobré chemoreceptory,
ale 1 mechanoreceptory, které¢ jsou rozvrstveny téméi po celém téle. O¢i jsou slozené

z Sestihrannych rohovek (facet), je tedy predpokladdno mozaikovité vidéni.

2.2. RozmnoZovani a Zivotni cyklus

Octomilka béhem svého zivota prochazi ¢tyfmi stadii vyvoje, jsou to: vajicko, larva, kukla

a dospélec (imago),? jak je znazorndno na obr. 4.

Vajigko [ ]

Dospélec
Obr. 4: Zivotni cyklus Drosophily melanogaster23

Laboratorni teplota pti chovu je nejcastéji 25 °C, nésledujici doby vyvoje jsou proto

vztaZeny na tuto teplotu. Pti 18 °C se doba vyvoje zdvojnasobi. Oplozené samicky kladou
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bila, asi 0,5 mm dlouha vajicka na povrch kultivaéniho média. Embryonélni vyvoj ve
vajicku trvd asi 24 hodin, vylihnuté larvy pak zalézaji do kultivaéniho média, které
konzumuji.22 Nasleduji tii larvalni instary (tato obdobi jsou od sebe odd¢lena
svlékémim),Zl’22 které trvaji zhruba 4 dny. V poslednim instaru je larva dlouha az 4,5 mm a
lze rozeznat samecky pomoci preparacniho mikroskopu podle zfetelnych samcich gonad.
Larvy v tomto stadiu vylézaji z média na stdny nadoby?? a méni se v kuklu (pupa), coz je
klidové stadium, kdy dochazi ke kompletni piestavbé larvy na dospélce (imago). Tento typ
vyvoje se nazyva pieména dokonald (holometabolie.').l7‘21 Vyvoj v kukle trva 4-5 dni.
Kukla je zpoc¢atku bild a postupné hnédne. Po 10 dnech se z kukel lihnou dospéli jedinci,
kterym se b&hem n&kolika malo hodin napnou kiidla a doplni pigmentace zade&ki.??
Prvnich 8-10 hodin po vylihnuti se samicky jesté¢ nejsou schopny pafit, coz ma
velmi prakticky vyznam pro kiizeni. Neoplozené (virginelni) samicky mohou byt odebrany
a pouzity K Fizenému kiiZeni s vybranymi samecky.!” Doba Zivota dospélce se pohybuje

Vv rozmezi 40-50 dni.?

2.3. Drosophila melanogaster jako pokusny objekt

Domovem piedkli octomilek byla nejspis tropickd zapadni Afrika. Odtud se rozsitily do
Euroasie asi pfed 6 000 - 10 000 lety. Do Ameriky se dostaly teprve asi pted 500 lety,
pravdépodobné na otrokaiskych lodich.'’

Drosophilu melanogaster popsal ve védecké literatuie poprvé v roce 1830 némecky
entomolog Johann Wilhelm Meigen (1764 -1845). Prvni experimentalni studie s D.
melanogaster byly provedeny jen néco malo pied sto lety, védci Carpenterem a Castlem na
Harvardu. Slo o studium G&inkd kiiZeni piibuznych jedincti na plodnost. Tato prace
ukézala, Ze D. melanogaster je vhodny organismus pro védecké badani."’

Thomas Hunt Morgan (embryolog na Kolumbijské univerzit¢ v New Yorku) zarudil
octomilce obecné popularitu tim, Ze ji vroce 1911 zacal systematicky pouzivat jako

zékladni modelovy organismus pro studium genetiky.'”*

Jeho prace stimto druhem
objasnily napiiklad strukturu chromozomu a princip ulozeni vlioh (1926 Nobelova cena).?!
Béhem nasledujicich tficeti let polozil Morgan a jeho kolegové zaklady klasické genetiky.
Dnes se zabyva studiem zakladnich problému v biologii asi 7500 vyzkumniku, ktefi
pracuji s Drosophilou.’” Z toho diivodu je octomilka po v&ele medonosné pokladana za

nejlépe probadany druh celé hmyzi Fige.'®
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Volba toho zivocisného objektu velmi urychlila dalsi rozvoj studia dédi¢nosti proto,
ze ve srovnani s vysSimi rostlinami je generacni doba drozofily (10 az 12 dni)
mnohondsobné kratsi. DalSimi vyhodami tohoto modelového organismu je piedevSim
dostateCné¢ pocetné potomstvo, snadné a ekonomicky nenarocné mnozeni a kiizeni
Vv laboratornich podminkach, moznost poskytnuti velkého poctu snadno pozorovatelnych
genetickych odchylek (barva oci a téla, tvar ktidel atd.) a v neposledni fad¢ relativné maly
a dostatecn¢ probadany genom. Drosophila ma pouze Ctyii parti chromozomt X / Y a tii
pary autozomu. Velikost genomu je asi 165 miliont bazi a obsahuje zhruba 14 tisic gent
(pro srovnani: lidsky genom mé 3400 milioni bazi a miize mit asi 22 500 gent). Jeji
genom byl téméf kompletné sekvencovan v roce 2000.(cit. 26) Sekvence geni je volné
pristupna na internetu.”’

Dnes se jiz octomilka nepouziva pro biologicky vyzkum pouze v oblastech
genetiky, ale pozdéji se ji zacalo vyuzivat i k Setfeni zdkladnich problémi z oblasti
ekologie nebo neurobiologie.” V toxikologii je vhodna k urdovani stopovych mnoZstvi

rezidui insekticidi extrahovanych z rostlin a potravin.?®

3. Toxikologie

Toxikologie je véda zabyvajici se vzijemnym plsobenim chemickych latek a
zivého organismu. Zéaklad této discipliny polozil v 16. stoleti renesancni u€enec Paracelsus,
ktery konstatoval, ze kazda latka mize byt jedem, ale jeji G¢inky zavisi na davce. Jako jed
(toxické latka) je brana takova latka, ktera mlze vyvolavat nepfiznivé ucinky pii podani
jizmalych davek. Davku muzeme chapat jako mnozstvi latky, které se dostane do
Organismu.29 Nekteré organismy v sobé akumuluji chemické latky z okoli nebo potravy.
Tento proces se nazyva bioakumulace a vysledkem je vys$i obsah kontaminantu v zivé
hmoté&, nez v prostiedi, kde organismus 2ije.30

Pro testovani toxicity se pouzivaji zivé organismy nebo organismalni systémy, které
jsou vystavovany riznym davkam toxickych latek po kratkou nebo delsi dobu. Testy
S organismy jsou obecn¢ oznaCovany jako biotesty. Testy s jednorazovou, kratkodobou
expozici a obvykle vysokou dévkou testované latky se nazyvaji akutni testy, pifi nichz se
thned po expozici objevuji akutni G€inky od zmén chovéni a vzhledu organismu, az po

smrtici plisobeni. Akutni toxicitu mizeme charakterizovat pomoci toxikologickych indexi,
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jako jsou letalni davka (LD) nebo letalni koncentrace (LC). Hodnoty LDsp a LD1go znaci
davku toxické latky, pfi které zahyne 50 nebo 100 % testovanych organismi. Pfechodem
mezi testy akutnimi a chronickymi jsou testy subchronické (subakutni). Dlouhodobym
testim, kdy jsou organismy vystavovany nizkym davkdm testované latky, fikame
chronické testy. Tyto testy slouzi kurCeni hodnot NOAEL (davka, ktera jeste

v

ucinek). Chronické ucinky se mohou objevit az pozdéji (v dalSich generacich) a pretrvavat
dlouhou dobu. Typickymi chronickymi G¢inky jsou mutageneze ¢i genotoxicita.zg’30

Toxicitu latek ovliviwji jejich fyzikdlné-chemické viastnosti (koncentrace, rozpustnost
ve vod¢ a tucich, struktura latky), doba a zpiisob expozice, environmentalni faktory
(teplota, vlhkost, intenzita svétla), interakce mezi toxickymi ldtkami (toxicita zlstane
stejnd, zvysi se nebo naopak snizi), biologické faktory a vyzZiva 0rganismu.3o

V pribéhu vyvoje toxikologie vzniklo mnoho aplikovanych odvétvi jako napf.
predikéni toxikologie (odhad toxicity latky z jeji struktury), klinickd (diagnosa a lécba
otrav) a primyslova toxikologie (prevence a 1écba otrav v primyslu), toxikologie potravin
a aditiv, agrochemikalii (hnojiv, pesticidll), ekotoxikologie, nanotoxikologie a mnoho

dalgich.?®

3.1. Ekotoxikologie

Zatimco klinick4 toxikologie zkoumd Ucinky latek pouze na jeden biologicky druh, na
cloveka, ekotoxikologie se zaméfuje na sledovani ucinkt toxickych latek na organismy,
populace 1 spoleCenstva a zarovenl se zabyva monitorovanim toxickych latek v prostredi.
Cilem ekotoxikologickych testli je ochrana a zachovéani ¢istého Zivotniho prostfedi. V
ekotoxikologickych biotestech je vyuzivano velké mnozstvi riznych druhli modelovych
organismii (vodnich i suchozemskych).*

Jednim z modelovych organismid v ekotoxikologii je Octomilka obecna
(Drosophila melanogaster), pouzita k hodnoceni toxicity stfibra v této praci. Octomilky
jsou s oblibou pouzivany nejen v genetice, ale také ke studiu toxicity kovt. Naptiklad byly
pouzity ke studiu neurotoxicky biokovii Fe, Cu a Mn, které jsou spojovany s
Parkinsonovou chorobou. Pfi akutni (15 mM po dobu az 5 dntt) nebo chronické (0,5 mM,
az 15 dni) expozici témto koviim byla vyrazné sniZzena Zivotnost a pohybova aktivita

Drosophil. V jejim mozku byla ur¢ena vysoka koncentrace téchto kovi. Pochopeni u€inka
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biokovil na tomto modelovém organismu muze poskytnout pohled na toxické ti€inky iontl
kovii a u&inngjsi terapeutické piistupy k parkinsonismu.*

Al-Momani a Massadeh aplikovali v prvni praci na octomilky Cu, Cd, Zn a Pb ve
dvou generacich. Do koncentrace 100 ppm kovi Vv Zivném médiu nedoslo k vyraznému
snizeni poctu prezivajicich kukel nebo dospélcti. Nad koncentraci 500 ppm téchto prvku
doslo k vyrazné redukci rustu a vyvoje, snizeni velikosti téla, vCetné redukce kiidel a
snizila se schopnost jedinct pfeménit se z kukly v dospélce. Nejméné toxické bylo olovo,
nasledoval zinek, méd’ a nevyssi toxicitu vykazovalo kadmium. Ve druhé generaci se
projevil mirny ubytek jedinct u kadmia a zinku jiz pfi koncentraci 100 ppm. Pfi vyssich
koncentracich byly poéty kukel a dosp&lct mirn& niZ$i nez v prvni generaci.* Stejni autofi
v dalsi praci studovali miru vyskytu tézkych kovl v pide v okoli frekventovanych silnic a
jejich vliv na Zivotni cyklus octomilek. Posuzovany byly opét Pb, Cd, Cu, a Zn o
koncentracich 624, 1243, 242 a 874 ng/g pudniho vzorku (odebrany v blizkosti silnic ve
mesté Irbid v Jordansku). Témto vzorkim byly vystaveny dvé generace octomilek,
pficemz prvni generace vykazovala vyrazné sniZzeni poctu a zmenSeni téla jedincii pro
vSechny kovy. K také vyraznému poklesu poctu a problémtim s dokoncenim vyvoje doslo 1
ve druhé generaci.33

Bahadorani zkoumal biologické ucinky Zeleza, médi, zinku a kadmia na D.
melanogaster. DoSel k obdobnym vysledkiim a navic prokézal zkraceni Zivotnosti dospélé
mouchy.?* Akins a jeho kolegové studovali vliv tfi sloucenin tézkych kovii (chlorid
triethylolovnaty, octan olovnaty a chlorid kademnaty) na letalitu, vyvoj a chovani
octomilek. V ramci pokusu byly stanoveny larvalni LCsq pro chlorid triethylolovnaty 0,09
mM, octan olovnaty 6,6 mM a chlorid kademnaty 0,42 mM. Kazd4 z testovanych
koncentraci zplisobovala zpozdéni ve vyvoji larev zavislé na davce.*®

Na octomilkach byly zkoumany také genetické a buné&né mechanismy
karcinogeneze chromu a niklu, coz jsou dva lidské karcinogeny spojené s priimyslovou

expozici.36

3.2. Nanotoxikologie

Diky vzristajicimu vyuzivani nanoprodukt a obavam o jejich dopad na zivotni prostfedi a
zdravi ¢loveka, se vyvinuly nové obory jako je nanotoxikologie a nanobezpecnost.
Nanobezpecnost se vénuje prevenci a ochrané pred nebezpe¢nymi U¢inky nanomateriald

(objekty s jednim nebo vice rozméry mensimi nez 100nm) na lidské zdravi a zivotni
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prosttedi na zaklad¢ nanotoxikologickych vyzkumi. Nanotoxikologie zkouma vlastnosti
nanostruktur a jejich interakce s biologickymi systémy a jejich toxikologickou odpovéd.!

Nyni si uved’'me par studii tykajicich se toxicity pfevazné nanocastic stiibra vici
modelovym vodnim a suchozemskym organismiim. Napiiklad byla srovndvana akutni
toxicita nanocastic stiibra a stiibrnych iontt vici organismu Danio pruhované (Danio
rerio), vystaveném stiibru po dobu 48 hodin. V ramci pokusu byla stanovena LCsy pro
iontové stiibro 84 png/l a pro stiibrné nanocastice 25 pg/l. Pti vizualni kontrole byl
pozorovan zvyseny pohyb ryb a povrchni dychani po expozici nanocasticim, coz prokazuje
toxicitu nano&astic st¥ibra na dychaci soustavu této ryby.*’

Gubbinsova zjistila, ze nanocastice stiibra o velikosti okolo 20 nm a 100 nm
zpiisobuji inhibici rastu Okiehku (Lemna minor) a to jiz pifi koncentraci 5 pg/l. S delsi
dobou expozice se tento ucinek jesté zvysil a byla zjisténa linearni zavislost odpovédi na
davce po ¢trnactidenni expozici. Touto studii bylo potvrzeno, Ze nanocastice stiibra mohou
predstavovat vyznamné potencionalni riziko pro Zivotni prostredi.®®

Na perloocky bylo aplikovano stiibro ve form¢ prasku, koloidnich disperzi i iontové
sttibro. VSechny tyto druhy zplsobily nadmérné plavani a také umrtnost pokusnych
organismu.®

Na jednobunécny eukaryoticky organismus Trepku velkou (paramecium caudatum)
byly také aplikovany nanocastice stiibra. Bylo zjisténo, Ze stfibrné nanocastice nevykazuji
toxicitu pod 25 mg/l, na rozdil od iontového stiibra (toxické i pii 0,4 mg/l). Kromé& toho
bylo dokézéno, e povrchové aktivni latky mohou toxicitu stifbra zvySovat.*

El-Temsah testoval rozdilnou biodostupnost kovli na riznych typech pid pomoci
testu klic¢ivosti na Jilku, Jecmenu a Lnu vystavenych nanocasticim Zeleza a stiibra o
velikosti 1 - 20 nm. Nanocastice stiibra inhibovaly klieni pii nizsich koncentracich nez
zelezo, ale neprojevila se klasicka zavislost na velikosti ¢astic, takze testy kliceni semen se
jevi jako méné¢ vhodné pro odhad dopadu stfibra na Zivotni prostfedi.40

Na zizale (Eisenia foetida) byl provadén test subchronické toxicity za pouziti AgNO3 a
nanocastic stiibra pokrytych polyvinylpyrrolidonem a kyselinou olejovou. Koncentrace, pii
které byly pozorovany ucinky AgNO;s; byla 94,21 mg/kg, coz odpovidd nejvyssi
koncentraci nalezené v odpadnich kalech z Cistiren ve Spojenych statech, v téchto zizalach
byla také zaznamenana nejvyssi akumulace. U nanocastic hodnota piekrocila 700 mg/kg.
Mezi &asticemi pokrytymi riznymi latkami nebyl zaznamenan vyrazny rozdil v toxicits.**

Katefina Benickova a Jana Richtrova jiz dfive studovaly na Katedfe fyzikalni chemie

chronickou a akutni toxicitu nanodastic stfibra via¢i octomilkdm. Pro studium akutni
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toxicity bylo pouzito praskové stiibro i klasicka koloidni disperze a byly testovany
koncentrace od 10 do 100 mg/l. V ptipadé chronické toxicity byly testovany koncentrace
sttibrnych nanocastic 3, 5 a 7 mg/l v pribéhu 8 generaci. Akutni toxicky ucinek byl
pozorovan od koncentrace 20 mg/l, kdy 50 % jedinct nebylo schopnych opustit kuklu a
dokoncit vyvoj. V ptipadé chronické toxicity byl v prvnich tfech generacich zaznamenan
pokles plodnosti jedinct, ale postupné si organismy zacaly zvykat na expozici a jejich
pocet stoupal az na uroven kontrolnich. Ve vSech zkoumanych koncentracich bylo

zaznamenano svétlé zbarveni jedinc1°1.42

3.3. Chronicka a subchronicka toxicita stiibra

Vv

Casto nez testy akutni toxicity. Piesto existuje par dlouhodobéjsich studii ti¢inka stiibra na
organismy.

Naptiklad byla testovana oralni toxicita nanocastic stiibra (56 nm) po dobu 13
tydna vaci potkaniim starym 5 tydnd. Potkani byli vystaveni nizké (30 mg/kg), stfedni (125
mg/kg) a vysoké davce (500 mg/kg). Po 4 tydnech expozice doslo k tbytku hmotnosti
samcll, 1 kdyZz nebyly pozorovany Zz4dné zmeény v piijmu potravy. PfiSlo se na to, ze
cilovymi organy jsou jatra a byla zjiSténa dvojnasobna akumulace stiibra v ledvinach u
samicek. NOAEL byla stanovena 30 mg/kg a LOAEL 125 mg/kg.43

Osm tydna staré krysy byly pouzity ke stanoveni inhala¢ni subchronické toxicity
nanocastic stiibra (18-19 nm). Zvifata byla vystavena nanoc¢éasticim vzdy 6 hodin denné¢ 5
dni za tyden pfi celkovém trvani pokusu 13 tydnt. Cilovymi organy pro nanostiibro zde
byly plice a jatra, byl potvrzen vyskyt zandta. "

V dalsi studii odhalili akutni a chronickou toxicitu nanocastic stiibra a jeho
bioakumulaci ve sladkovodnim organismu perloocky (Daphnia magna). Zadna umrtnost
nebyla pozorovana u testu 48-h akutni toxicity, kdy byly perloocky vystaveny az 500 pg/l
Ag. Nejvyssi akumulace nanocastic byla zaznamenana pfi nejvyssi testované koncentraci
(500 pg /1). Naproti tomu byla perloocka velmi citliva na volné ionty Ag” piidané ve formé
AgNOs;, které meély nejveétsi vliv na reprodukci, LDsp byla stanovena 2,51 pg/l .
Nanocastice méely vliv spiSe na inhibici rastu. K vyznamnému zpozdéni a sniZeni

reprodukce perloo¢ky doslo v koncentraci Ag® pfi 0,1 ug / | a také nano&astic stiibra pfi 5
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pug/l  a 50 g/l. Chronické ucinky nanocastic byly pravdépodobné zpusobeny nizkou
kvalitou potravy perloogek spojenou s obsahem stiibra.*®

Existuje dokonce test akutni a subchronické dermalni toxicity koloidniho stiibra
viéi moréatim. Casticim o velikosti pod 100 nm byly vystaveny same¢kové o hmotnosti
350-400g. Pro hodnoceni akutni toxicity byli vystaveni Koncentracim 1000 a 10 000 ug/ml,
pro chronickou 100, 1000 a 10000 pg/ml. V pitevnich studiich nedoslo béhem akutni
zkousky ke zménam hmotnosti organi nebo makroskopickym zménam na nich. Nicmén¢ v
zéavislosti na davce byly pozorovany abnormality na kizi, jatrech a sleziné. Zvirata
podrobené subchronickym testim vykazovala vétsi tkanové abnormality nez u akutnich
testll. Zda se tedy, ze koloidni stfibro mize byt toxické v cilovych organech v zavislosti na

. .46
davce a Case.

4. Praktické vyuziti nanomateriala

Prestoze pouzivani nanomaterialii s sebou nese urcita zdravotni rizika, musime si pfiznat,
ze v mnoha oblastech je jejich pouzivani velkou vyhodou. Jejich jedinecné vlastnosti je
pfedurcuji  k pouZivani v medicing, elektronice nebo environmentdlnich védach.
V elektronice se nanomateridlly mohou pouzit k vyrobé displeji, hard-diska,
mikroprocesort, baterii s dlouhou Zivotnosti a vysoce citlivych senzort.

V biomediciné najdou uplatnéni jako antimikrobialni prasky a natéry, pfi regeneraci
bun¢k a organti, jako nanotrubickové membrany k oddélovani proteinti, doprava 1éki
K cilovym organim, ¢asové omezené uvoliiovani 1éku atd. Nanomaterialy se také pouziji
jako tzv. samocistici a vodoodpudivé vrstvy na fasady, okna nebo tkaniny, v péci o zivotni
prostiedi pak diky jejich reaktivité k odstrandni zne&ist'ujicich latek z pidy a vody.*?

V posledni dobé doslo k ohromnému rozruchu v oblasti nano-biotechnologii ve
studiu syntézy nanocastic. Mnoho studii nyni posuzuje biologickou syntézu nanocastic
stiibra z listd rtznych rostlin pomoci roztoku AgNOs a aktivitu téchto castic vuci
bunéénym liniim rdznych lidskych karcinomii. Biosyntetizované cCastice maji velikost
okolo 31 nm a kulovity tvar. Byla u nich prokdzéna toxicita vi¢i buitkam karcinomi
Vv zavislosti na davce. Zatim byly pouzity napiiklad extrakty z téchto rostlin: Suaeda

monoica*’ a Citrullus colocynthis.*®
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4.1. Antibakterialni vlastnosti nanocastic stiibra

Klasicka antibiotika pouzivana dnes jsou €asto neti¢innd, protoze mnohé bakterialni kmeny
jsou schopny si vi¢i nim vytvofit rezistenci. Vyzkumy v oblasti antibakterialni aktivity
latek dokazuji, Ze nanocastice stiibra G¢inn¢ inhibuji rist bakterii nebo je dokonce zabijeji,
navic nebylo zaznamenano vytvéteni rezistence.** Mechanismus jejich antibakteridlniho
ucinku nebyl doposud pfesn¢ objasnén, takze bylo navrzeno nékolik moznosti. Jednou
Znich je oxidacni stres vytvofeny vznikem reaktivnich forem kysliku, které se mohou
vytvafet na povrchu nanocastic, dalsi je pronikdni nanocastic pies bunéénou membranu
bakterii a jejich mozna interakce se sirou a fosforem ve skupindch enzymi a proteind,
které pak negativné ovlivituji bunécné dychéani a transport iontli pies membrany, coz

49,50 o A . s o
Nanocéstice mohou udajné také destabilizovat vné&jsi

zpusobi bunéfnou smrt.
membranu bakterii a snizovat hladinu adenosintrifosfatu, ktery je hlavni formou energie
pro buiku.’? Studii zabyvajicich se antibakteridlnimi vlastnostmi nano&stic stiibra je
velké mnozstvi, proto si uvedeme pouze par vybranych.

Antibakterialni u¢inky nanocastic stiibra ptipravenych modifikovanou Tollensovou
metodou s pouzitim riznych redukujicich cukri byly studovany vici rezistentnim druhim
béznych bakterii prostfednictvim stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Castice s mensi velikosti vykazovaly vys§i antibakteridlni aktivitu. Ta byla pozorovéna jiz
pfi nizké koncentraci stfibra pod 2 pg/ml. Pfi pouziti maltosy jako redukéniho ¢inidla byla
stanovena MIC 3,38 pg/ml pro vétsinu bakterii. Vysledky ukazaly, Ze koloidni stiibro
zabranilo mnoZeni gram-pozitivnich, gram-negativnich 1 multirezistentnich kment
bakterii.*

Vci znamé gram-negativni bakterii Escherichii coli byly zkoumény antibakterialni
ucinky nanocastic stfibra rGznych tvart. Ve srovnani s kulovymi a tyCinkovitymi
nanocasticemi 1 iontovym stfibrem, mély nejsiln€jsi biocidni UCinek Castice ve tvaru
trojihelniku. Snimky z elektronového mikroskopu ukéazaly znacné zmény bunécénych
membran ovlivnénych bakterii.>*

Nanocastice stiibra pfipravené modifikovanym Tollensovym postupem prokézaly
také antifungalni aktivitu vic¢i kvasinkam (Candida). Souc¢asné byla stanovena cytotoxicita
téchto ¢astic vuci lidskym fibroblastim. MIC nanostiibra u kvasinek Candina albicans 11
byla stanovena 0,21 mg/l. Inhibi¢ni u¢inek nanocastic stiibra byl zlepsen jejich stabilizaci

(napt. dodecylsulfatem sodnym). Ziskané MIC nanocastic byly srovnatelné nebo lepsi nez
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MIC béznych antimykotik, a také byly pod limitem cytotoxicity vici fibroblastim. MIC
iontového stiibra viak byla srovnatelnd s cytotoxickou koncentraci.*?

Sotiriou a Pratsinis studovali antibakterialni aktivitu nanostiibra proti gram-
negativni bakterii Escherichii coli v zavislosti na velikosti nanoc¢astic. Nanostiibro bylo
navazano na nanostrukturnich ¢asticich oxidu kfemicitého. Bylo zjisténo, ze nanocastice
mensi nez 10 nm uvoliuji vysoké koncentrace stfibrnych iontl a antibakterialni aktivita je
jimi ovladana. V opacném piipad¢, kdy jsou nanocastice vétsi, koncentrace uvolnénych

iontd je nizsi a Castice samotné maji vliv na antibakterialni aktivitu.>®

4.2. Praktické vyuziti nanocastic stiibra

Spotfebni nanotechnologie se staly rostoucim odvétvim pramyslu. Nanocastice stiibra jsou
nejcastéj$i nanomateridly pfiddvané do komercné dostupnych vyrobkil, ptredevsim diky
jejich antibakteridlnim a antimykotickym ucinkiim. Pouzivaji se v rozmanité Skale
vyrobkd, jako jsou ponozky, polStafe, obuv, pletové masky, vlhéené ubrousky, myci
prosttedky, mydla, Sampony, zubni pasty, vzduchové filtry, natéry lednicek, vysavace,
pracky, dozy na potraviny a dalsi.

Je znamo, Ze stfibro mé pfiznivy antibakterialni Gc¢inek pfi pouziti ve vyrobcich
pouzivanych k oSetfeni ran, protoze tlumi zanét a usnadiuje hojeni.'* Diky témto
vlastnostem nachazeji nanocCéstice stfibra uplatnéni v medicing, kde se vytvafeji
antibakteridlni povlaky na Iékafskych pomuckach, impregnuji se gazy, obvazy a
vV budoucnu se pocita i s kloubnimi nédhradami pokrytymi stiibrem z divodu zamezeni
pooperaénich komplikaci vlivem bakterii.?

Optickych a katalytickych vlastnosti nanostfibra a pfitomnosti povrchového
plasmonu lze vyuZit v mnoha dalSich oblastech, jako jsou elektronika, informacni
technologie nebo analytické metody. Za zminku stoji pfedev§im nova analytickd metoda
povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS), kterd umoziuje studium struktury a

zaroven citlivou detekci molekul a ionti 1 pfi velmi nizkych koncentracich.?
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5. Material a metody

5.1. Chemikalie

Koloidni roztok nanocastic stfibra byl pfipraven za pouziti téchto chemikalii: dusicnan
stribrny (Fagron), amoniak (vodny roztok, 28-30%, Sigma-Aldrich), hydroxid sodny (p. a.,
Lach-Ner), D(+)-maltosa monohydrat (Sigma-Aldrich). K fedéni roztoku a dopliovani do
odmérnych ban¢k byla pouzita destilovand voda.

Ke zkoncentrovani roztoku nanocéstic stiibra byly pouzity dialyzacni membrdny
(Sigma-Aldrich), do kterych se nasypal sorbent polyakrylat—polyalkohol (Sigma-Aldrich).
Ke stabilizaci roztoku byla pouzita Zelatina (Penta).

Zivné médium pro chov octomilek bylo piipraveno z téchto ingredienci: kukuricny
srot, agar (Serva), suSené pekarské drozdi (Labeta), krystalovy cukr, destilovand voda,
desinfekcni roztok (dodany Katedrou bunééné biologie a genetiky UP). K narkotizaci
hmyzu se pouzival diethylether (p.a. Lachema).

Mineralizace probihala za pouziti kyseliny dusicné (p.a., vodny roztok, 65%, Lach-Ner) a

peroxidu vodiku (p.a., vodny roztok, 30%, Penta).

5.2. Pristrojové vybaveni

Velikost nanocastic stiibra v pifipravené disperzi byla méfena metodou dynamického
rozptylu svétla pomoci ptistroje 90 Plus Particle Size Analyser (Brookhaven Instruments
Co.). UV/Vis spektra koloidnich roztokl byla zaznamenéna spektrofotometrem Specord S
600 (Analytik Jena, Germany).

Obsah stfibra ve zkoncentrovaném roztoku byl stanoven pomoci atomového
absorpéniho spektrometru ContrAA 300 (Analytik Jena, Germany). Stejnym pfistrojem
byly na zavér stanoveny obsahy naakumulovaného stiibra v télech much.

Veskeré pozorovani pohlavi a zmén na télech octomilek bylo provadéno pomoci
binokularniho Zoom Stereo Mikroskopu SZ30 (Olympus) a digitalni fotografie octomilek
byly potizeny fotoaparatem Olympus.
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5.3. Pracovni postupy

5.3.1. Priprava koloidni disperze stiibra

Koloidni disperze nanocastic stiibra byla pfipravena modifikovanym Tollensovym
procesem, kde principem je redukce diamin-stiibrného komplexu maltosou v zasaditém
vodném prostiedi.

Nejprve byla ptipravena dostate¢na mnozstvi odmérnych roztokli. Na magnetické
michadlo se postavila kadinka o objemu 2 litry a do ni se z odmérnych roztokid odmérily
tyto objemy:

- 200 ml 510 mol-dm™ dusi¢nanu st¥ibrného

- 50 ml 0,1 mol-dm™ amoniaku

- 510 ml destilované vody

- 40 ml 0,24 mol-dm™ hydroxidu sodného

- 200 ml 5-10 mol-dm™ maltosy.
Redukce probihala 5 minut za neustalého michani. Timto zptsobem byl vyroben 1 litr
koloidni disperze o koncentraci stiibra 108 mg/l. Po umichani koloidu byla zméfena
odlitim do kyvety velikost ¢astic a pro ziskani UV/Vis spektra byl tento roztok do kyvety
jesté desetkrat ziedén destilovanou vodou.

Disperze ma po piipravé dosti nizky obsah stfibra, alkalické pH (okolo 10) vlivem
hydroxidovych aniontii a neni zcela stabilni. Tyto vlastnosti jsou pro pfidavani do zivného
média nezadouci. Je proto nutné disperzi zkoncentrovat a zastabilizovat proti agregaci.
Zakoncentrovani bylo provedeno pomoci superabsorpéniho kopolymeru polyakrylatu-
polyalkoholu, ktery se nasypal do celulozovych membran a vlozil do kadinky s koloidem
(viz obr. 5). Sorbent v membranach absorboval vodu a ionty a cca po 24 hodinach byl
vyménén nebo uplné odstranén z roztokli podle potieby. Na zavér byl koncentrat
stabilizovan pomoci roztoku Zelatiny tak, aby koncentrace Zelatiny v koloidu stiibra byla
0,1 %. Ctyiprocentni roztok Zelatiny byl pfipraven neustdlym michanim a zah¥ivanim 2 g
zelatiny v 50 ml destilované vody, dokud se sm¢s nerozpustila. Poté se za michani ptidalo
2,5 ml této Zzelatiny jeSté¢ za tepla do 97,5 ml disperze koloidu stfibra a michéni
pokracovalo jest¢ 5 minut. Nasledn€¢ bylo zméteno absorpcni spektrum koloidu a cast
celkového pripraveného objemu disperze stiibra byla ziedéna pomoci odmérnych banék na
pozadované niz$i koncentrace, aby piidavek disperze stfibra do média nemél pftili§ velky
objem. V mém piipadé byla koncentrovana koloidni disperze fedéna destilovanou vodou

do tfi odmeérnych ban¢k na koncentraci nanocastic sttibra 75 mg/l; 7,5 mg/l a 0,75 mg/l tak,
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aby pridanim 1 ml kazdého roztoku k 24 ml média vzniklo 25 ml média o pokusnych

koncentracich 3 mg/l; 0,3 mg/l a 0,03 mg/1.

Cerstvy Naplnény
superabsorpéni superabsorpéni
kopolymer kopolymer
e Wil e
’-U't ) o =k 3 !
o
S
@

VlozZeni dialyzacnich Di?jlyzaén_i trubice
trubic odstranény po
36 hodinach

Pavodni vodna disperze Proces zakoncentrovani Koncentrovana vodna disperze
nanocastic stfibra nanodastic stfibra

® Nanocastice stfibra e Hydroxidovy anion « Sodny kation

Obr. 5: Schéma zakoncentrovani koloidniho roztoku®®

5.3.2. Priprava kultiva¢niho média
Zivné médium bylo pfipravovano pro 12 chovnych bangk, piipravovany objem ¢&inil tedy
zhruba 300 ml. Ptiprava byla zapoc¢ata navazenim 26,1 g kukufi¢ného Srotu, 4,5 g agaru,
7,5 g instantniho drozdi a 15 g krystalového cukru. Kukufi¢ny S$rot byl nasypan do
pullitrové kadinky a zalit 240 ml destilované vody. Za ob¢asného promichani se tato smés
pozvolna vafila na vodni lazni 90 minut. Poté byly pfidany kvasnice, cukr a agar pfedem
namoceny V 60 ml destilované vody. Tato smés se vafila jest¢ 30 minut, nakonec byla
vodni lazen odstavena z plotynky a do zivného média bylo zamichano 12 ml desinfekéniho
roztoku.

Do Erlenmayerovych banék o objemu 100 ml bylo jesté za tepla nalito po 25 ml
Cistého média (pro kontrolni banky bez stiibra). Pro ptidavani roztoku stiibra se 24 ml
média nejprve nalévalo do kadinky, kde se nechalo mirn¢ zchladnout (na teplotu pod 50
°C) a za stalého michani ty¢inkou byl pfidan 1 ml koloidniho roztoku ziedéné¢ho na
pozadovanou koncentraci (75 mg/l; 7,5 mg/l nebo 0,75 mg/l). Z kadinky bylo médium
ptelito do vysterilizovanych erlenek, které se opét zazatkovaly alobalem a nechaly

vychladnout. Po vychladnuti bylo jiz médium tuhé a banky se mohly ulozit do chladni¢ky.
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5.3.3. Postup pri mineralizaci tél a stanoveni bioakumulace

Téla octomilek byla ihned po vyhodnoceni zamrazena pro pozd¢jsi zjisStovani
bioakumulace v télech. K tomuto u¢elu bylo pouzito, z kazdé koncentrace (véetné kontrol),
v kazdé generaci vzdy 10 sameckti a 10 samicek, kteii byli ulozeni do mrazaku. Pied
mineralizaci byly octomilky ihned po rozmrazeni zvazeny a vlozeny do kadinky, kde byly
zality 3 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Kadinka byla ptikryta hodinovym sklickem,
aby nedochazelo ke ztratam z divodu odpafovani, a zahtivala se zvolna na vafi¢i. Roztok
po Uplném rozpusténi viditelnych ¢asti tél zezloutl, v této chvili byl asi jest¢ 20 minut
zahfivan, nez byl jen mirné nazloutly. Pak se kadinky s obsahem na chvili odstavily
z vafi¢e a byly do nich pfidany 2 ml peroxidu vodiku, obsah kadinek se stal Cirym.
Kadinky byly jesté asi na 15 minut vraceny zpét na vafic, ktery vSak uz nesmél byt prilis
rozehiaty (smés s peroxidem by mohla vypénit). Poté byly kadinky odstaveny mimo vafi¢
a nechaly se vychladnout. Obsahy kadinek byly na zavér kvantitativné pievedeny
vyplachem 5% roztokem kyseliny dusicné do odmérnych banék o objemu 10 ml a
dopInény po rysku destilovanou vodou. V takto ptipravenych vzorcich byly nasledné
stanoveny obsahy stiibra metodou atomové absorpcni spektrometrie (AAS). Hodnoty
koncentrace stibra ve vzorku v jednotkach mg/l ziskané z pfistroje, byly na zavér pomoci
hmotnosti mineralizovanych tél pfepocteny na jednotku g/g (hmotnost stiibra v gramech na

gram mineralizovanych tél).

5.4. Pribéh pokusné prace

M¢dia piipravena zptisobem popsanym vySe byla v chladnicce ponechana obvykle do
druhého dne, kdy byly pouZity k pokusu. Pfed umisténim octomilek do téchto banck bylo
nutné setiit ze stén banek zkondenzovanou vodu (pomoci sterilniho filtracniho papiru a
pinzety). Nakonec byl do ban¢k vlozen poskladany kousek filtraéniho papiru pro lezeni
hmyzu, byly do nich pfepustény octomilky a baiika se uzaviela sterilni vatovou zatkou.

Vsechny nastroje a pomiicky pouzivané pii piiprave, jako banky, zatky, filtraéni
papiry a pinzety, musi byt sterilni (sterilizace 30 minut pii 160 °C), aby nedoSlo ke
kontaminaci plisnémi nebo jinymi nezadoucimi mikroorganismy a thynu octomilek.

Pfed zalozenim prvni generace bylo nutné si piipravit skupinu stejné starych
musek. Toho bylo docileno tak, ze z chovnych ban¢k, kde byly mouchy riiznych generaci,
byli tito jedinci piepusténi piimo (bez narkotizace) do banék s Cistym médiem, byli tam

ponechani zhruba 7 dni, béhem kterych samicky nakladly vajicka, a poté byli vSichni
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jedinci odpusténi. Piiblizné za tyden se Vv téchto bankach vylihli zakladatelé prvni
generace. Ztéchto banck bylo do Ccisté banky bez média nejprve prepusSténo mensi
mnozstvi jedinct poklepem o molitanovou podlozku, baniky byly k sobé pfipojeny hrdly a
po celou dobu bylo nutné je pevné drzet u sebe, aby musky neuletély. Banka
S prepusténymi octomilkami byla ucpana zatkou lehce namocenou v diethyletheru
(zminéné pomucky pro manipulaci — viz obr. 6). Po zhruba minuté musky zacaly skladat
kiidla k télu a posléze piestaly 1ézt. Po dvou minutach se jiz nehybaly, tudiz bylo mozné
s nimi manipulovat. Nechavat je v bance s etherem delsi dobu by nebylo dobré, protoze
zhruba po 4 minutach pusobeni vypart za¢inaji nékteti jedinci hynout, coz se projevuje

postavenim kiidel kolmo k t&lu.

Obr. 6: Pomicky pro manipulaci
s octomilkami — diethylether,
molitanové podloZka a prazdna
baiika s vatovou zatkou

-

Obr. 7: Stereolupa Olympus SZ-30

Znarkotizované octomilky byly vysypany na kolecko filtra¢niho papiru a vlozeny
pod objektiv binokularni lupy (obr. 7), pomoci niz byli analyzovani, tfidéni a vybirani
Stéteckem. Vybrani jedinci byli nasledné pfemisténi do prazdné erlenmayerovy banky
utésnéné zatkou. Po par minutich se opét zacinali probouzet a 1ézt. Do pokusnych
erlenmayerovych banék s médiem byly poté piepustény plné probuzené octomilky, protoze
znarkotizované by se mohly k vlhkému médiu pfilepit a uhynout. Takto ptipravené chovné

banky (Obr. 8) byly inkubovany ve tmé v biologickém termostatu pii konstantni teploté
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21,5 °C. Vyvojovy cyklus jedinct byl priibézné sledovan. Po 7 dnech, kdy se prvni larvy
zacCinaly kuklit, byli odpusténi rodiovsti jedinci a banky byly vraceny do termostatu, kde
se zhruba za 6 dni zacali lihnout jejich potomci.

Aby byla zajisténa co nejlepsi spolehlivost vysledka pokusu, byl vyvoj octomilek
sledovan pro kazdou koncentraci stfibra vcetné¢ kontrol (0 mg/l), vzdy ve trech
opakovanich,jedinct s jedinci, Ze bylo celkové sledovano 12 pokusnych ban€k v kazdé
generaci.

Samotné vyhodnocovani vlivu stiibra na octomilky spocivalo v porovnavani
kontrolnich (neovlivnénych) jedinci s jedinci vyvijejicimi se na médiu s pridavkem
nanocastic stiibra. Pfitom ve vSech sledovanych variantach byli pfislusnici stejné generace.
Vyhodnocovani jsem poprvé provadéla po 24 hodindch od zacdatku lihnuti, kdy jsem
veskeré vylihnuté jedince piepustila do nové barky, kde byly narkotizovani. Z nich jsem
pomoci binokuldrni lupy odebrala 10 samecki a 10 samicek, ktefi se po pfedani na nové
médium stali zakladateli dal$i generace. Zbylé octomilky jsem vratila do banky s etherem,
kde byly usmrceny. Usmrcené octomilky urc¢ené k hodnoceni byly piesypany do Petriho
misek (Obr. 9). Pokud nebylo mozné snimi ihned pracovat, byly misky uzavieny
parafilmem a ulozeny do lednice, aby téla jedincti nevysychala. Pfi samotném
vyhodnocovani byli nasledné jedinci pomoci binokularni lupy rozdéleni podle pohlavi,
spocitani a hodnoceny u nich byly i dalsi parametry jako je velikost téla, zmény zbarveni
téla a mozné anatomické anomalie. Spocitani jedinci byli co nejdiive zvazeni na
analytickych vahach, protoze usmrceni jedinci na vzduchu velmi rychle vysychaji.
V neposledni fad¢ byla sledovéana celkova Zivotaschopnost jedincti od stadia larvy az po
dospélého jedince nebo také délka vyvojového cyklu. VSechny tyto parametry byly

sledovéany v ramci kazdé generace.

Obr. 9: Petriho misky s usmrcenymi jedinci

Obr. 8: Pokusna banka
pied uloZzenim do termostatu
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6. Vysledky

6.1. Vlastnosti disperze stfibra pridavané do kultivacniho média

Koloidni disperze nanocastic stfibra pfiddvand Vv riznych koncentracich do
kultivacniho média byla pfipravena modifikovanou Tollensovou metodou, ktera
spociva v redukci diamin-sttibrného komplexu maltosou. Primérna velikost takto
pfipravenych nanocastic Cinila 28 nm, coz potvrzuje snimek z transmisniho
elektronového mikroskopu (Obr. 11). Absorpéni maximum tohoto roztoku nastava pii
vinové délce 405 nm (Obr. 10). Vznikly roztok byl jesté zakoncentrovan pomoci
dialyza¢nich membran naplnénych sorbentem. Jeho objem pfi tomto procesu poklesl
Z 500 ml na 190 ml a koncentrace nanocéstic stfibra tim vzrostla ze 108 mg/l na 241
mg/l (stanoveno pomoci AAS). Na zavér byl roztok stabilizovan piidavkem

¢tyfprocentniho roztoku Zelatiny.

1,5 -

0,5 -

absorbance

0 T T T 1
300 400 500 600 700

vinova délka (nm)

Obr. 10: UV/Vis spektrum vodného roztoku koloidniho stiibra piipraveného

modifikovanou Tollensovou metodou

e . o: ® .‘.
....’.‘3‘

Obr. 11: Snimek nanocastic stéibra pfipravenych modifikovanou Tollensovou metodou
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6.2. Vliv koloidniho stfibra na pocet vylihnutych jedinci

Tabulka 1 obsahuje pocty vylihnutych jedincd v jednotlivych bankach s rozlisenim
samecki (&) a samicek (@) v pribéhu Sesti generaci. Pro ziskani takovychto hodnot
byli usmrceni jedinci tfidéni a pocitani ptiblizné¢ po 48 hodinach od zacatku lihnuti,

tzn. od doby, kdy prvni jedinci opustili kukly.

Tab. 1: Pocty vylihnutych sameckii a samicek v jednotlivych bankach a generacich

Generace 1 2 3 4 5 6
4 72 65 73 71 70 72

68 68 58 69 77 77

Kontrola 69 61 71 65 79 69
(0 mg/l) Q 88 80 85 85 74 76
81 79 76 75 81 81

85 84 81 73 84 79

3 79 64 74 77 84 74

67 75 79 81 78 72

0,03 mg/I 67 66 82 72 83 75
Q 89 81 77 73 83 82

82 83 83 78 75 78

84 78 87 71 81 80

3 71 63 78 75 69 72

66 68 75 69 65 64

0,3 mg/l 69 59 71 72 71 67
Q 80 77 83 81 81 78

83 74 80 76 78 75

86 69 78 78 74 70

4 61 49 45 52 55 55

62 41 43 51 56 43

3 mg/l 59 45 49 45 63 62
Q 78 60 57 61 63 62

83 54 53 57 65 57

71 55 64 56 59 61
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6.3. Vliv koloidniho stfibra na hmotnost jedinci

V tabulce 2 jsou uvedeny primémé hodnoty hmotnosti 100 jedinci v gramech.
Tabulka obsahuje hmotnosti v kazdé ze Sesti generaci zv1ast pro samecky (&) a zvIast

pro samicky (Q).

Tab. 2: Hmotnosti sameckil a samicek v jednotlivych generacich

Generace 1 2 3 4 5 6
3 0,0923 0,0918 0,0936 0,0922 0,0892 0,0853
Kontrola
(0 mg/l) Q 0,1175 0,1168 0,1188 0,1195 0,1181 0,1165
3 0,0903 0,0899 0,0914 0,0885 0,0874 0,0857
0,03 mg/l
Q 0,1169 0,1155 0,1184 0,1166 0,1154 0,1158
3 0,0916 0,0892 0,0944 0,0899 0,0861 0,0825
0,3 mg/l
Q 0,1172 0,1181 0,1201 0,1156 0,1144 0,1139
3 0,0881 0,0879 0,0908 0,0869 0,0843 0,0763
3 mgl/l
Q 0,1138 0,1133 0,1166 0,1146 0,1139 0,1123
7. Diskuze

Na zéaklad€¢ vysledkd piedchozich praci, hodnoticich akutni a chronickou toxicitu
nanocastic stiibra vici octomilce obecné, byla pro tuto praci vybrana koncentracni
fada 3; 0,3 a 0,03 mg nanocastic stfibra na litr zivného média. Témto koncentracim
bylo vystaveno celkové Sest po sobé jdoucich generaci octomilek. Hodnoceni vlivu
nanocastic na octomilky spocivalo v porovnavani jedincl stfibru vystavenych s tzv.

kontrolnimi jedinci, ktefi nikdy nepfisli do styku s nanoc¢ésticemi stiibra.
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7.1. Vliv koloidniho stiibra na pocet vylihnutych jedincu

Béhem testovani vlivu nanocastic stiibra viici octomilkdm, neméla pfitomnost
nanocastic Vmédiu témét zadny vliv na vyvoj a reprodukci jedinci. Nebyly
zaznamenany zadné odchylky od normalniho vyvoje. Pocéty samicek i1 samecku
vylihnutych v bankach s koncentracemi 0,03 a 0,3 mg Ag/l byly viceméné srovnatelné
s hodnotami pro kontrolu, coz je patrné z grafii 1 a 2. Jinak tomu bylo u koncentrace 3
mg/l, kde je patrné od druhé generace u obou pohlavi snizeni poc¢tu jedinct oproti

poctiim jedinct ovlivnénych niz§imi koncentracemi.

Graf 1: Zmény poctu vylihnutych sameckt béhem Sesti generaci
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Graf 2: Zmény poctu vylihnutych samicek béhem Sesti generaci
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7.2. Vliv koloidniho stiibra na hmotnost jedinci

Zgrafu 3 a 4 je ziejmé, ze rozdily mezi hmotnosti jedinci z kontroly a jedinct
ovlivnénych koncentraci 0,03 mg/1 jsou zanedbatelné jak u sameckd, tak u samicek.
Jinak je tomu u koncentraci 0,3 a 3 mg/l, kde je u kazdého pohlavi znatelny mirny
pokles hmotnosti, zejména mezi 3. a 4. generaci. Hmotnosti samecklii ve vSech
koncentracich od treti generace klesaji vice prudce nez u samicek, u kterych je pokles
opravdu pozvolny. U sameckli byl v 6. generaci také zaznamenan prudky pokles

hmotnosti v koncentraci 3 mg/I.

Graf 3: Zmény hmotnosti sameckt béhem Sesti generaci
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Graf 4: Zmény hmotnosti samicek béhem Sesti generaci
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7.3. Vliv koloidniho stiibra na vzhled jedinci

Béhem pokusu nebyly zaznamenany v zadné z generaci jakékoliv zmény zbarveni ani
velikosti téla pii koncentracich 0,03 a 0,3 mg Ag/l média. Tito jedinci vypadali
naprosto stejné jako jedinci kontrolni. Octomilky ovlivnéné koncentraci 3 mg/l byly
svétleji zbarvené nez kontrolni neovlivnéni jedinci a byly nepatrné mensi, coz se
projevilo i na jejich hmotnosti. Svétlejsi zbarveni spocivalo v zesvétleni hnédocernych
prouzkl na zadeccich samicek a skvrn na zadeccich sameckii. Porovnani vzhledu
exponovanych jedinct vici kontrolnim muizeme vidét na obrazku ¢. 12 a v detailu

shora na obrazku ¢. 13.

Obr. 12: Srovnani vzhledu samecki (nahofe) a samicek (dole). Jedinci jsou

usporadani takto: zleva kontrolni, z koncentrace 0,03 mg/l, z koncentrace 0,3 mg/l a

vpravo z koncentrace 3 mg/I
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Obr. 13: Srovnani kontrolniho jedince (vpravo) a jedince z koncentrace 3 mg/I

(vlevo). Dvojice vlevo jsou samec¢kové, dvojice vpravo samicky.

Bé&hem Sesti generaci se neobjevily Zadné anatomické anomalie, které by byly
zpiisobeny UCinky nanocastic stfibra pfitomnych v zivném médiu. Pouze v Sesté —
posledni generaci se v baiice s médiem o koncentraci nanocastic 3 mg/l, objevila u
jednoho samecka deformace 3. a 4. zadeckového Clanku (viz Obr. 13). Jelikoz se
takovy samecek nachdzel pouze v jedné baiice a vice takovych ptipadd nebylo
zjiSténo, neni mozné tuto mutaci ptisuzovat u¢inkim stiibra, faktor, ktery vedl k této

deformaci, neni znam.

Bl

Obr. 13: Vlevo samecek s deformovanym zadeCkem a vpravo samecek bez deformace
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7.4. Vliv koloidniho stfibra na délku vyvojového cyklu

Ve variantach, kdy byl sledovan ucinek nanocastic koloidniho stfibra o koncentracich
0,03 mg/l a 3 mg/l nedoslo v prvni a druhé generaci ke zménam v délce vyvojového
cyklu, byl stejny jako v neovlivnéné kontrole. Pii pouziti nanocastic o koncentraci 0,3
mg/l ale zapocalo lihnuti dosp€lct asi o jeden den diive ve srovnani s kontrolou.

Ve tieti generaci doSlo k urychleni vyvojového cyklu octomilek ovlivnénych
koncentracemi 0,03 mg/l a 0,3 mg/l, a to pfiblizné¢ o pil dne. Kontrolni banky a
koncentrace 3 mg/l se chovaly stejné. Ve Ctvrté generaci doslo ke zpozdéni jedincti
vystavenych koncentraci 3 mg/l o cely jeden den oproti kontrole. Délka vyvojového
cyklu octomilek vystavenych koncentracim 0,03 a 0,3 mg/l byla v této generaci
srovnatelna s kontrolou. V paté generaci se vyvoj jedinct z koncentrace 3 mg/l opozdil
jen mirné vuci kontrole a konecné v Sesté generaci byla délka vyvojového cyklu
jedincti ve vSech baiikach srovnatelna.

Z téchto pozorovani plyne, ze se délka vyvojového cyklu vlivem zkoumanych
koncentraci nanocastic koloidniho stiibra nijak zvlast neodchylovala od délky vyvoje
kontrolnich jedinci, az na koncentraci 3 mg/l, kde doslo ve ¢tvrté generaci ke zkraceni

cyklu o cely jeden den.

7.5. Bioakumulace  stfibra v jedincich  octomilky-(Drosophila
melanogaster)

V ramci pokusu bylo také stanovovano mnoZzstvi stfibra naakumulovaného Vv télech
jedinci octomilky. Vzhledem knizkym obsahiim stiibra v médiu, které bylo
konzumovéano larvami, by se dala pfedpokladat velmi nepatrnd nebo nulova
bioakumulace stiibra v télech dospélcti. Tento ptedpoklad byl podle vysledkl splnén,
avSak hodnoty namétené metodou AAS se ve vétsing ptipadi pohybovaly pod mezi
detekce pfistroje, proto ve vysledkové €asti neuvadim presné hodnoty, které nejsou
z téchto davodu pfili§ spolehlivé. Pouze pro ilustraci uvadim tyto hodnoty zanesené
v grafech 5 a 6. Z vysledkti v nich plyne, ze hodnoty naakumulovaného stiibra u

sameckll ani u samicek vétSinou nepiekracovaly mez 0,05 mg Ag/ g tél.
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Graf 5: Bioakumulace v télech samecka
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Graf 5: Bioakumulace v t&lech samidek
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Zavér

Tato prace se zabyvala studiem chronické toxicity nanocastic stiibra vic¢i organismu
Drosophila melanogaster. Vzhledem k poznatkiim z pfedchozich testi toxicity, byly
K testovani vybrany nizké koncentrace stiibra 0,03 mg/l; 0,3 mg/l a 3 mg/l za ucelem
zjisténi takové koncentrace, pfi niz nebudou zaznamendny jakékoliv zmény ovlivnénych
jedinc v porovndni s kontrolnimi. Pfi testu chronické toxicity byla pouzita koloidni
diperze stiibra s ¢asticemi o velikosti 28 nm, ktera byla pfipravena modifikovanou
Tollensovou metodou. Tato vodna disperze stiibra byla vzdy pfimichana do zivného média
v chovnych bankach pro octomilky. Vysledky ukézaly, ze jedinci vystaveni koncentracim
nanocastic 0,03 mg/l a 0,3 mg/l nevykazovali vyrazné odchylky od jedinci kontrolnich
(chovanych na médiu bez ptidavku koloidu) v prib&éhu vSech Sesti generaci. Nebyla
ovlivnéna jejich reprodukce, nedochazelo ke sniZzovani hmotnosti a intenzity zbarveni téla,
ani k veétsim zménam délky vyvojového cyklu. Rovnéz se v dusledku ovlivnéni témito
koncentracemi neprojevily zadné mutace a abnormality na télech octomilek. Mirné vétsi
odchylky byly zaznamenany u jedincii chovanych na koncentraci 3 mg/l. Ti byli jiz na
prvni pohled svétlejSiho zbarveni, byla ovlivnéna jejich reprodukce a nepatrné také
hmotnost a délka vyvojového cyklu. Jakékoliv mutace a zmény na télech jedinch vlivem
nanocastic stiibra nebyly ani u této koncentrace potvrzeny. Bioakumulace stiibra v té€lech
octomilek rovnéZ nebyla u takto nizkych koncentraci prokazana. Zavérem lze konstatovat,
ze koncentrace 0,03 mg/l a 0,3 mg/l nevykazuji jakykoliv toxicky G¢inek vic¢i organismu

Drosophila melanogaster.
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Summary

This thesis focuses on the chronic toxicity of silver nanoparticles to the organism
Drosophila melanogaster. According to the findings of previous toxicity tests, low silver
concentration of 0,03 mg/l; 0,3 mg/l and 3 mg/l were chosen in order to determine such
concentration at which there will be not observed any changes of the affected individuals
in comparison to the controlled ones . The chronic toxicity test uses colloidal disperse of
silver with a particle size of 28 nm, which was prepared by the modified Tollens method.
This aqueous dispersion of silver was incorporated into the culture medium in the culture
flasks for Drosophila. The results show that individuals exposed to the concentrations of
nanoparticles 0,03 mg/l, 0,3 mg/l showed no significant deviation from the controlled
subjects (bred on a medium without colloid) during all six generations. Their reproduction
was not affected. There were no intensity of body coloration or weight reductions, neither
any major changes in the length of the development cycle. There were also ho mutations or
abnormalities on the bodies of fruitflies due to the influence of these concentrations.
Slightly larger deviations were observed on individuals exposed to the concentration of 3
mg/l. These were of lighter color and their reproduction was affected as well as their
weight and the length of their development cycle. Any mutations or changes on the bodies
of the individuals due to the silver nanoparticles were not discovered. Bioaccumulation of
silver in the bodies of fruit flies did not appear at such low concentrations. It can be
concluded that the concentration of 0,03 mg/l and 0,3 mg/l did not show any toxic effects

on the organism Drosophila melanogaster.
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