STUDIUM BIOCIDNICH UCINKU NANOCASTIC STRIBRA

Jana Rihova AmbroZov4, Pavlina éihékovz’t, Vladimira gkopové
Vysoka $kola chemicko-technologickd v Praze, Ustav technologie vody a prostiedi, Technickd 5,
166 28 Praha 6, e-mail: jana.ambrozova@vscht.cz, pavlina.adamkova@vscht.cz,
skopovav@vscht.cz

Abstract: The study of the nanoAg particles biocid effects

Nanoparticles and nanomaterials have found applying in many communication industries,
in medicine and households. Silver nanoparticles have especial position among nanoparticles
thanks unique catalytic quality, optical quality and high biocide activities. Disinfection quality of
silver is significantly exploited in elimination of microbial contamination e.g. bacteria species
Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio sp. etc. As well, the frequent
applications of nanoparticles in practice there are attached with much discussed hazards.
Nanoparticles can enter the environment by various ways, and there pose hazard for organisms.
The effectivity of silver containing commercial preparations was tested on culture of
chlorococcal alga Desmodesmus quadricauda and species of bacteria Escherichia coli,
Enterococcus faecalis. Preparations, containing silver nanoparticles, have shown high effect of
alga elimination in solution and on material surface.
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1. UVOD

Pracovisté VSCHT Praha se podili na feseni projektu &. DF11P010VV012, ktery je zaméfeny na
Materialy a technologie pro zdachranu a zachovani kulturniho dedictvi Programu NAKI. Jednim
z cilu projektu je vyvoj novych materiali a nanotechnologii, které by byly na bazi biocidnich
prostiedkli o zvySené Ucinnosti a zaroven byly Setrné k oSetfovanému materidlu i k Zivotnimu
prostiedi. Pracoviité UFCH J. Heyrovského AV CR, v.v.i. Praha se zamé&fuje na piipravu
nanoéastic kovil (primarné stiibra), pracoviité Ustavu technologie vody a prostiedi VSCHT
Praha nasledné zjist'uje Gi¢innost a psobeni vyvinutych roztokl s nano¢asticemi na zkusebnich
organismech. Jelikoz je projekt ¢. DF11P01OVVO012 smérovany na ochranu stavebnich pamatek
pred jejich biodeterioraci, byly provadény akvatické testy zejména na fasach (chlorokokalnich a
vlaknitych) a vybranych druzich bakterii (Escherichia coli, Enterococcus faecalis). Testovany
byly 1 pfipadné biocidni ucinky na plisné a jejich spory vyskytujici se v ovzdusi.

Nasledujicim stupném testovani u¢innosti nanocastic, které v soucasné dob¢ probihaji, jsou testy
zam&fené na realné matrice vzorkdl povrchovych (eutrofnich) a odpadnich vod (v¢etné
Cistirenskych kali).

1.1 Nanocastice stfibra

Nanocastice kovll, v porovnani s béZznymi ¢asticemi kovil, maji vé&tsi inhibi¢ni G€¢inek a potencial
na odstranéni chemického a mikrobidlniho znecisténi. Nanocastice maji zajimavé vlastnosti
zavisejici na jejich velikosti, maji extrémné velkou plochu, ktera poskytuje lepsi kontakt s
al. 2008). Trendem soucasnosti je pouzivani nanoc¢astic stiibra, které se aplikuji v nanovrstvé na
povrch oSetfovaného materialu. Nanocastice stiibra jsou silné fungicidni, algicidni a baktericidni
a to jiz v relativné nizkych davkach, diky ¢emuz je lze pouzit v medicing, zdravotni péci, ve
farmakologii na vyrobu antibakterialnich latek a dezinfek¢énich ¢inidel. Nanostiibro se ptidava
do komponent, které jsou soucésti pracek, lednicek, robotickych vysavacii a klimatiza¢nich
zatfizeni, pouziva se V elektronice, pfi instalaci vedeni (pfipojky v mikroelektronice) a
minimalizaci elektronickych zafizeni a obvodl. Nanocastice stiibra jsou soucasti klimatizac¢nich
jednotek, nékterych HEPA filtrd (provozy s vysokymi naroky na ¢istotu vzduchu), filtra
osazenych v kabinach dopravnich prostfedki (letadla, auta). Nanocastice stiibra se uspésné
pridavaji v podob¢ prasku do barev a materiali ve stavebnictvi, ¢imz se prodluzuje zivotnost
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materialu a Casto se oddaluje pisobeni koroze. Tento zpusob aplikaci 1ze vyuzit i v ochrané
pamatek (RIHOVA AMBROZOVA et al. 2014).

1.2 Pisobeni stfibra na organismy

Neni piesné znamo, zda je toxicky efekt zplisoben vlastni nanocastici nebo je to zpusobeno
vznikajicimi stfibrnymi ionty (NAVARRO et al. 2008). Toxické ucinky stiibra na mikroorganismy
maji nejen samotné stiibrné ionty, ale i slou¢eniny obsahujici stiibro (Kim et al. 2007).
V pritomnosti kysliku je kovové stiibro také baktericidni, protoze oxid stiibrny je dostatecné
rozpustny a uvoliiuje volné ionty Ag’. Dosavadni vyzkum prokazal, Ze toxicita st¥ibra ziejmé
souvisi se zastoupenim jeho jednotlivych forem spiSe nez s jeho celkovou koncentraci. Existence
riznych druht forem stfibra zavisi na fyzikalné-chemickych environmentalnich podminkach
(RATTE 1999). Pritomnost latek, s nimiz se mohou tvofit kovalentni, koloidni, nebo komplexni
vazby, ovliviluje do znaéné miry také ucinky stiibra. Obecné plati, Ze pfitomnost
komplexotvornych latek, teplota, nebo tvrdost vody (zejména pfitomnost Ca2+) ovliviiuje toxicitu
kovi (RATTE 1999, OUKARROUM et al. 2011). N¢které studie uvadéji, Zze rozhodujicim faktorem
pro toxicitu stfibra je kladny naboj iontu. Vlivem elektrostatické pfitazlivosti mezi kladné
nabitym stfibrem a zdporn¢ nabitym povrchem bunééné membrany dojde k navazani ¢astice na
povrch bunky (Kim et al. 2007).

Nanocastice, které projdou bunécnou sténou, mohou poskodit vnitini struktury buiky, toto
pusobeni vSak zdvisi na druhu daného organismu. Toxicita stfibra na gramnegativni bakterie
zavisi na koncentraci nanocastic a velmi uzce souvisi s polopropustnosti bunééné membrany
(SONDI & SALOPEK-SONDI 2004). Toxickym pusobenim muze dojit ke vzniku nepravidelnych
port ve vnéjsi membrané a tim ke zméné jeji propustnosti, coz je zpisobeno uvoliiovanim
lipopolysacharidovych molekul a membranovych proteini (KimM et al. 2007). St¥ibrné ionty
inhibuji enzymy nitrifikacnich bakterii pro cykly fosforu, siry a dusiku (RATTE 1999).
Grampozitivni  bakterie maji vetsi  odolnost va¢i nanocésticim  stfibra v porovnéani
S gramnegativnimi bakteriemi, coZ je dano stavbou bunécné stény a pfitomnosti ¢i neptfitomnosti
extracelularnich polymert (JUNG et al. 2008, YANG et al. 2012). Rezistence, adaptace a citlivost
mikroorganismt vic¢i koviim stiibra neni piesné zndma a je zavadéjici ji i obecné specifikovat
(Wu et al. 2010).

Antimikrobialni aktivita stfibra se projevuje na né€kolika urovnich. Nanocastice stiibra mohou
poskodit bunécnou sténu bud’ samotnym vlastnim ptisobenim nebo uvolnénim iontt stiibra nebo
tvorbou reaktivnich kyslikovych forem (CHoOI et al. 2008). Za pfimy mechanismus ucinku
nanocastic stfibra je povazovano poskozeni bunécné stény, jako nepiimy ucinek je brana tvorba
reaktivnich kyslikovych forem a uvoliiovani ionti z Castice (SIRIPATTANAKUL-RATPUKDI &
FURHACKER 2014). Bunika chranéna obaly zlstava nadale vitalni, stiibro plsobi nejprve
bakteriostaticky, teprve dalSim zvySovanim koncentrace roztoka s ionty stfibra se jeho ucinek
méni na baktericidni. Pfitomnost bunétné stény ovlivituje citlivost mikroorganismil na plisobeni
stiibra (OUKARROUM et al. 2011). ZvySeny podil stiibra se sorbuje na povrchu buiiky, pronika
dovnitf a akumuluje se v cytoplazmatické membrané, kde jsou pfitomny hlavni enzymatické
systémy bunky. Stfibrné nanocastice generuji uvnitt mikroorganismii volné radikaly, které nici
bunécné funkce (Kim et al. 2007). Stiibro blokuje elektronovy pienos mezi enzymy dychaciho
fetézce a reaguje s -SH- skupinami oxida¢nich enzymi, tim se zastavuje intenzivni metabolismus
bunky a buiika postupné odumira (Wu et al. 2010).

Stiibrné nanocastice maji selektivni inhibi¢ni u¢inek na tasy a sinice (PARK et al. 2010).
Bunécna sténa tas predstavuje primarni misto interakce a bariéru pro vstup nanocéstic. Sklada se
z celulozy, polysacharidi a glykoproteind, coz jsou latky, které poskytuji prostiednictvim
nespecifické interakce vazebna mista pro nanocastice. Vlivem interakce mezi nanocastici a
bunénou sténou muze dojit k poskozeni bunééné membrany (NAVARRO et al. 2008).
Nanocastice se také adsorbuji na bunééném povrchu, coZ ma za nésledek stinici efekt ¢i zvySeni
hmotnosti. Oba efekty snizuji dostupnost svétla pro fotosyntézu. U raznych druhd organismu
byla pozorovéna indukce oxidativniho stresu a toxické piisobeni na fotosystém II. Pfi
oxidativnim stresu byla zaznamenana snizend exprese genu kodujiciho malou podjednotku



fotosyntetického enzymu. Bunky vystavené oxidativnimu stresu maji poSkozené proteiny, nizsi
mastné kyseliny i DNA, zvySeny podil peroxidovanych mastnych kyselin, a toto vede k
nezvratnému poskozeni az ke smrti (OUKARROUM et al. 2012, KRiZKOVA et al. 2009, HIRIART-
BAER et al. 2006).

2. MATERIAL A METODIKA

Pted vlastnim testovanim laboratorné vyvinutych koloidnich roztokl s nanoc¢asticemi stiibra byl
nejprve prozkouman trh s dostupnymi komerénimi vyrobky reklamujicimi pfitomnost nanocastic
stiibra, koloidniho anebo iontového stiibra. Testovany byly napf. piipravky Deargen-200,
koloidni sttibro, Silver Water, Antibakterin Strong, Silver Sanitex, Silver Protect a Bioteq. Bylo
zjisténo, ze na vyslednou toxicitu ma vliv koncentrace a velikost ¢éstic a slozeni jednotlivych
piipravki. V ramci vodni expozice bylo jiz dfive prokazano, Ze nanocastice mohou byt vice
toxické nez odpovidajici ionty. Laboratornimi testy inhibice riistu fas a pfipadné eliminace
fototrofnich organismt bylo ovéteno, ze nejvyssi toxicitu vykazuje ptipravek, ktery obsahuje
nanocastice stiibra s vétsi reakéni plochou nez ostatni ¢astice. Komeréné dostupné piipravky
S Casticemi stiibra vykazovaly ucCinnost eliminace i fototrofnich ndrosti na exponovanych
plochach in situ v terénu (ADAMKOVA & RiIHOVA AMBROZOVA 2013, RiHOVA AMBROZOVA et al.
2014a). Po uskute¢néni testl se zkusebnimi organismy na komerénich ptipravcich byly testim
podrobeny laboratorné pfipravené roztoky nanocastic (viz 2.1) na zkuSebnich organismech,
kterymi byly fasy (viz 2.2), bakterie (viz 2.3) a plisn¢ (viz 2.4).

2.1 Roztoky nanocastic

Pro testovani biocidniho u¢inku stifbra byly pracovistém Ustavu fyzikalni chemie J.
Heyrovského AV CR, v.v.i. Praha piipraveny nanoéastice stiibra o velikosti v rozsahu od 5 nm
do 70 nm pomoci Tollensovy metody (redukce stiibrné soli pomoci borohydridu). Timto
postupem lze ziskat nanocastice kovii o velmi malych rozmérech. Tollensova metoda byla
modifikovana tak, aby byl dosazen ekologicky Setrny roztok, ktery by obsahoval nanocastice
ptislusného kovu. Modifikace spociva ve vyuziti sacharidii jako redukujici latky, z cukra byly
vyuzity monosacharidy glukoza, galaktoza, xyloza a disacharidy maltoza a laktéza. Pro testy
byly pouzity roztoky nanocastic definované velikosti s nasledujicim oznac¢enim: NANOAgB1 (5
nm), NANOAgB2 (9 nm), NANOAgGL1 (20 nm), NANOAgM1 (37 nm), NANOAgL1 (43
nm), NANOAgX500 (64 nm) a NANOAgG1 (70 nm). Pro testy inhibice byly vzdy pfipraveny
stejné koncentrace roztoktl, aby bylo mozné vysledky mezi sebou vzijemné porovnavat. Jednalo
se 0 koncentrace 1 mg-1™", 3 mg-I", 5 mg-1™*, 10 mg-1"m a 18,5 mg-1"* (koncentrace byly zvoleny
na zaklad¢ predbéznych testi a dale jiz publikovanych vysledkd testd, viz ADAMKOVA &
RIiHOVA AMBROZOVA 2013).

2.2 Testy na rasach

Biocidni ucinek nanocastic stfibra byl testovan na vybranych druzich chlorokokalnich a
vlaknitych zelenych fas. Klasicky test toxicity, zaméfeny na zjisténi G€innosti inhibice ristu
sladkovodnich fas Desmodesmus quadricauda (kmen GREIFSWALD 15), byl na zakladé CSN
EN ISO 8692 modifikovan. Nanocastice mohou adsorbovat Ziviny z media a tim inhibovat rist
fas (ARUOJA et al. 2009). Ve vodé (prakticky ve vSech vodnych roztocich) dochazi k agregaci
nanocastic, ta je zavisla jednak na koncentraci Castic, ale také na hodnoté pH, iontové sile,
koncentraci a sloZeni pfirodni organické hmoty a dalSich charakteristikaich (OUKARROUM et al.
2012). Modifikace klasického testu spociva ve volbé jiného typu zied'ovaci vody (zde Knoppuv
roztok), zvySeni vychozi koncentrace fasového inokula (80 tisic cenobii) a zvoleni mensiho
objemu testovaného roztoku (25 ml). Knoppiv roztok byl zvolen, aby se zabranilo reakci
preparatu se zied’ovacim mediem a tim padem i pfipadné interferenci slozek v roztoku. Tento typ
zied'ovaci vody obsahuje v pfedepsaném pomeéru slouceniny KNO3, K;HPO4, MgSO4.7H20 a
FeCls. Soucasti mikroskopického vyhodnoceni vzorkd bylo pouziti fluorescen¢niho nastavce
s cilem posoudit vitalitu bunék na zdklad¢ autofluorescence chlorofylu-a. Celistvost bunétné
stény byla pozorovana po obarveni Calcofluor White pod fluorescenénim ndastavcem



mikroskopu. V zavislosti na kultiva¢nich podminkach a teploté bylo pozorovano i shlukovani
&astic, proto bylo zavedeno i stanoveni koncentrace chlorofylu-a (dle CSN ISO 10 260), jako
dalsiho udaje vypovidajiciho o ptipadné stimulaci ¢i inhibici biomasy a rtstu fas.

Pro tasové testy toxicity byly na nasem pracovisti pti feSeni projektu pouzity také vlaknité fasy
roda Ulothrix, Spirogyra, Klebsormidium a Stigeoclonium (ADAMKOVA et al. 2013b). Pribéh i
stejny zpusob hodnoceni, jako u chlorokokalnich tas. Testy na chlorokokalnich fasach vychazi
z uzanéni normy CSN EN ISO 8692 spoéivajici v kvantifikaci bungk fas v testovaném objemu a
na zaklad¢ inhibice ristu bunck zjisSténi inhibi¢niho ucinku. Vladknité fasy jsou diskutabilni
zkusebni organismy, provedeni zkousky toxicity podle tohoto schématu neni snadné. U
organismu neni jednoznacné kvantifikace (stélka, buiika) a zptisob aplikace inokula ke vzorku.
Resenim, které se nabizi, je zaloZeni testu na stanoveni koncentrace chlorofylu-a a jeji piipadna
inhibice ¢i stimulace pro test toxicity. Jelikoz druhy vldknitych zelenych fas nejsou
individualnimi bunikami, jako chlorokokalni fasy, ale jsou tvoieny né€kolika buiitkami umisténymi
ve vlaknech (trichalni stélka), je potieba respektovat delsi generacni dobu a zvolit delsi dobu
expozice testu.

2.3 Testy na bakteriich

Testy s nanocasticemi stiibra byly uskute¢nény na ¢istych kulturach bakterii druhti Escherichia
coli (gramnegativni bakterie) a Enterococcus faecalis (grampozitivni bakterie). Testy probihaly
na zaklad¢ kultivaci Cistych bakterialnich kment v pevnych zivnych médiich (m-FC a Slanetz-
Bartley). Dle piedchozich vysledkl testi na fasach a na AgNO; (viz kap. 2.2) byly zvoleny
zkousené koncentrace preparatti s nanocasticemi stiibra 0,01 mg‘l'l, 0,03 mg‘l'l, 0,05 mg'l'l, 0,1
mg-1?, 0,5 mg-1?, 1 mg1?, 3 mg1?h, 5 mg1?, 10 mg1™ a 18,5 mg 1. Odedty poétu kolonii
Vv jednotlivych koncentracich byly uskuteénény v ¢ase 0 h a 24 h.

2.4 Testy na plisnich ve vzduchu

Biocidni t€inek nanocastic stiibra nebyl testovan pifimo na ¢istych kulturach plisni v laboratofi,
ale na plisnich a sporach pfirozené se vyskytujicich ve vzduchu v prostiedi (rody Aspergillus,
Alternaria, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Penicillium). Z geotextilie, pouzivané jako filtra¢ni
naplin vzduchovych filtrti, byly nastfihany ¢tverce 30x30 cm, které byly oSetieny nastiikem
preparatli obsahujici nanocastice stiibra definovanych rozmért. Nastfik byl proveden pomoci
rozprasovace, kterym se na povrch geotextilie ve 3 opakovanich aplikoval objem 10 ml
(koncentrace 18,5 mg-1"). Po kazdém nastfiku se ponechal preparat do textilie zaschnout.
Geotextilie impregnované zkouSenymi preparaty byly, po biologické strance, hodnoceny tremi
zpusoby. Zpracovany byly tzv. spady vzduchu, ktery byl nasavéan z realného prostredi filtracnim
zafizenim a nasledné prochazel pfes impregnovanou (¢i kontrolni) geotextilii na misky s Zivnym
SBA médiem (SBA, tj. Sabouraudiiv agar) exponované po dobu 15 min a 30 min. Druhym
typem vzorku byl vyluh z geotextilie scilem zjistit pfitomnost a zivotaschopnost Sspor
mikromycet. Tretim vzorkem byl vystfizek textilie aplikovany pfimo na misku s Zivnym SBA
médiem za Ucelem zjiSténi nartistu mikromycet. Kultivace exponovanych misek probihala pfi
teploté 30 °C po dobu 5 dni, poté nasledovalo vyhodnoceni misek, spocitani vyrostlych kolonii a
jejich posouzeni pod stereolupou s cilem jejich piesné identifikace (RiHOVA AMBROZOVA et al.
2014).

3. VYSLEDKY TESTU

Uvedené vysledky se tykaji zjisténi ucinku laboratorné pfipravenych nanocastic testovanych ve
vodnych roztocich s fasami a bakteriemi, popf. nasledné aplikovanych néstfikem na geotextilii.
Smyslem provadénych zkousek je mozné vyuziti nanocCastic pro pfipadnou ochranu pamatek
pfed biodeterioraci. Do testovani byly zahrnuty vSechny laboratorné pfipravené roztoky
S nanocasticemi, které byly dosud pro potieby projektu pfipraveny. NaSe pracovisté se zabyva
pouze zjisténim ucinku nanocastic na vybrané zkusebni mikroorganismy, nikoliv technologii
aplikace nanocastic na povrch materialu nebo piimo do materidlu.



3.1 Testy na rasach

Vzajemné porovnani zjisténych EC50 v testech toxicity s chlorokokalni fasou Desmodesmus
quadricauda u dodanych ptipravkt uvadi tab. 1, porovnani a zavislost EC50 na velikosti
nanocastic uvadi obr. 1. Shlukovani nanocastic stfibra mélo vyznamnou roli v tomto typu test
toxicity, shluky fas se chovaji zcela odlisné, coz vede k fyzikdlnim a chemickym zménam
prostiedi a proto maji ptipravky rizné toxické tcinky.

Tab. 1: Stanovené hodnoty EC50 u testovanych NANO piipravki na chlorokokalnich fasach
Desmodesmus quadricauda

NANO AgBl | AgB2 AgGL1 | AgM1 AgL1l | AgX500 | AgGl

Piipravek Gnm) | 9nm) | (20nm) | (37nm) | (43nm) | (64nm) | (70 nm)

(velikost

nanocastice)

EC50 [mg-17] | 1,03- |1,88- 4,20- 2,80- 5,98- 17,27- 7,81-
1,05 2,29 5,86 4,75 8,77 20,87 8,52

Inhibi¢ni efekt ptipravku NANOAgB1 se projevil jiz po 24 h, a to i v té nejnizsi nasazené
koncentraci, kdy byla jiz vétSina bunck mrtvd. Béhem testu byly pozorovany tmavé shluky,
pravdépodobné se jednalo o agregaci Castic stiibra. Jelikoz se 100% inhibice projevila jiz pii
koncentraci 1 mg-1™" a to hned po 24 h expozice, byl proveden jesté jeden test s niz§im rozsahem
koncentraci 0,1 mg-1™, 0,3 mg-1" a 0,5 mg-1"". Koncentrace NANOAgB2 byly nasazené i v nizsi
oblasti pro porovnani s ptipravkem NANOAgB1. Koncentrace 0,1 mg-l’l, Se projevila toxicka jiz
po 24 h, oproti koncentracim 0,5 mg-1™ a 1 mg-1", kde byla inhibice velmi nizka. Vzhledem
K tomu, Ze se inhibi¢ni efekt zacal projevovat az nad koncentraci 1 mg-l’l, byla koncentrace 0,1
mg-1™ vyfazena z vyhodnoceni. U koncentraci 3 mg-1™" az 18,5 mg-1™ se projevil inhibi¢ni efekt
jiz po 24 h aplikace, kdy vétsina bun&k vykazovala mortalitu.

Z cukernych koloidii se jako nejucinngj§i projevil maltozovy koloid NANOAgMI1. U
koncentrace nad 3 mg-1" se biocidni uginek dostavil po 24 h expozice. Po 72 h se zacaly
objevovat bunky ve shlucich. Na konci testu byla vétSina bun€k u koncentraci nad 5 mg-l'1
mrtva. U pfipravku ptipraveného redukci cukrem glukéza, NANOAQGL1, dochdzelo béhem
testu k shlukovani cenobii, coz bylo pravdépodobné zplsobeno ochrannymi mechanismy,
vytvafenim oball a vyuzivanim cukrl (oxidativni stres). Za 24 h expozice se projevila uc¢innost u
koncentraci 10 mg-1™ a 18,5 mg-1". V porovnani s kontrolou byl po 48 h zaznamenan pomalejsi
narust celé kultury nasazenych bungk tas, po 72 h se zacaly objevovat shluky cenobii.

K tvorbé shlukti dochazelo i u dalsich cukernych koloidd, jako napt. laktéza NANOAgLI a
xyloza NANOAgX500. Uginky NANOAgL1 se zacaly projevovat po 24 h expozice od
koncentrace 3 mg-l'l, u nejvyssi koncentrace 18,5 mg-l'1 bylo vice jak 50 % bunék jiz mrtvych.
Po 48 h doslo k obnoveni populace bungk, na konci testu u koncentraci 3 mg-1™ a 5 mg-1™* bylo
30 % bun¢k mrtvych, u 18,5 mg~l'l byla 100% inhibice ristu. Béhem testu se u cukerné¢ho
koloidu objevovaly cetné shluky cenobii.

U ptipravku NANOAgX500 se ucinnost zacala projevovat jiz po 24 h u nejvysSich koncentraci,
atou 10 mg1" a 18,5 mg-I™". Po 48 h se zagaly uginky projevovat i u nizich koncentraci, u
koncentrace 5 ppm byla vétsi ¢ast bunék jiz mrtva. Nicméng, po 72 h doslo k obnové populace
bunék fas, na konci testu byla v koncentracich 1 mg-1"a 3 mg-1™ vétsina bungk Zivych.

Po 24 h expozice byl u ptipravku NANOAgG1 téméi ve vSech nasazenych koncentracich nardst
bunék fas srovnatelny s kontrolou. Vyjimku tvofila koncentrace 18,5 mg-1™, kde se projevila
vyrazna toxicita pii nasazeni testu. Po 48 h byl nartst srovnatelnéjsi, ale zacaly se objevovat
shluky cenobii, coz znehodnocovalo pocitani bunek. Po 72 h se jiz projevily ucinky u
koncentraci 5 mg-l'1 a 10 mg-l'l. V pribehu testu bylo zaznamenano vyrazné shlukovani cenobii
fas, diky némuz neodpovidal pocet bun¢k stanovené koncentraci chlorofylu-a.
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Obr. 1: Zavislost hodnoty EC50 na Desmodesmus quadricauda na velikosti nanocastic
testovanych ptipravka s nanostiibrem (viz tab. 1)

Pti srovnani piipravki od nejucinnéjsiho k méné ucinnému, je toxicita nanostiibra na
chlorokokalni fasy Desmodesmus quadricauda nasledujici: NANOAgB1 (5 nm) > NANOAgB2
(9 nm) > NANOAgGL1 (20 nm) > NANOAgM1 (37 nm) > NANOAgG1l (70 nm) >
NANOAGgL1 (43 nm) > NANOAgX500 (64 nm).

3.2 Testy na bakteriich

U bakterie Escherichia coli nelze piesné fici, jestli dochazelo k rostouci inhibici se zmensujici se
velikosti ¢astic, jako v pfipad¢ interpretace vysledki testt uskuteénénych na fasach.

U pripravku NANOAgBI1 byla po 24 h u koncentraci od 0,1 mg-1" do 18,5 mg-1™" zaznamenéna
v testech 100% inhibice riistu bakterii. U koncentraci 0,01 mg-1™* az 0,05 mg-1" byla inhibice
ristu 80%. U piipravku NANOAgB2 koncentrace 0,01 mg-1" pusobila stimulaéné na rist
bakterii, koncentrace 0,03 mg-l'l vykazovala 80% inhibici, 100% inhibice byla nasledné
zaznamenana u koncentraci v rozpéti od 0,05 mg-1™* do 18,5 mg-I". NANOAgGL1 byl 100%
ucinny na eliminaci ristu bakterii u koncentraci od 1 mg-l'1 do 18,5 mg-l'l, koncentrace 0,01
mg-1" byla 75% a koncentrace v rozsahu 0,03 mg-1™" a2 0,5 mg-1™ byly na trovni 80 % az 95 %
inhibice rdstu. Pripravky NANOAgM1 a NANOAgX500 pusobily 100% inhibiéné u vsech
koncentraci, kromé 0,01 mg-1™" a 0,03 mg-I"". NANOAgL1 v koncentraci 0,01 mg-1™ piisobil na
rist bakterii stimula¢né, postupna ucinnost v inhibici rastu bakterii od 60 % do 100 % byla
zaznamenéana v rozsahu koncentraci od 0,03 mg-1" a7 18,5 mg-I"". Stimulaéni uginky v nizgich
koncentracich byly zji§tény i v pfipadé NANOAgG1, zde od 0,01 mg1™ do 0,05 mg1™. Od
koncentrace 0,1 mg-1™" az do 18,5 mg-1™ byl zjistén 100% ucinek aplikovaného piipravku.
Inhibice a u¢innost piipravki s nanocasticemi na eliminaci ristu bakterii Escherichia coli klesala
nasledné v fadé NANOAgB1(5 nm) > NANOAgX500 (64 nm) > NANOAgM1 (37 nm) >
NANOAgG1 (70 nm) > NANOAgB2 (9 nm) > NANOAgL1 (43 nm) > NANOAgGL1 (20 nm).
Na bakterii Enterococcus faecalis byly ucinky pfipravk ponékud odlisné, coz je dano tim, ze
jsou enterokoky vSeobecné rezistentnéjsi druhy bakterii na nékteré biocidni ptipravky. Naptiklad
ptipravek NANOAgB1, ktery vykazoval vyraznou inhibici riistu na Escherichia coli se obdobné
inhibi¢n¢ choval i na bakteriich Enterococcus faecalis, zatimco NANOAgB2, ktery byl na
bakterii Escherichia coli pomérné neucinny, se projevil s vétsi ucinnosti v eliminaci ristu
bakterii Enterococcus faecalis, anebo piipravek NANOAgX500, ktery byl v podstaté G¢inny na
Escherichia coli, u bakterie Enterococcus faecalis naopak v nizsich koncentracich vykazoval
spiSe stimula¢ni ucinky (viz obr. 2). U piipravku NANOAgBI1 se zvysujici se koncentraci od
0,01 mg-l'1 do 18,5 mg-l'1 byl po 24 h zaznamendn trend zvysujici se ucinnosti eliminace ristu
bakterii, zde napt. 0,01 mg-1™ (25 %), 0,03 mg-1™ (50 %), 0,05 mg-1™ (60 %), 0,1 mg-1™ (75 %).
Od koncentrace 0,5 mg-1™ a vyse byla G&innost 100%. U pripravku NANOAgB2 byla 100%



inhibice zjisténa az u koncentraci 10 mg-l'1 al8,5 mg-l'l. U NANOAgG]1 byl trend zvysujici se
inhibice ristu zaznamenan v koncentraci 0,1 mg-1™, po 24 h expozice byla 100% inhibice ristu
dosazena u koncentrace 10 mg-l'1 a 18,5 mg-l'l. Ptipravky NANOAgM1 a NANOAgX500
piisobily 100% inhibi¢n& u koncentraci od 0,05 mg-1™" do 18,5 mg-1™". Koncentrace 0,01 mg-1* a
0,03 mg-l'1 pusobily stimulaéné, 95% inhibice ristu byla zjiSténa u koncentraci 0,05 mg-l'1 a0l
mg- 1", NANOAgX500 a NANOAgL1 pisobily v koncentracich 0,01 mg1™* az 0,05 mg1*
stimula¢né. V pfipadé NANOAgX500 byla v rozsahu koncentraci 1 mg-l'1 az 18,5 mg-l‘1
zaznamenana 100% inhibice rastu. Piipravek NANOAgL1 mél trochu jiné projevy a pisobeni na
inhibici ristu bakterii, 45% az 95% inhibice byla zjisténa v rozsahu koncentraci 0,1 mg-l'1 az 5
mg-l’l, 100% inhibice byla zjisténa aZz u koncentraci 10 mg-l'1 a 18,5 mg-l’l. NANOAgG1
vykazoval na bakteriich 100% inhibici ristu v rozsahu pouzitych koncentraci 0,5 mg-1™* a7 18,5
mg-l’l. V koncentracich 0,01 mg-l'1 az 0,1 mg-l'1 byla inhibice 45% az 95%.

Pti srovnéani ptipravkd od nejucinnéjsiho k méné Gcinnému, je toxicita nanostiibra na bakterie
Enterococcus facelias nasledujici: NANOAgGl (70 nm) > NANOAgB2 (9 nm) >
NANOAQgGL1 (20 nm) > NANOAgB1 (5 nm) > NANOAgM1 (37 nm) > NANOAgL1 (43 nm)
> NANOAgX500 (64 nm).
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Obr. 2: Porovnani inhibi¢niho G¢inku ptipravku NANOAgB1 (5 nm) a NANOAgX500 (64 nm)
na bakteriich Escherichia coli a Enterococcus faecalis po 24 h ptsobeni

3.3 Testy na plisnich ve vzduchu

Mikromycety, které prochazely pfes kontrolni vzorek geotextilie (bez nastfiku) a byly nésledné
zachyceny na SBA médiu, mély vyrazné vEétsi zachyt a nardst nez spady vystavené geotextilii
S nastfikem nanopfipravku. V porovnani s kontrolnim vzorkem, tj. geotextilii bez povrchové
upravy nastfikem, byly vSechny aplikované piipravky s nanocasticemi u¢inné. Na jednotlivych
agarovych miskach byly vykultivovany nasledujici taxony: kontrola (Penicillium, Fusarium,
Mucor, Rhizopus, Alternaria, Aspergillus), NANOAgB1 (Penicillium, Fusarium, Alternaria),
NANOAgB2 (Penicillium, Fusarium, Alternaria)), NANOAgGL1 (Penicillium, Fusarium,
Mucor), NANOAgM1 (Fusarium, Alternaria)) NANOAgL1 (Penicillium, Fusarium),
NANOAgX500 (Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Alternaria), NANOAgG1 (Penicillium,
Fusarium, Alternaria). Do jisté miry Ize spekulovat i na cilenou eliminaci jednotlivych taxonu
plisni (abundance a diverzita) ze vzduchu pii aplikaci jednotlivé pouzitého nanopiipravku
nastifikem na geotextilii.

Prokazatelnou u¢innost eliminace mikromycet, u typu vzorku ¢tverce aplikovaného na SBA
médium, vykazoval piipravek NANOAQX500 s velikosti nanocastic stiibra 64 nm a
NANOAQgGL1 s velikosti nanoc¢astic stiibra 70 nm. U typu vzorku spadii vzduchu proudiciho
skrze oSetfenou geotextilii na SBA misku byly u¢inné aplikace ptipravkt NANOAgB1 (5 nm),
NANOAgB2 (9 nm) a NANOAgX500 (64 nm). U typu vzorku vyluhu z geotextilie (oSetiené
nanopiipravkem a vystavené proudicimu vzduchu) byla zaznamenana vyznamnd ucinnost
eliminace plisni v pfipadé ptipravkiit NANOAgG1 (70 nm), NANOAgM1 (37 nm) a nasledné
NANOAgL1 (43 nm). Zvysledka (viz tab. 2) lze usoudit, ze pro piipadnou eliminaci



mikromycet by byla vhodnd kombinace velikostniho spektra nanocastic, nez se zaméfit pouze na
jednu velikost nanocéstice. Trend ndrGstu plisni byl zjistén pouze u vzorkd spadi vzduchu
proudiciho pfes geotextilii oSetfenou nanopiipravkem na misku u pfipravki s velikosti
nanoéastic od 5 mg-1™ do 37 mg-1™.

Tab. 2: Stanovené hodnoty ucinnosti eliminace plisni, obsazenych ve vzduchu a testovanych
metodou nasavani v porovnani s kontrolou, pii testech s NANO piipravky

Pripravek | AgB1 | AgB2 | AgGL1 |AgM1 |AgLl |[AgX500 | AgGl
NANO

Spady 66 % 66 % 55 % 39 % 58 % 61 % 46 %
(Gcinnost
eliminace)

Vyluh 55 % 55 % 64 % 82 % 82 % 64 % 91 %
(G¢innost
eliminace)

Celkova 61 % 61 % 60 % 61 % 69 % 70 % 63 %
ucéinnost
eliminace

4. DISKUSE

Néami provedené laboratorni testy do jisté miry potvrdily v literatufe uvadéné tidaje o zvySujicim
se toxickém uc¢inku nanocastic se snizujici se jejich velikosti (MUKHERJI S. et al. 2012, ARUOJA
et al. 2009, CHol et al. 2008). Jedna se zejména o testy s chlorokokalnimi fasami Desmodesmus
quadricauda. Se snizujici se velikosti nanocastic, v naSem piipadé od 70 nm do 5 nm, byla
pozorovana zvySujici se toxicita na rist chlorokokalnich fas Desmodesmus quadricauda. Vétsina
pripravkil nanoastic od koncentrace 1 mg-1™ vykazovala inhibici riistu mikroorganisma 100 %.
Inhibice a Gc¢innost ptipravkll s nano¢asticemi na eliminaci rastu fas klesala nasledné od 5 nm >
9 nm > 20 nm > 37 nm > 70 nm > 43 nm > 64 nm. Mensi nanocéstice piedstavuje vétsi reakéni
povrch a tim padem i vyssi toxicky ucinek (KiM et al. 2007). Rovnéz se prokézala toxicita
nanocastic na inhibici ristu fas v porovnani s testy siontovym stiibrem (ADAMKOVA et al.
2013).

Pfi u¢inku nanocastic je nutné zohlednit i charakter buné¢nych povrchi vybranych testovanych
fas, které nemaji na svém povrchu sliz, coz je pfi u¢incich nanocastic také podstatné (TIEN
2002). Naptiklad Desmodesmus quadricauda ma bradavi¢natou bunécnou sténu, Chlorella
vulgaris ma hladkou bunéénou sténu a vlaknité zelené fasy maji dotykajici se buiiky ve vlakné
S hladkymi bunéénymi sténami. Mikroskopickymi rozbory nebyl zjistén destrukéni vliv
nanocastic na celistvost bunééné stény fas (barvici metody, Calcofluor White). Nanocastice byly
pozorovany spiSe jako naakumulované mikroskopické shluky na povrchu bunék. Ve své podstaté
touto akumulaci ¢astic dochazi ke stinéni a tedy i k inhibici fotosyntézy (RiHOVA AMBROZOVA et
al. 2014a, CYRUSOVA et al. 2015).

Utinek nanocastic na vlaknité zelené Fasy zatim vykazuje niz§i schopnost inhibice riistu.
Vysvétlenim je uspotfaddani bunék ve vladknech, které¢ nejsou celym svym povrchem vystavené
pusobeni nanocastic, jako napf. jednobunécna individua bunék chlorokokalnich tas. Z tohoto
skutecnosti je zadouci testy s témito organismy uskutecnit a tim rozsitit i¢inky nanocastic stiibra
na tento typ organismu. Testovani je v sou¢asné dobé predmétem piipravy certifikované metody
a pamatkového postupu, z toho divodu nejsou v publikaci uvedeny vysledky (ADAMKOVA &
RiHOVA AMBROZOVA 2013, ADAMKOVA et al. 2013).
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Obr. 3: Vysledna inhibice koncentrace chlorofylu-a jednotlivych preparatt s nanocasticemi
stiibra (NANOAg---) pro fasu Desmodesmus quadricauda (graf vlevo) a Klebsormidium sp.
(graf vpravo) (ADAMKOVA et al. 2013b)

Dalsi problematiku, kterou bude nutné postihnout, bude aplikace testli na plochy, s jiz porostlymi
organismy, v realném prostiedi. Nelze s urcitosti fici, ze hodnota EC50 zjisténa v testu bude
stejn¢ efektivni pro aplikaci na plochy napadeného materidlu. Pro potieby testli ucinnosti
ptipravki pfimo na plochach je v soucasné dobé v laboratoti modifikovan postup, ktery vyuziva
suspenzi fas zachycenou na filtrech, aplikovanych pfimo na zZivné médium. Vyhodnoceni testu je
zalozeno na stanoveni koncentrace chlorofylu-a, inhibice u jednotlivych nasazenych koncentraci
testovanych latek oproti kontrole (ADAMKOVA et al. 2013). U toho typu testovani inhibice rustu
fas na plochach se projevuje daleko vice problémil nez u bakterii. Neni to jen optimalni davka
objemu inokula, mnoZstvi roztoku, zajiSténi rovnomérné distribuce inhibicni latky, ale samotny
fakt toho, ze fasy jsou fototrofnimi organismy. Testy na plochach s fasami vyzaduji celodenni
prisun svétla a spravnou volbu média (agaru) pro kultivaci. Prekazkou testovani ploch je
zajisténi rovnomeérné distribuce stiibra po celé plose, rovnomérné rozvrstveni fasové suspenze a
zajisténi dostateéného piisunu Zivin a svétla (ADAMKOVA & RIiHOVA AMBROZOVA 2013,
ADAMKOVA et al. 2013).

Rozdilnost v piisobeni jednotlivych pripravkli S nanocasticemi stfibra na cistych kmenech
bakterii Escherichia coli a Enterococcus faecalis mtize byt dana jejich slozenim, kdy vétsina
obsahuje i ur¢ité mnozstvi sacharidd, resp. produkty oxidace téchto sacharidi (SONDI I. &
SALOPEK-SONDI B. 2004, JUNG et al. 2008). Je mozné, Ze jsou tyto produkty schopny bunky
ochrénit, &i slouzit jako rychly zdroj energie. Niz§i koncentrace, zde 0,01 mg-1™ az 0,05 mg-1™, u
vétSiny cukernatych koloidli obsahujicich nanocastice stiibra vykazovaly stimula¢ni ¢inek riistu
bakterii Enterococcus faecalis, u bakterii Escherichia coli nebyl tento efekt ¢asty. Tato zdanliva
stimulace ristu, mizZe byt dana neti¢innosti preparatu v takto nizké koncentraci.

U plisni a jejich eliminace z ovzduSi nanocésticemi stfibra neni diky variabilité¢ pouzitych
hodnoticich metod posouzeni Uc¢inkli nanocastic jednoduché a jednoznacné. Nami zjisténé
vysledky vedou k n€kolika spekulacim a moznym zamysSlenim. Lze piredpokladat, ze se
nanocastice uvoliuji z geotextilie a ptisobi inhibi¢né i v roztoku (typ vzorku vyluhu). Geotextilie
opatiené nastfikem zfejmé pisobi inhibi¢né na mikroorganismy vyskytujici se v proudicim
vzduchu. Nutné je zvazit i fakt, Ze nanesend vrstva nanocastic je, do urcité miry, dalsi bariérou,
kterou musi nasavany vzduch spolu s ¢asticemi a organismy piekonat. DalSim pfedpokladem je
moznost navazani se nanocastice na prochazejici partikule a mikroorganismy, moznost inhibovat
je aznemoznit jejich kultivaci na zivném médiu. Je samoziejmé mozné, ze jsou Castice



| organismy pfitomné, ale ne v tzv. kultivovatelném stavu (pfitomnost nebyla mikroskopicky
potvrzena). DalSi spekulaci je U¢innost nanocastic v aplikované vrstve, jak dokladaji napf.
vysledky z vyluhti nebo na médium piimo aplikovany vystiizek geotextilie. S piihlédnutim ke
vSem pouzitym metodam zachytu plisni a naslednému vyhodnoceni uc¢innosti aplikovanych
nanocastic stfibra je mozné fici, ze vhodnéjsi pfipravky na eliminaci plisni jsou ty, které vykazuji
pfitomnost nanoc¢astic vétsich rozmeéri. Zde se jednalo konkrétné o 43 nm, 70 nm a 64 nm.
Inhibice a uCinnost pfipravkll s nano¢asticemi na eliminaci rastu plisni ve vzduchu klesala
nasledné¢ v fadé NANOAgL1 (43 nm) > NANOAgG1 (70 nm) NANOAgX500 (64 nm) >
NANOAgB1(5 nm); NANOAgB2 (9 nm); NANOAgML1 (37 nm) > NANOAgGL1 (20 nm).

5. ZAVERY

V projektu jsme se zaméfili na studium problematiky biodeteriorace a biodeteriogent,
nanotechnologie a nanocastic stfibra, podstatnou cast jsme smeérovali na posouzeni biocidniho
ucinku komeré¢né¢ dostupnych a pozdé€ji laboratorné vyvinutych koloidnich roztoka
s nano¢asticemi stifbra. Uginnost piipravki byla laboratorné testovana na chlorokokalnich fasach
(zde popsany druh Desmodesmus quadricauda), caste¢né byla diskutovana i problematika
pouziti vlaknitych tas v testech toxicity. Provedeny byly testy inhibi¢nich G¢inki nanocastic
stiibra na ¢istych kmenech bakterii Escherichia coli a Enterocococcus faecalis. Dale byl
posouzen i vliv nanocastic stiibra na ptipadnou eliminaci plisni a spor v ovzdusi. Soucasné bylo
testy na riiznych typech organismu (fasy, bakterie, plisn€) zjisténo, Ze vyrazné zavisi na zpisobu
ptipravy nanopfipravku a na jeho slozeni, v naSem piipad¢€ pouzitych roztoka sacharidu.
Nanotechnologie ptedstavuji ve své podstaté ekologicky Setrnéjsi technologie jako alternativu
souCasnym mén¢ prostiedi zatéZzujicim technologiim. Avsak s rostoucim vyuzivanim
nanotechnologii, musime také zohlednit ptipadna rizika. Nanocastice stiibra jsou schopné svym
(SIRIPATTANAKUL-RATPUKDI & FURHACKER M. 2014). Z tohoto diivodu jsou potiebné studie
zameétené na pusobeni nanoc¢astic nejen na ¢isté kultury a kmeny zkusebnich organismd, ale i na
realné matrice vzorkd vod s pfitomnou biocendzou. V soucasné dob& na naSem pracovisti
probihaji testy biocidnich G¢inkl ptipravkl s nanoc¢asticemi na redlnych vzorcich povrchovych
vod a biocendzach aktivovaného kalu. Smyslem provadéni testli je prohloubeni znalosti u¢inka
nanocastic nejen na Cistych sbirkovych kmenech bakterii a fas, ale 1 smésnych populaci
(biocenodz) redlnych matric.

PODEKOVANI: Publikace byla vytvorena v ramci projektu ¢. DFIIPOIOVV012 programu
NAKI.
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