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OCENA ODDZIALYWANIA NANOCZASTEK ZrO,
NA WZROST RZESY WODNEJ LEMNA MINOR

Wzrost produkcji nanomaterialdw oraz ich szerokie wykorzystanie przyczynia si¢ do rozprzestrzenia-
nia nanoczastek w srodowisku. Z opublikowanych danych wynika, iz sa one stabilne w wodzie, wy-
soce reaktywne a ich niewielkie wymiary umozliwiajg szybka penetracj¢ do tkanek i narzadow, stad
tez mogg wywotywaé szkodliwe efekty u organizméw wodnych i ladowych. W pracy zbadano eko-
toksycznos$¢ nanoczastek tlenku cyrkonu w stosunku do rzesy wodnej Lemna minor (rzgsa drobna).
Badania przeprowadzono w zakresie st¢zen od 500 mg/l do 0,34 mg/l. Wykazano, iz nanoczastki
tlenku cyrkonu wplywaty szkodliwie na wzrost rzgsy drobnej Lemna minor. W najwyzszych bada-
nych stezeniach (500-3,9 mg/l) badane nanoczastki hamowaty zaréwno wzrost liczby listkow jak
réwniez i ich powierzchni. Wyznaczona warto$¢ stezenia ECsg po 168h dla nano-ZrO, w stosunku do
powierzchni listkéw rosliny wynosita 277 mg/L, natomiast w stosunku do liczby listkéw > 500 mg/L.
Dodatkowo, w zakresie stgzen 1,9-0,9 mg/l zaobserwowano niewielkg stymulacje wzrostu rzesy
drobnej Lemna minor w obecnos$ci badanego nanozwiazku. Uzyskane wyniki wskazuja takze, iz ba-
dany nanozwiazek w stosunku do rzgsy drobnej Lemna minor jest bardziej toksyczny od tego samego
zwigzku w ,;makro” postaci, Wskazuje to, ze forma nano danej substancji moze wskazywaé inne wta-
Sciwosci i stanowi¢ duzo wieksze zagrozenie dla srodowiska niz ta sama substancja w duzej formie

1. WSTEP

Szybki rozwoj nanotechnologii zwigksza ryzyko uwalniania nanomateriatow do
srodowiska podczas ich produkcji czy stosowania [4, 19, 8]. Nanoczastki (NP) dzigki
swoim wyjatkowym wiasciwosciom chemicznym i fizycznym staty si¢ atrakcyjnym
materiatem dla zastosowan komercyjnych, w ochronie Srodowiska i energetyce czy
terapeutycznych. Wykorzystuje sie je m.in. do produkcji bardziej wydajnych i opta-
calnych technologii produkcji energii jak ogniw stonecznych, ogniw paliwowych,
baterii, biopaliwa. W ochronie $srodowiska nanoczastki sg wykorzystywane w proce-
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sach oczyszczania $ciekow i uzdatniania wody, czy zmniejszenia emisji zanieczysz-
czen. W medycynie stosuje si¢ je, jako nosniki lekow, w produkcji narzedzi chirur-
gicznych, testow diagnostycznych. Znajduja rowniez zastosowanie w produkcji farb,
roéznego rodzaju powlok antybakteryjnych, katalizatorow, filtrow stonecznych kre-
mow, roznych srodkow przeciwbakteryjnych. Tak powszechne stosowanie nanocza-
stek wzbudzito szereg obaw dotyczacych zagrozen zarowno dla srodowiska jak i dla
ludzi [15]. Nanoczastki ze wzgledu na swoje niewielkie rozmiary i wysoka reaktyw-
no$¢, w pordwnaniu z czastkami o wiekszych rozmiarach maja zupetnie inny profil
toksycznosci [5].

Stad tez trudne do przewidzenia sa skutki ekologiczne, jakie moga wywotaé. Ko-
nieczne s3, wiec szeroko zakrojone badania ekotoksykologiczne nanomateriatow,
ktore nie tylko przyczynia si¢ do zapewnienia bezpieczenstwa zastosowan nanotech-
nologii, ale pomogg rowniez opracowa¢ materialy, najmniej szkodliwe dla organi-
zmow [3].

Obecnie pojawiaja si¢ dane dotyczace ekotoksycznosci nanoczastek w stosunku do
takich organizméw jak: bakterie, glony i ryby, zooplankton czy rosliny wyzsze. Wy-
kazano m.in., iz nanoczastki TiO, hamowaty wzrost glonow, skorupiakow Daphnia
magna oraz powodowaty zaburzenia reprodukcji Danio rerio [ 17, 20, 22].

Dane dotyczace toksycznosci nanoczastek w stosunku do roslin, nadal sg jednak
nieliczne [14]. Rosliny stanowig zasadnicze elementy wszystkich ekosysteméw i 0d-
grywaja kluczowg role w losach i transporcie nanoczastek w srodowisku i moga by¢
przyczyna ich bioakumulacji w tancuchu pokarmowym [16, 6]. Wptyw NP na procesy
fizjologiczne roslin sg bardzo istotne do oceny bezpieczenstwa stosowanych materia-
low.

Ograniczona liczba publikacji odnos$nie fitotoksycznos$ci wykazala zréznicowany
wplyw nanoczastek na rosliny wyzsze. Stwierdzono m.in., Zze mieszanina nanokrzemu
(SiO,) i ditlenku tytanu (TiO,) w niskich st¢zeniach, powodowata przyspieszenie
kietkowania i wzrostu soi [11], z kolei badania przeprowadzone przez Song i wsp.
(2012) wykazaty, ze nanoczastki ditlenku tytanu w niskich st¢zeniach stymulowaty
wzrost Lemna minor, natomiast w wysokich stezeniach hamowaty wzrost tych roslin
[18]. Stwierdzono réwniez, ze nanoczastki tlenku glinu znacznie zwigkszaty biomase
L. minor, przy czym dodatkowo zaobserwowano zmiany morfologiczne m.in. zwigk-
szenie dtugosci korzeni, liczby lisci oraz zwigkszona wydajnos¢ fotosyntezy [12].

Celem w niniejszej pracy, byto badanie fitotoksyczno$ci nanoczastek tlenku cyr-
konu (nano-ZrO,) w odniesieniu do rzgsy drobnej Lemna minor. Rzgsa drobna jest
odpowiednig rosling do oceny ekotoksycznos$ci zwigzkow chemicznych. Jest rosling
stodkowodna, szeroko rozpowszechniong na $wiecie. Nalezy do organizméw tatwo
przystosowujacych si¢ do zmieniajacych si¢ warunkoéw $rodowiska. Z drugiej strony
jest wrazliwa na zanieczyszczenia substancjami toksycznymi. Cechami, ktore spra-
wiaja, ze jest ona organizmem bardzo wygodnym w badaniach laboratoryjnych sa jej
male rozmiary, prosta budowa, wegetatywny sposob rozmnazania i krotki czas miedzy
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kolejnymi podziatami [2]. Badania pokazuja, iz Lemna minor, jest wrazliwa na wiele
toksyn stad tez nalezy do najchgtniej stosowanych w badaniach ekotoksycznosci ro-
$lin wyzszych, co znajduje potwierdzenie w licznych rozporzadzeniach dotyczacych
oceny ryzyka w §rodowisku wodnym [13, 12].

Nanoczastki tlenku cyrkonu sa wykorzystywane do usuwania zanieczyszczen
z wodny m.in. arsenu, jako katalizator i w bioinzynierii — do produkcji protez i im-
plantéw. Tak szerokie wykorzystanie nano-ZrO, Sstwarza mozliwosci ich migracji
w $Srodowisku 1 interakcji z organizmami w tym z ro§linami wyzszymi, stad tez zainte-
resowanie tym rodzajem nanoczastek w niniejszej pracy. W pracy dokonano porow-
nania efektu oddziatywania na rzes¢ drobng formy nanoczasteczkowej tlenku cyrkonu
z tlenkiem tego zwigzku.

2. MATERIALY | METODY

2.1. BADANE ZWIAZKI

Nanoczastki tlenku cyrkonu, nanoproszek < 100 nm, o powierzchni witasciwej
> 25 m?/g uzyskano z firmy Sigma-Aldrich. Roztwory wyjsciowe nano-ZrO, oraz
ZrO, (Sigma-Aldrich) sporzadzano w wodzie dejonizowanej. Ze wzgledu na tenden-
cj¢ tworzenia agregatow przez zwiazki, uzyskane roztwory zwigzkow sonikowano
przez 30 min za pomoca ultradzwigkowego dezintegratora typu MDM-10 (0,4 kW
z czgstotliwoscig 20kHz). Tak przygotowane roztwory rozcienczano (wykorzystujac
medium odpowiednio do procedur testu) w szeregu malejacym o ilorazie postepu
geometrycznego rozcienczen q=2. W ten sposob uzyskano roztwory w zakresie st¢zen
500-0,9 mg/l.

2.2. TEST WZROSTOWY Z LEMNA MINOR

Test wzrostowy z Lemna minor wykonano wedhug procedury PN-EN I1SO 20079
[PN-EN ISO 20079 2004]. Do wykonania okreslonych stezen nano-ZrO, zastosowano
mineralng pozywke wzrostowa Steinberga (zmodyfikowana przez Altenburgera).
W kazdym badanym stezeniu i kontroli umieszczano po trzy rosliny zawierajace po
3 listki (frondy). Hodowle testowe prowadzono przez 7 dni w aparacie Fitotron przy
o$wietleniu cigglym 3000 Ix i w temperaturze 25°C. Pomiaré6w powierzchni i liczby
listkéw na poczatku i na koncu testu dokonano przy uzyciu oprogramowania kompu-
terowego do cyfrowej analizy obrazu UTHSCA ImageTool wersja 3.0.
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3. PROCEDURY OBLICZENIOWE

Okreslenie inhibicji Lemna minor. Szybkos¢ wzrostu rzgsy wodnej okre§lono na

podstawie rownania:
INN, —InN
e M

tn
gdzie:
N, — liczba komorek glonéw w 1 cm® w czasie to;
N, — liczba komérek glonow w 1 cm® w czasie t;

t,—czas (t - to).

Inhibicje wzrostu obliczano zgodnie z rOwnaniem:

=2 100 @)
He
gdzie:
Im;— procent inhibicji;
m;— $rednie tempo wzrostu glonéw w badanym stezeniu;
m.— $rednie tempo wzrostu glonow w probie kontrolne;.

Obliczenie stezen. Stezenia efektywne EC50-t obliczono metodg probitowa, okre-
$lajac 95-procentowe przedziaty ufnosci [21]. Najwyzsze stezenia hiewywotujagce
efektow szkodliwych (NOEC) wyznaczono stosujac jednoczynnikowg analize¢ warian-
cjiitest Tukey’a [1]

4. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Wyniki badan wptywu nanoczastek tlenku cyrkonu i tlenku cyrkonu na wzrost rze-
sy wodnej Lemna minor przedstawiono na wykresach 1-2, oraz tabeli 1. Badane
zwigzki wptywatly niekorzystnie na wzrost ro§lin zar6wno w odniesieniu do przyrostu
liczby listkéw jak i ich powierzchni.
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Rys. 1. Wplyw nanoczastek tlenku cyrkonu (jasny kolor) i tlenku cyrkonu (kolor ciemny) na wzrost rz¢sy

wodnej Lemna minor- liczba listkéw ro$liny.
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Rys. 2. Wplyw nanoczastek tlenku cyrkonu (jasny kolor) i tlenku cyrkonu(kolor ciemny) na wzrost rzgsy

wodnej Lemna minor- powierzchnia listkow rosliny.

Tabela 1. Wartosci ECsg_16g, | NOEC;6gn, W 0dniesieniu do wzrostu Lemna minor

Rodzaj Zakres Lemna minor
probki stezenia Liczba listkow Powierzchnia
[mg/1] ECso.168n[Mg/l] | NOEC68n[Mmg/l] | ECsp.168[Mg/I] | NOEC6en[mg/1]
Nano-ZrO, >500 <39 277 <39
500-0,9
>500
ZrO, <39 401 <39
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Stwierdzono, iz najwyzsze przebadane w tescie stgzenie nanoczastek tlenku cyrko-
nu — 500 mg/l powodowato ponad 57% inhibicje wzrostu powierzchni listkow, nato-
miast w stosunku do liczby listkoéw — 54% (rys. 1, rys. 2). Wyznaczona warto$¢ stgze-
nia ECso po 168h dla nano-ZrO, wynosita 277 mg/l w stosunku dla powierzchni
listkow rosliny i > 500 mg/l w stosunku do liczby listkow i (tabela 1).

Badane organizmy okazaly si¢ mniej wrazliwe na dziatanie tlenku cyrkonu. Inhibi-
cja wzrostu liczby listkbw w najwyzszym badanym st¢zeniu wynosita 40,87%
(Rys. 1), natomiast, gdy badanym parametrem byl wzrost powierzchni lisci inhibicja
wynosila 56,81 % (Rys. 2). Stezenie efektywne ZrO, po 168h wobec rzgsy drobnej
(powierzchnia listkow rosliny) wynosito 401 mg/L, natomiast wobec liczby listkow
Lemna minor > 500 mg/L (tabela 1).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz badany nanozwiazek jest bardziej toksyczny od tego
samego zwigzku w formie ,,makro” postaci (tabela 1). Nalezy pamigtaé, ze czesto
forma nano danej substancji wykazuje inne wtasciwosci i moze stanowi¢ duzo wigk-
sze zagrozenie dla sSrodowiska niz ta sama substancja w duzej formie [7, 23].

Dodatkowo, w zakresie stgzen 1,9-0,9 mg/l zaobserwowano niewielka stymulacje
wzrostu rzesy drobnej Lemna minor w obecno$ci badanego nanozwiazku (rys. 1 i 2).
Wyniki te wskazuja, iz nano-ZrO, zgodnie z zjawiskiem hormezy majg zdolnos¢ wy-
wierania dzialania toksycznego przy wysokich stezeniach oraz promowanie Wzrostu
rosliny przy nizszych stezeniach. Podobny efekt zaobserwowano u ZrO,.

Weczesdniejsze badania dotyczace wptywu ZrO, na wzrost roslin, rowniez wskazaty
na stymulujace wlasciwosci tych nanoczastek. Stwierdzono m.in., Ze nano-ZrO,,
w zakresie stezen 10,93-0,34 mg/kg s.m. gleby, powodowat wiekszy niz w kontroli
wzrost rzezuchy (Lepidium sativum) oraz u gorczycy (Sinapis alba) w zakresie
21,87-0,34 mg/kg s.m. gleby [6].

Podobnie w badaniach Gao i wsp. (2008) wykazano, ze nanoczastki ditlenku tyta-
nu stymulujg wzrost szpinaku, natomiast Song i wsp. (2012), udowodnili, iz nano-
TiO, hamuje wzrost Lemna minor w wysokich st¢zeniach, i stymuluje w niskich (po-
nizej 200 mg/1) [9, 18]. JuheL i wsp. takze potwierdzili stymulujacy wpltyw nanocza-
stek na procesy fizjologiczne roslin wyzszych. Nanoczastki tlenku glinu powodowaty
zwigkszanie akumulacji biomasy Lemna minor, oraz dodatkowo zaobserwowano
zwigkszona wydajnos¢ fotosyntezy a takze zmiany morfologiczne, takie jak: zwiek-
szenie dlugosci korzeni i liczby lisci [9, 12].

Badania wskazujg, iz prawdopodobnie dzieje si¢ tak, gdyz komorki roslinne
w obecnosci nanoczastek zwigkszaja aktywnos¢ obrony antyoksydacyjnej enzyméow
w celu wyeliminowania nagromadzonych reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxy-
gen species, ROS) w swoich komorkach [10, 12, 18].
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5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przeprowadzone badania dotyczace okreslenia fitotoksycznosci nanotlenku cyrko-
(nano-ZrO,) wobec rzesy drobnej Lemna minor pozwolity na sformutowanie na-

stepujacych wnioskow:

1. Wykazano, iz nanoczastki tlenku cyrkonu wptywaty szkodliwie na wzrost rzgsy
drobnej Lemna minor; W najwyzszych badanych stezeniach nanoczastki ha-
mowaty przyrost liczby listkow jak i ich powierzchni, natomiast w nizszych
stezeniach obserwowano stymulacj¢ wzrostu rosliny;

2. Nanoczastki tlenku cyrkonu okazaty si¢ najbardziej toksyczne dla Lemna mi-
nor, kiedy badanym parametrem byt wzrost powierzchni lisci;

3. Toksycznos¢ tlenku cyrkonu (ZrO,) w ich czasteczkowej postaci we wszystkich
badanych stezeniach byta nizsza niz zwigzkéw w formie nano.

Niniejsze badania potwierdzily dane z pismiennictwa, wskazujace, na mozliwosci

inhibicji i stymulacji proceséw fizjologicznych roslin przez nanoczastki. Uzyskane
wyniki potwierdzaja, wigc potrzebg unieszkodliwiania odpadéw i osadow zawieraja-
cych nanoczastki, a takze koniecznos$¢ statego monitoringu tych zanieczyszczen. Ist-
nieje rowniez koniecznos¢ rozwoju metod analitycznych oraz modelowania w celu
doktadnego okreslania narazenia oraz wyjasnienia mechanizméw oddziatywania na-
noczastek na procesy fizjologiczne roslin. Bardzo wazne jest przeprowadzenie badan
chronicznych efektow dziatania tych zwigzkow, rowniez na poziomie molekularnym.
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ASSESSING THE EFFECTS OF THE ZrO, NANOPARTICLES ON LEMNA MINOR

Increased production of nanomaterials and their widespread use contributes to the spread of nanopar-
ticles in the environment. Published data indicate that, they are stable in water, chemical reactivity, and
their small dimensions (Nanoparticles are molecules of dimensions below 100 nm, they are of colloidal
particle size, and are often smaller than eukaryotic cells and bacteria) allow their rapid penetration into
tissues and organs. Therefore, harmful effects may cause in aquatic and terrestrial organisms. This paper
presents results of ecotoxicological assessment of zirconium nanoparticles (nano-ZrO,) in relation to
higher plant: Lemna minor: Studies have been conducted in the concentration range 500-0,34 mg/l.
zirconium nanoparticles exerted harmful influence on Lemna minor (lesser duckweed). In the highest
concentration tested (500-3,9 mg/l), nano-ZrO, in the highest concentration tested inhibited increase in
the number of leaves and their surface. The ECs, value after 168 hours for surface of the leaves of the
plant was 277 mg/l and > 500 mg/L for number of leaves of the Lemna minor. Furthermore, the stimula-
tion of these processes was observed when the concentration decreases (in concentration ranges
1,9-0,9 mg/l); The obtained results also indicate that the studied zirconium oxide nanoparticles are more
toxic than the same compound in their ‘macro’ forms for Lemna minor. This indicates that the nano form
of a given substance displays different properties and can pose greater danger to the environment then the
same substance in its ‘macro’ form.



