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ABSTRAKT

V sucasnosti sa dostava do popredia vyuzivanie biodegradabilnych plastov, ktoré vlastnostami
konkuruju syntetickym plastom amaji schopnost sa TtUplne degradovat poOsobenim
mikroorganizmov. V realnych podmienkach ich biodegradicia neprebieha vzdy podla
o¢akavani, a tak mozu tieto plastové Castice pretrvavat’ v zivotnom prostredi dlhi dobu. Preto
je overovanie nezavadnosti tychto plastov predmetom mnohych stadii. Rovnako to bolo cielom
aj predlozenej diplomovej prace, ktord sa =zaobera vplyvom mikrocastic poly-3-
hydroxybutyratu (zastupca biodegradabilnych plastov) na organizmus Eisenia fetida (zastupca
podnych organizmov). Jeho ucinky boli posudzované pomocou klasickych ekotoxikologickych
testov. Taktiez boli zavedené a realizované metdody na pozorovanie ucCinkov
na suborganizmalnej urovni — pomocou vybranych biomarkerov. Zo ziskanych vysledkov
nebol preukazany Ziaden vyznamny vplyv skiimaného biodegradabilného plastu na testovaci
organizmus E. fetida, ale zavedené metddy mozu byt do budicna vyuzite'né pre zisk viacerych
vysledkov k relevantnému posudeniu efektu na suborganizmalnej irovni organizmu.

ABSTRACT

The use of biodegradable plastics, which are competitive with synthetic plastics and have the
ability to be completely degraded by micro-organisms, is gaining ground. In real life conditions,
biodegradation does not always proceed as expected, and these plastic particles may persist in
the environment for long periods of time. Therefore, the verification of the safety of these
plastics is the subject of many studies. This was also the aim of the present thesis, which deals
with the impact of poly-3-hydroxybutyrate microparticles (representative of biodegradable
plastics) on the organism Eisenia fetida (representative of soil organisms). Its effects were
assessed using classical ecotoxicological tests. Methods to observe effects at the sub-organism
level - using selected biomarkers - were also introduced and implemented. From the obtained
results, no significant effect of the investigated biodegradable plastic on the test organism
E. fetida was demonstrated, but the introduced methods can be used in the future to obtain more
results to assess the effect at the sub-organismal level of the organism in a relevant way.

KLUCOVE SLOVA

biodegradabilné plasty, polyhydroxybutyrat, ekotoxikologické testy, Eisenia fetida, oxida¢ny
stres, biomarkery
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biodegradable plastics, polyhydroxybutyrate, ecotoxicological tests, Eisenia fetida, oxidative
stress, biomarkers
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1 UVOD

Problematika nadmernej produkcie plastov sa spaja s tazkostami pri ich likvidacii. Nie st
schopné sa prirodzene uplne rozlozit, iba dochadza k ich fragmentécii na mensie Castice —
mikro- a nanoplasty. V tejto forme st schopné sa §irit’ v§etkymi zlozkami zivotného prostredia,
¢o moze mat vplyv na pritomné organizmy a celé ekosystémy. Za riesenie tohto problému sa
povazuju biodegradabilné plasty, ktoré sa maji v kratkej dobe za pomoci mikroorganizmov
uplne rozlozit a nezatazovat' tak zivotné prostredie. Kazda cudzoroda latka vstupujica
do Zivotného prostredia vSak moze predstavovat’ potencionalne riziko a preto su aj
biodegradabilné plasty su¢astou mnohych vyskumov.

Statisticky vyznamny efekt zastupcu biodegradabilnych plastov — polyhydroxybutyratu (PHB)
— na vodny organizmus Daphnia magna bol potvrdeny v mojej bakalarskej praci. Hoci $tadii
zameranych na vplyv biodegradabilnych mikroplastov v akvatickom prostredi nie je dostatok,
zna¢né medzery su aj v $tudiach zameranych na terestrické usporiadanie. Preto bolo ideou sa
v diplomovej praci zamerat’ na pddny ekosystém.

Modelovym organizmom na testovanie toxicity latok v pdde je ddzd’ovka, ktora zohrava
dolezitt ulohu v pddnom ekosystéme. Dazd'ovky svojou Cinnostou ovplyviiuju chemické
vlastnosti a struktiru pody, ale najmé procesy akym je rozklad organickej hmoty. Navyse maju
schopnost’ akumulovat’ kontaminanty pri poziti alebo dermalnymi cestami. Dazd’ovky st preto
vhodnymi indika¢nymi druhmi a vyuzivaju sa v klasickych ekotoxikologickych testoch, kde sa
pritomnost’ toxikantov prejavuje narusenim fyziologickych funkcii — prezitie, rast, reprodukcia.

Neziaduci efekt sa mdze prejavit’ aj na suborganizmalnej urovni — predovsetkym vo forme
oxida¢ného stresu organizmu. Ako nastroj véasného odhalovania Uc¢inkov toxikantov sluzia
rozne biomarkery. Su to meratel'né parametre poukazujiice na biochemické zmeny vo vnutri
organizmu. Oblast’ vyuzivania biomarkerov podnych bezstavovcov sa v sti¢asnosti znacne
rozvija s cielom stanovenia citlivejSich metod, ktoré by mohli zachytit’ v€asné signaly este skor,
ako sa toxicky ucinok prejavi na vyssich urovniach biologickej organizacie.

Cielom diplomovej prace bolo vyuzit' tohto zastupcu pddnych bezstavovcov — dazdovku
hnojnu (Eisenia fetida) k realizacii ekotoxikologickych testov s mikroplastmi PHB. Dalej bolo
ulohou po prestudovani literatury vybrat’ a zaviest vhodnu metddu na stanovenie biomarkerov
oxida¢ného stresu a vyuzit’ pri hodnoteni tkaniva testovacich organizmov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxikologia

Toxikoldgia je interdisciplinarnym odborom, ktory kombinuje poznatky z bioldgie, chémie,
fyziky, matematiky c¢i lekarstva. VSeobecne je znama ako veda o jedoch. Za jed sa povazuje
akéakol'vek latka vyvolavajuca Skodlivy ucinok na organizmus. Toxikologia sa teda zaobera
stidiom vplyvu jedovatych latok na Cloveka [1]. Naproti tomu je tu relativne mlady odbor
spéjajuci toxikologiu s ekoldgiou — ekotoxikologia. V nej sa zameranie rozsiruje na ostatné zivé
organizmy. Je ju preto mozno vSeobecne zadefinovat’ ako vedu, ktora sa zaobera vzt'ahmi medzi
toxickymi latkami, Zivymi organizmami a prostredim. Studuje posobenie tychto latok na Zivé
systémy a to na vSetkych trovniach — od bunky az po biosféru. Schopnost’ latok, nepriaznivo
vplyvat’ na Zivé organizmy, sa oznacuje pojmom ekotoxicita [2]. Ekotoxicita sa najCastejSie
rozliSuje v zavislosti od expozicie, ateda ¢i ide o jednorazovu davku alebo opakovanu
expoziciu. Samotna akltna toxicita vystihuje iba konkrétny druh rizika a nevypoveda
0 celkovych rizikdch spdjanych s danou latkou. Ale taktiez zalezi na vlastnostiach danej latky
a jej interakciami so zivym systémom ¢i okolim [1].

Vzhl'adom k neustale sa zvySujucej chemizécii zivotného prostredia maju vystupy tohto odboru
zasadny vyznam. Sluzia k odhadu ¢i uréeniu ekologickych dopadov pri zavadzani novych latok
do zivotného prostredia pomocou laboratornych testov, na druhej strane k hodnoteniu
nasledkov ¢innosti a aktivit realizovanych v minulosti [2].

2.1.1 Ekotoxikologické testy

Na hodnotenie ekotoxicity sa vyuzivaju ekotoxikologické testy, zvac¢sa so Standardizovanym —
presne definovanym postupom. Jedna sa o laboratorne testy, v ktorych sa pozoruje vplyv
chemickej latky (alebo zmesi latok) na prosperitu testovacieho systému (tkanivo, organizmus,
spolo¢enstvo organizmov) v prirodzenom prostredi. Vysledkom je zavislost’ davky toxikantu
na odpovedi biosystému, ktord je prezentovand ekotoxikologickymi indexami. Ciel'om
testovani je zistit’, ¢i bude dana latka vykazovat’ toxicky u¢inok. Toxickym uc¢inkom sa rozumie
akakol'vek zmena biosystému v porovnani s variantou, ktord by nastala bez pdsobenia
toxikantu. Pozorovatelné su hlavne zmeny na urovni reakcii organizmu. Otazkou je tieZ,
do akej miery mdze mat’ vplyv na poskodenie organizmu ¢i celého ekosystému [2, 3].

Kazdy organizmus odpoveda na pritomnost’ toxickej latky rozlicnym spOsobom. Zavisi to
na mnozstve faktorov. Preto je dolezité pre spravne posudenie environmentalneho rizika
testovanej latky vyuzivat’ baterie testov. To znamena, Ze sa nevykonavaju testy len na jednom
organizme, ale na r6znych druhoch reprezentujucich funkéné zlozenie ekosystému. Pouzitim
viacerych druhov organizmov je mozné detekovat skupiny toxikantov s vysokou
spolahlivost'ou a ziskat’ tym komplexnejSie informacie. Zo vSetkych ziskanych vysledkov tak
mozno presnejSie a objektivnejsie stanovit’ celkovu toxicitu [2].

Aby bolo mozné vysledky testov vzdjomne porovndvat’, vyuzivaju sa Standardizované testy
s presne definovanymi podmienkami a postupom. Vyhodou je reprodukovatelnost’ testov.
Standardizované metodiky moézeme najst vo forme noriem, ktoré s certifikované
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medzinarodnymi organizaciami. Pri ekotoxikologickych testoch sa najcastejSie stretdvame
sISO normami (The International Organization for Standardization) alebo OECD
(Organization for Economic Cooperation and Development). Nevyhodou tychto testov vsak je,
ze presne definované podmienky ¢asto neodpovedajii podmienkam v prirodzenom prostredi
organizmov, ¢o mdze podstatne ovplyviniovat ucinok latky v redlnom prostredi. Pre testovanie
vplyvu latky v redlnych podmienkach sa mozu vykonavat’ terénne Stadie (priamo v teréne
s realnym ekosystémom), alebo pol'né stidie (nazyvané aj mezokozmy, kedy ide o vymedzené
vyseky ekosystémov v readlnych podmienkach) [2].

2.1.2 Rozdelenie ekotoxikologickych testov

Ekotoxikologické testy sa delia na zaklade roznych kritérii. K najcastejSim patri ¢lenenie podl'a
zlozky Zivotného prostredia, v ktorej st testy vykonavané — na akvatické a terestrické. Co sa
tyka doby expozicie — ide 0 akutne, subchronické a chronické testy. O akutnych testoch
hovorime vtedy, ked efekt testovanej latky hodnotime po kratkom cCase — najCastejSie
po 24 hodinach a testovana latka je podana jednorazovo. V subchronickych testoch ide o dlhsi
Gasovy interval, ktory ma zodpovedat 10 % zdizky Zivota organizmu a organizmy st
testovanej latke vystavované opakovane. Chronické testy spocivaji v dlhodobej expozicii, kedy
sa efekt testovanej latky pozoruje aj na dalSich generaciach, ¢im st ich vysledky
nenahraditel'né [2, 3].

Dalej sa stretneme s delenim podl'a sledovanej odpovede — v beznych testoch je to mortalita,
mobilita ¢i hmotnost, kdezto sa mozno pozerat' aj na fyziologické zmeny — ako aktivita
enzymov. Dalgie typy testov st podla testovanej matrice, podl'a druhu, spektra a trofickej
urovne testovacieho organizmu, alebo typu testovanej vzorky a spdsobu jeho pripravy [2, 3].

V neposlednom rade sa pouziva ¢lenenie podla irovne biologického materidlu, kedy sa testy
vykonavaju od najnizSej suborganizmalnej az po najvyssiu uroven ekosystémov [3].

2.1.3 Princip prevedenia testu toxicity

Postup pri testovani latok v ekotoxikologii je presne dany. Podl'a neho sa stanovuje
koncentracna rada pre testovanie vybranej latky. Na zaciatku sa vykondva limitny test
na zistenie, ¢i latka vykazuje negativne ucinky. V pripade, Ze sa uc¢inok neprejavi, uskutociiuje
Sa overovaci test (potvrdzuje popripade vyvracia vysledky limitného testu). Ak sa odpoved’
organizmu preukaze pozitivna (nad 10% tmrtnostou, ktord odpovedd prirodzenému uhynu),
postupuje sa na orientacny test. Pri thyne medzi 11-50 % su vysledky poznamenané
a Vv testovani sa d’alej nepokracuje. Ak ide o mortalitu nad 50 %, vykona sa orientatny test
k definovaniu rozmedzia posobenia testovanej latky. Podl'a ziskanych vysledkov sa nasledne
zvoli koncentra¢né rada pre zékladny test. Najlepsie je, ked’ ma minimalne 5 aZ 7 hodnot,
reaguje 100 % organizmov. V prostriedku je koncentracia blizka EC50 — hodnota vyvolavajtica
efekt u 50 % organizmov [3].

Zaroven kvoli overeniu platnosti vysledkov prebiehaju testy kontrolné — bez testovanej latky.
Overuje sa spravnost a dodrzanie experimentdlnych podmienok. Na zdklade vysledkov
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z kontrolnych testov sa vyhodnocuje test za validny alebo naopak. Podmienky platnosti
vychadzaju z konkrétnych metodik [2, 3].

2.1.4 Ekotoxikologické indexy

Z vysSie vymenovanych sledovanych endpointoch sa stanovuju ekotoxikologické indexy a su
tak findlnymi vystupmi testov. Vdaka nim mozno porovnavat ucinky roznych latok.
NajcastejSie sa stretavame s parametrami odvodenymi z krivky davka-odpoved’. Z ¢oho
vyplyva, ze krivka popisuje zavislost’ odpovede testovacieho organizmu na davke (popripade
koncentracii) testovaného toxikantu [2].

Delia sa na indexy vypocitané a urcené z vlastného pozorovania. Vypocitavaji sa pomocou
interpolacie experimentalne ziskanych dat parametre ako — efektivna koncentracia EC, letalna
koncentracia LC, alebo inhibi¢na koncentracia IC. Za tieto skratky sa dopiiia ¢iselna hodnota,
ktord vyjadruje percentudlne zastipenie organizmov, u ktorych dand latka vyvolala ucinok,
uhyn ¢i inhibiciu v porovnani s kontrolou [2, 3].

Medzi uréené indexy patri NOAEL (NOAEC) - najvysSia experimentdlna davka
(koncentracia), pri ktorej eSte nebol pozorovany Statisticky vyznamny nepriaznivy ucinok

vwe

pri ktorej uz bol pozorovany neziaduci uc¢inok. Vychadzaju zo $tatistickych analyz [2, 3].
2.2 Urovne ekotoxikologickych uinkov

2.2.1 Ekotoxikologické testy na organizmalnej arovni

V ekotoxikoldgii sa uskutoCiiuju najcastejSie testy na urovni organizmu. Testy prebiehaju
na zivych organizmoch so vSetkymi metabolickymi funkciami. Pozoruji sa odozvy
organizmov, ktoré su viditeI'né voI'nym okom. Okrem mortality jedincov, ide o fyziologické,
behavioralne reakcie a anatomicko-morfologické reakcie [2].

Medzi fyziologické prejavy sa zarad’uje napriklad znak poukazujici na prosperitu organizmu
Vv danom prostredi — rast. Stym sa spajaji parametre ako rast biomasy — rastové testy
so zaburinkou mensou (Lemna minor), hor¢icou bielou (Sinapis alba), salat zahradny (Lactuca
sativa), alebo velkost/hmotnost’ jedincov — testy toxicity s dazd’ovkou hnojnou (Eisenia
fetida), slimakom (Helix aspersa). Dalej ide o rozmnoZovanie — reprodukéné schopnosti, kedy
sa pozoruje pocet narodenych jedincov — reprodukény test na chvostoskokoch (Folsomia
candida) alebo perloocke velkej (Daphnia magna) [2, 3].

Organizmus reaguje na podnety prostredia taktieZ zmenou spravania. NajcastejSie ide
0 poruchy mobility, ¢o sa spaja so znizenou vitalitou az celkovym poskodenim organizmu—
akutny test na perloo¢ke velkej (D. magna). Dalsimi prikladmi st netypické pohybové prejavy,
¢1 inStinktivne spravanie. V niektorych pripadoch dochadza k zmenam v anatomickej stavbe ¢i
morfologii organizmu. Ide vtedy o silny vplyv toxikantu na organizmus a mdze sa to prejavit
napriklad vznikom vyvojovych chyb alebo farebnych zmien [2].
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Tieto testy sluzia na vyhodnotenie akutnej az chronickej toxicity, a tym Kk poznaniu toxického
efektu na roznych popula¢nych trovniach. Tym vieme predpokladat’ scendre, ktoré mozu nastat’
na vyssich urovniach a tak najst’ vhodné riesenia na ich zamedzenie [2, 3].

2.2.2 Posudenie ekotoxicity na suborganizmalnej virovni

Biologicky systém tvoria vzadjomne prepojené organizacné urovne (Obr. 1). U¢inky prejavené
na jednej urovni moézu mat’ zaroven nasledky na Grovniach nizsich alebo vyssich [4].

Obr. 1: Organizacné urovne biologickych systémov [5]

Tymi CastejSie vyuzivanymi testami v ekotoxikologii st testy na organizmalnej Urovni.
Pomocou nich vieme predpovedat’ dosledky aj na vysSich trovniach. No v sicasnosti sa ¢oraz
viac dostavaju do popredia testy na Grovni buniek. Toxické G€inky sa totiZ prejavuju spravidla
od tych najcitlivejSich trovniach — molekularnej a biochemickej. Tieto poc¢iatocné zmeny sa

postupne mozu (ale nemusia) prejavit’ do u¢inkov na urovni jedinca az po cely ekosystém [4].

Oproti klasickym testom maja svoje vyhody. Prave na suborganizmélnej tirovni sme schopni
detekovat’ potencidlne nebezpecenstvo este skor a pri nizSich koncentraciach ako sa ucinky
prejavia na urovni celého organizmu. Takze vynikaju vysokou citlivostou, rychlostou a tiez

reprodukovatel'nost'ou [3].

Tieto testy st povazované za vhodny doplnok ku klasickym ekotoxikologickym testom. Maja
vel’ky vyznam ako screeningové testy pri rozhodovani o osude novych latok zavadzanych
do Zivotného prostredia, pretoze oproti beznym testom sa znizuju naklady a pracovna zat'az
testovacej procedury [4].

O zmenach, ktoré sa v dosledku pdsobenia testovanych latok odohravaji vo vnutri organizmu
— na suborganizmalnej tirovni — indukuju r6zne biomarkery [4].

2.2.2.1 Biomarkery v ekotoxikolégii

Po6vod biomarkerov je v oblasti mediciny a humannej toxikologii, kde je biomarker definovany
ako charakteristika, prostrednictvom ktorej sa meria a hodnoti prirodzené biologické procesy
alebo farmakologické reakcie na terapeutické Cinidlo. Ich pravidelné sledovanie poskytuje
dolezité informécie o zdravotnom stave pacienta, na zdklade ich analyzy sa aplikuju diagnézy
¢i liecebny rezim, alebo sluZzia k zistovaniu funk¢nosti liecebného protokolu [6].

Potreba vyvijat citlivejSie testovacie metody na predpoved’ environmentalnych dopadov viedla
k rozvoju a zavedeniu biomarkerov aj do ekotoxikologie. V ekotoxikologii je biologicky
marker, alebo biomarker definovany ako biochemicka a histologickd odpoved’ poukazujica
vychylenie z normalneho stavu organizmu. S to merate'né parametre, ktorych zmeny su
v€asnymi varovnymi signadlmi vyvolanymi expoziciou cudzorodej latky. Ide o meranie takych
signalov, ktoré na trovni celého organizmu eSte nie su viditelné. Tak sluzia ako prvotné
indikatory toxického ucinku [3, 4].
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Vo vseobecnosti sa biomarkery klasifikuju ako biomarkery expozicie, u€inku a citlivosti.
Biomarkery expozicie poskytuju informéciu o pritomnosti a mnozstve toxickej latky, ktora
prenikla do organizmu. Biomarkery ucinku poukazuju na vplyv toxikantu v cielovych
tkanivach na zaklade meratelnych biochemickych, fyziologickych ¢i patologickych zmien
organizmu. TaktieZ podavaji hodnotenie miery poskodenia organizmu. Biomarkery citlivosti
poukazuju na toxikant pomocou vrodenej alebo ziskanej schopnosti organizmu $pecificky
reagovat’ na expoziciu konkrétnej latky. Biologické rozdiely medzi organizmami zapri¢iiuju,
ze niektori su nachylnejsi na efekt daného prostredia a tak mozu sluzit’ ako markery citlivosti
[3, 4]. Tato $pecifickost’ biomarkerov méze byt od vysoko Specifickych — ako napriklad
indukcia metalotioneinu kovom (Cd, Cu, Hg, Zn), az po tie ktoré nie st Specifické — poSkodenie
imunitného systému alebo DNA [7].

Ked’Ze sa jednd o sledovanie vel'mi Specifickych signalov organizmu, kedy méze ist’ napriklad
len o jeden biochemicky dej, nie vzdy je mozné jednozna¢ne interpretovat’ tento efekt aj na
uroven celého organizmu [3]. Biochemické reakcie ktoré nastavaju v organizme nie vzdy musia
znamenat’ negativny U¢inok na urovni celého organizmu. Pomocou opravnych a adaptacnych
mechanizmov sa organizmy mozu bud’ Gplne alebo aspoii do urcitej miery vyrovnat’ s rasticim
stresom a tak minimalizovat’ dosledok na vitalitu organizmu [4]. Tato schopnost’ regeneracie
organizmu viak so zvysujiicou sa diZkou expozicie klesa. Preto sii tieto testy naroéné v tom, e
je dolezité testovat’ vzdy viacero biochemickych reakcii prebiehajucich v organizme a nasledne
efekty potvrdit’ alebo vyvratit’ testami na organizmalnej tirovni — pre objektivne vytvéaranie
zaverov o bezpecnosti sledovanej latky [8].

Vol'ba spravneho biomarkeru pri testovani je vel'mi délezita. Postup metodiky by mal byt
spolahlivy a Specificky (bez potencidlnych interferencii), aby bola zabezpecena kvalita
vysledkov. Biomarker by mal byt’ vysoko citlivy na expoziciu testovanej latky, aby bolo mozné
zistit’ spdsobené zmeny. Zaroven by mala byt analyza biomarkeru aj cenovo dostupna a I'ahko
vykonatel'na pre jednoduchsiu reprodukovatelnost’ [9].

Pouzivanie biomarkerov ako nastrojov na hodnotenie ucinkov znecistenia je Coraz Castejsi.
Niektoré biomarkery si zahrnuté uz aj v programoch monitorovania zivotného prostredia.
Za najcastejsie vyuzivané biomarkery mozno oznacit’ biomarkery oxida¢ného stresu [8].

2.2.2.2 Biomarkery oxida¢ného stresu

Pre pochopenie vyznamu biomarkerov indukujucich oxida¢ny stres u organizmov, je potrebné
uviest’ procesy odohravajice sa v organizmoch v stvislosti s tymito biomarkermi.

Oxida¢ény stres

Atomy alebo molekuly s jednym alebo viacerymi nesparenymi elektronmi, ktoré si schopné
samostatnej existencie sa nazyvaju volné radikdly. S reaktivne, inym latkam odoberaju
elektrén a paruji ho so svojim nesparenym — tym ich oxiduji a preto nesti ndzov oxidanty.
Mozu vSak posobit’ aj redukéne — tak vznikajii volné radikaly odvodené od kyslika (ROS).
Prikladmi st superoxidovy anionovy radikal — superoxid (O2", vznikajuci jednoelektronovou
redukciou molekuldrneho kyslika) alebo hydroxylovy radikdl ("OH, vznikajuci
trojelektronovou redukciou molekularneho kyslika) [10].

12



Volné radikdly mozu reagovat’ s vyznamnymi molekulami, akymi su lipidy, proteiny alebo
nukleové kyseliny, a tym ich poskodzovat’. Zaroven pri tychto prebiehajicich reakciach mézu
vznikat’ produkty, ktoré mozu nasledne sposobovat’ sekundarne poskodenia. Efekt volnych
radikalov v biologickych systémoch je zvdcsa zavisly od pritomnosti kyslika. Odhliadnuc
od jeho nevyhnutnosti pri syntéze ATP v organizme, je schopny tvorit’ toxické reaktivne
metabolity [11].

Tvorba a u¢inok ROS musi byt preto straZena pomocou obrannych — antioxida¢nych systémov.
Kontrola spo¢iva vtom, Ze antioxidanty vyrovnavaju hladinu ROS v organizme, atym
zabrafnuju ich negativnemu posobeniu. Toto sa prirodzene deje v organizme za normalnych
podmienok, pretoze vol'né radikaly vznikaju pri beZznych metabolickych aktivitaich. Mo6Ze vSak
nastat’ scenar, kedy antioxida¢ny systém zlyha, pretoze nie je schopny neutralizovat’ nadmernt
produkciu ROS v organizme. Takyto nadmerny narast ROS byva v pripadoch, ked je
organizmus vystaveny zvysenému stresu. Vtedy sa vychyli rovnovaha v organizme v prospech
ROS a nastane stav zvany oxidacny stres. To, ako vyrazne moze oxidacny stres spOsobit’
poskodenie zavisi od viacerych faktorov. Doélezity je jednak druh poSkodzovanej molekuly,
mechanizmus, ktorym k poSkodzovaniu dochadza, ale aj typ oxida¢ného stresu [4, 11].

Vyskumy z lekarskej oblasti, kde oxidacny stres mdze byt spustacom rdéznych ochoreni
(infekcie, Alzheimerova choroba, rakovina), viedli v poslednych desatrociach k zaujmu
o sledovanie tohto procesu v organizmoch. V ckotoxikologii sa oxidaény stres spaja
s reprodukénou dysfunkciou ako aj s dizkou Zivota, pri¢om kolisanie produkcie volnych
radikalov ovplyviiuja napriklad sezénne vykyvy alebo zdroje potravy a okolit¢ podmienky
pocas jednotlivych vyvojovych stadii. Ovplyviiujicimi podmienkami ¢i faktormi sa rozumeju
napriklad teplota, nedostatok kyslika, UV ziarenie a taktiez r6zne znecCistujice latky. Mnozstvo
ekotoxikologickych s$tadii vyuzivajucich oxidacné biomarkery koreluje ucinky mikro-
a nanocasticiam, pesticidom a polycyklickym aromatickym uhl'ovodikom (PAH) na oxida¢né
procesy Vv organizme [4].

Biomarkery, ako indikatory oxida¢ného stresu

Oxidacny stres v organizme mozeme identifikovat’ pomocou Specifickych reakcii, ktoré sme
schopni merat. Metody a techniky sa neustale vyvijaju a dostavaji sa v ekotoxikologii

do popredia [4].

Podla rozdelenia antioxidacnych systémov moéozeme rozdelit’ aj biomarkery stanovované
pri oxidaénom strese. Vysledny vplyv volnych radikalov na organizmus zahriiuje obranné
odpovede ako napriklad — narast aktivity antioxidaénych enzymov. Dalej sa mozu alterovat
koncentracie neenzymatickych latok, ktoré su dosledkom zvySenych prejavov toxicity
oxidantov — inhibicia uréitych enzymov ¢i vznik Specifickych produktov oxidacie lipidov,
proteinov alebo nukleovych kyselin [4].

Antioxidacnd obrana pozostdva zrady enzymatickych a neenzymatickych mechanizmov.
Enzymatické antioxidanty, ktoré katalyzuji reakcie premieniajuce v konecnom dosledku vol'né

radikdly na vodu, st predovSetkym superoxiddismutdza (SOD), katalaza (CAT), glutation
peroxiddza (GPx), glutation-S-transferdza (GST), cytochromoxiddza a DT-Diaforaza.
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Ku neenzymatickym systémom, ktoré pomadahaji eliminovat volné radikaly, sa zarad’uju
glutation (GSH), koenzym Q, bilirubin, ceruloplazmin, nikotinamid [4, 10].

Antioxidanty sa rozdel'uji podl'a miesta ich najcastejSicho vyskytu na dve zakladné skupiny:
hydrofilné (cytoplazma), kde posobia napriklad kyselina mocova alebo askorbova; lipofilné
(membrany), ktorymi predstavitel'mi st karotenoidy alebo tokoferoly. Ich obsah je v tkanivach,
rd6znych organoch a druhoch organizmov rozli¢ny [10].

e Superoxiddismutaza (SOD)

Superoxiddismutdza sa radi medzi najicinnej$ie intraceluldrne antioxida¢né enzymy a patri do
skupiny oxidoreduktiz. Specificky katalyzuje dismutaciu superoxidového aniénového radikalu
02" na menej reaktivny H>O2 a molekulovy O, pricom H20- je d’alej odstranovany katalazami
a peroxidazami (rovnica 1) [10]:

SOD
20, +2H* = H,0, + 0, 1)

Superoxidovy anion je produkovany pocas prirodzeného aerobneho metabolizmu. V niektorych
pripadoch vSak moéze byt toxicky a preto je SOD nevyhnutnym enzymom. Zohrava ddlezita
ulohu pri inhibicii syntézy peroxydusitanu a mitochondrialnych dysfunkcii [12].

Je to enzym obsahujtci 1 alebo 2 r6zne atomy prechodného kovu (v ur¢itom oxida¢nom stupni)
— metaloenzym. Tvori teda niekol’ko izoforiem: Cu/Zn-SOD (vyskyt v cytoplazme, jej aktivitu
neovplyviiuje oxidaény stres), Mn-SOD (vyskyt v mitochondriach, oxida¢ny stres zvySuje jej
aktivitu), EC-SOD (Cu/zZn extracellular-SOD, s vyskytom v extracelularnych tkanivach)
a forma Fe-SOD (vyskyt v niektorych baktériach a rastlinach). Tieto kovy sa podielaju na
prechode elektronovych nabojov pocas katalyzy O>" dismutacnej reakcie [13].

Aktivita SOD sa povazuje za rychly a spolahlivy biomarker oxida¢ného stresu. VécSina
postupov na stanovenie sa uskutocnuje nepriamymi metédami. Moze ist’ o metddu zaloZzenu na
reakcii xantinoxidazy s xantinom, pricom vznika superoxidovy radikal. Ten nasledne reaguje
S tetrazoliovou sol'ou za tvorby cerveno sfarbeného formazénu. Proces prebieha pri 37 °C
a vysledny produkt sa detekuje spektrofotometricky pri 505 nm. Aktivita SOD vyplyva zo
stupnia inhibicie prebiehajucej reakcie [12].

e Katalaza (CAT)

Kataldza je hlavny enzym zodpovedny za rozklad peroxidu vodika na vodu a molekularny
kyslik. Peroxid vodika v organizme vznikd dvojelektrénovou redukciou kyslika, takze sa
zarad’uje medzi reaktivne formy kyslika a méZe spdsobovat’ poskodenie buniek [10].

Mechanizmus G¢inku katalazy (2) znazoriiuju 2 kroky: disociaciou sa katalaza najprv oxiduje
na medziprodukt hypervalentného Zeleza (zlu¢enina I, oxoferrylporfyrinovy katidnovy radikal,
dvojelektronovy oxida¢ny produkt hemovej skupiny), zlG¢enina I nasledne reaguje s druhou
molekulou H 2 O 2 a redukuje sa spét’ na molekuly katalazy, vody a kyslika [14].
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katalaza Ly .
H,0, = zluceninal + H,0

zlicenina Il + H,0, =——= katalaza + H,0 + O, (2)

Kataldza ma jednu z najvyssich rychlosti premeny zo vSetkych enzymov. Navyse dokaze
detoxikovat’ aj iné nebezpe¢né latky, rozkladat’ peroxydusitan a oxidovat’ oxid dusnaty (vol'ny
radikal) na dusi¢nany [14]. U zivoCichov sa vyskytuje vo vSetkych hlavnych tkanivach,
S najvyssou aktivitou v peceni a erytrocytoch. Zvyc¢ajne sa nachadza v bipolarnom prostredi
buniek v organelach — peroxizémoch [15].

Podl’a struktiry a sekvencie st kataldzy delené do 3 typov: typické kataldzy (najrozSirenejsie),
kataldzy-peroxiddzy (menej ucinna, no pdsobi aj ako peroxidaza) a manganové katalazy
(narozdiel od prvych dvoch neobsahuje hemové prostetické skupiny). Pre typické kataldzy je
charakteristické, Ze ide 0 tetramér $tyroch polypeptidovych retazcov, pricom kazdy ma dizku
viac ako 500 aminokyselin. To, ¢o umoZiluje enzymu reagovat’ s peroxidom vodika su Styri
porfyrinové hemové skupiny [15].

Aktivitu kataldzy je mozné urcit’ v roznych biologickych vzorkach, ako st napriklad erytrocyty,
plazma alebo tkaninové homogenaty. Techniky na stanovenie zahfiiajii kolorimetrické metody,
chemiluminiscenciu, plynovli chromatografiu, vysokoucinnu kvapalinovi chromatografiu,
polarimetriu ainé. AvSak najCastejSou je UV-Vis spektrofotometria, hlavne vdaka
jednoduchosti, ¢asovej a financnej nenaro¢nosti. Podstatou je meranie hladiny kataldzy po
heterolytickom Stiepeni peroxidu vodika obsiahnutého vo vzorke. Aktivita enzymu je potom
umerna rozdielu absorbancii v priebehu ¢asu [12].

e Glutationperoxidaza (GPx)

Skupinou enzymov, ktoré taktiez katalyzuju rozklad peroxidov st peroxidazy. Okrem toho sa
podiel'aju aj na d’alSich bunkovych funkciach — od ochrany pred oxidacnym poskodenim az
po riadenie bunkovych procesov (apoptoza, rast a signalizacia) [16].

Glutationperoxidaza GPx sa vyskytuje v zivo¢isSnych bunkdch a moze byt vo forme
Se-dependentna a Se-independentnd. Tieto dve formy sa od seba odliSuji po¢tom podjednotiek
a katalytickym mechanizmom. Se-independentnd forma (glutation-S-transferaza GST) je
katalyzatorom detoxikacie rdoznych xenobiotik. Se-dependentnd (GPx) pozostava zo 4
podjednotiek a kazda vo svojom aktivnom centre obsahuje 1 atom selénu. Vyskytuje sa
v cytoplazme a mitochondriach buniek, najvyssia aktivita je v peceni [10].

Uloha enzymov GPx spo¢iva v redukecii peroxidu vodika za pomoci GSH (ktory je redukovanou
formou glutationu a v bunkach je pritomny vo vysokej koncentracii) na vodu. Suc¢asne GPx
oxiduje GSH za vzniku oxidovaného glutationu GSSG. Redukcia prebieha podla reakénej
rovnice (3):

GPx
2 GSH + H,0, = GSGG + 2 H,0 3
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Tiez je schopny redukovat’ hydroperoxidy lipidov a iné rozpustné hydroperoxidy po ich
uvol'neni z membranovych lipidov [10].

Na vyhodnotenie aktivity glutationperoxidazy v biologickych tkanivach je mozné pouzit’ dve
metody. Prva zahina priame meranie glutationu (GSH) polarografickou analyzou. V druhej
metode sa oxidovany glutation GSSG redukuje glutationreduktazou (GR) a NADPH za vzniku
NADP™, ¢o je spojené s poklesom absorbancie pri 340 nm. To poskytuje spektrofotometrické
monitorovanie a aktivita GPx je priamotmerna rychlosti poklesu absorbancie [17].

¢ Glutation (GSH)

V ekototoxikologickych testoch najCastejSie vyuzivanym neenzymatickym oxidantom je
glutation. Patri k intracelularnym tiolom a pozostava zo sulfhydrylovej skupiny (SH)
a nizkomolekularneho tripeptidu, ktory je zloZeny z glycinu, cysteinu a kyseliny glutdmove;j.
Jeho koncentréacia v bunkach je relativne vel'ka a vSeobecne najvyznamnejsi zdroj tvori pecen.
Vyskytuje sa v dvoch formach, ato vredukovanej (GSH) aoxidovanej (GSSG), pricom
prevahu ma jeho redukovand forma [10, 18].

Vyznamne zasahuje do detoxikacnych mechanizmov ako kofaktor niekol’kych enzymov (GPx,
GST), ale je aj sucastou inych enzymov (glyoxyldza). V tychto podobach sa podiela
na antioxida¢nych procesoch proti reaktivnym formam kyslika a dusika [10, 18].

Glutation mozno stanovit pomocou jednoduchej a presnej kolorimetrickej metody, kedy
kolorimetricky substrat DTNB (kyselina 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova) reaguje s volnou
tiolovou skupinou GSH za vzniku vyrazne sfarbené¢ho produktu. Tym sa kvantitativne ur¢i GSH
pritomny vo vzorke [18].

Biomarkery, ako produkty oxida¢ného poskodenia

Okrem vysSie spomenutych typov antioxidaénych markerov sa ako parametre oxidacného
stresu vyuzivaju biomarkery, ktoré predstavuju dosledky posobenia ROS. Ide napriklad
0 peroxidaciu lipidov, oxidaciu proteinov alebo oxidativne posSkodenie nukleovych
kyselin [10, 13].

e Peroxidacia lipidov

Lipidy v bunke plnia zakladné funkcie (zasobareni energie, stavebné Struktiry membran,
signdlne molekuly) a preto ich poSkodenie moze viest’ az k bunecnej smrti [13]. Lipidy st
primarnymi ciel'mi pre ROS, kedy ich oxida¢né ucinky vedu k peroxidacii lipidov [4]. Tento
proces je v podobe radikalovej retazovej reakcie, katalyzovanej prevazne idonmi prechodnych
kovov, ktord najviac poskodzuje nenasytené mastné kyseliny lipidov ¢i zluceniny lipofilného
charakteru [19]. Proces za¢ina odobratim atomu vodika z lipidu za vzniku lipidového radikalu.
Inicidtorom moézZe byt hydroxylovy alebo alkoxylovy radikal. Lipidovy radikal reaguje
S kyslikom, pri¢om vznika lipidovy peroxyradikal, ktory odobera vodik z inej molekuly lipidu
avytvara nové radikaly. Tym je reakcia rozvijana [10]. Zakladnymi produktami su
hydroperoxidy, ktoré rozkladaju dvojité vézby a deStruuji membranové lipidy za tvorby
sekundarnych produktov — epoxidovych mastnych kyselin, alkanov a alkénov, alebo
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hydroxyaldehydov. Vo vSeobecnosti su vysoko reaktivne a pre organizmus toxickeé.
Najnezname;jsi priklad je zo skupiny hydroxyaldehydov — malondialdehyd (MDA) [19].

Zvysena peroxidacia lipidov moze v mitochondridlnej membrane znizovat’ fluiditu, ¢o znamena
zvySené¢ uvolfiovanie molekul do extracelularneho prostredia, poruchy membranovych
receptorov a az ruptiru membrany [13, 19].

Spominany malondialdehyd patri k hlavnym biomarkerom peroxidacie lipidov v tkanivach
organizmov. lde o reaktivnu molekulu ztroch atomov uhlika a dvoma aldehydovymi
skupinami v polohe 1 a 3 (Obr. 2) [19].

Obr. 2: Struktirny vzorec MDA [19]

K stanoveniu MDA, ako najhojnejSicho sekundarneho produktu peroxidacie lipidov, je
zavedenych mnoho metdd. Prikladom je metdda vyuzivajica reakciu MDA s kyselinou
thiobarbiturovou (TBA). Je zaloZzend na stanoveni vznikajlcich CervenoruZovych aduktov,
ktoré¢ sa kvantifikuja pomocou UV-Vis spektrofotometrie [12]. Metdéda sa povazuje
za nendroc¢nu a nenakladna ktora ma v sucasnosti mnoho modifikacii. Finan¢ne ndrocnejSou
moze byt stanovenie pomocou HPLC, plynovej chromatografie alebo sa tiez vyuZziva
fluorometrické stanovenie zalozené na tvorbe fluoreskujucich molekul, ktoré vytvara MDA
s proteinmi [19].

2.3 Dazd’ovky ako podny testovaci organizmus

2.3.1 Poda ako prostredie a produkt pre pédne organizmy

Poda je zlozity systém pozostavajuci z 3 zloziek, a to z pevnej faze, pddneho roztoku a podneho
vzduchu. Pevna zlozka sa skladd z anorganického podielu, ktory tvoria minerdly —
od najhrubsich ¢astic (Strk, piesok) az po najjemnejsie frakcie pody (ily). Podl'a vel'kosti Castic
sa rozliSuje textira — zrnitost’, od ¢oho sa nasledne odvijaju pddne druhy. Druhy podiel pevnej
zlozky je organicky a zahriiuje zivé organizmy (edafon — zahriiuje= fytoedafon + zooedafon)
a nezivu organicku hmotu, ktora tvori okolo 84 % celkovej organickej hmoty. Priestory medzi
pevnymi ¢asticami vyplia voda — ako pddny roztok. Zrnitost’ pody, obsah organickej hmoty,
ale taktiez rozmiestnenie a velkost’ poérov ovplyviiuje schopnost’ vody viazat’ sa v pode. Podny
vzduch pozostava najméd z plynov Nz, O2 a COz. ZloZenie podneho vzduchu a predovsetkym
zastipenie atmosférického kyslika udrzuje funkcnost’ ekosystému — oxidativne metabolické
procesy organizmov (dychanie, zisk energie). Tieto jednotlivé zlozky medzi sebou interaguju,
¢im urcujt charakteristické fyzikalno-chemické vlastnosti pody [20, 21].

Tento systém vytvara prostredie pre Zivot pddnych organizmov. Tie sa v pode rozptyl'uji podla
vyhovujucej teploty, pH, ¢i pritomnosti vody. Za najdéleZitej$i mozno povazovat’ obsah vody
Vv pode, ktora je sucastou vsetkych zivych sustav a je zodpovednd za transport rozpustenych
latok a zivin. Ale vel’ku ulohu zohrava taktieZ teplota, ktora ovplyviluje fyziologické funkcie
ale aj biologické procesy. Zdrojom tepla v pode je slnecné ziarenie a biologicka aktivita. Poda
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ma vlastny metabolizmus, ktory je pohanany ¢innostou organizmov a S okolitym prostredim je
V neustale sa obnovujucej dynamickej rovnovahe [20].

Za vsetok rozklad organickej hmoty su zodpovedné pddne organizmy. Mnohé podne organizmy
st flexibilné a spifiajGi v ekosystéme viacero funkcii — méze byt konzumentom I. radu
(pozierajuci rastlinni zlozku), ale aj konzumentom II. radu (pozierajuci iné organizmy)
a taktiez deStruentom (pozierajuci a rozkladajuci mftvu organicki hmotu). NajaktivnejSou
a najpocetnejSou zlozkou s mikroorganizmy (prierez tela < 0,1 mm), a to predovsetkym
baktérie, prvoky, hlistice. Podl'a ich velkosti a spdsobu Zivota sa zarad’'uju do mikroedafonu.
So zviacésujucou velkostou sa organizmy zarad’uju do mezofauny (0,1-2 mm) a makrofauny
(2-20 mm), kde patri d’alsi vysoko rozSireny podny organizmus — dazd'ovky. Avsak tie
najvacsie druhy daZd’'oviek mozno zaradit' do megafauny (> 20 mm), ktora je niektorymi
autormi eSte odliSovana [20, 21].

Dézd'ovky v ekosystémoch zohravaji mnoZstvo nezastupitelnych uloh. Vyskytuji sa
na vsetkych kontinentoch, okrem Antarktidy. Oproti inym pdédnym organizmom st druhovo
chudobnejsie. Kazdy druh dazd’oviek uprednostiiuje iny druh pddy, ale vo vSeobecnosti
preferuju neutralne a alkalické pody [21].

2.3.2 Daid’ovka hnojna (Eisenia fetida)

Dazdovky patria medzi organizmy ktorych cely Zivotny cyklus je spéty s podou — geobionti.
St to konzumenti a zéroven deStruenti, o z nich ¢ini organizmy vhodné pre posudzovanie
kvality popripade ekotoxicity pody a latok, ktoré sa do nej dostavaju [20, 21].

V praci je pre ekotoxikologické testy vyuzita Eisenia fetida (dazd'ovka hnojna), ktora
taxonomicky patri do kmena obrackavcov (Annelida), triedy malostetinavcov (Oligochaeta)
a ¢el'ade dazd’ovkovité (Lumbricidae) [22].

Morfologia a anatomia

Telo dazdovky je tzkeho valcovitého tvaru (dizka v priemere 15 cm a sirka 3-5 mm), je
rozdelené na priblizne 100—120 kratkych segmentov. V prvom segmente sa nachadzaju tsta
a tesne nad nimi sa nachadza lalok — prostomium, ktory napomaha pri vitani v pode a tiez
pri orientacii. Posledny segment je analny, ktorym sa vylucCuje nestravena potrava spolu
s ostatnymi zvySkami pody. Segmenty st inak rovnakej velkosti a oddelené st vazivovymi
prepazkami [22, 23].

Cel¢ telo dazd'ovky je tvorené dutinou naplnenou tekutinou (coelom), ktord umoziuje
dazd’ovke menit’ svoj tvar a vtesnat’ sa aj cez rozne uzke $trbiny [22]. Povrch tela pokryva
tenka aelastickd stena z kolagénu. Jej sucastou st rozmiestnené senzorické bunky
zabezpecujuce prijem vonkajSich podnetov. Ked’Zze ddzd'ovka je fotofobny organizmus, ide aj
0 bunky fotoreceptorické (faosomy) k rozliSovaniu svetla a tmy. Taktiez st tam pritomné Zl'azy
vylucujice hlien. Jeho pomocou je udrzovany vlhky povrch tela, ¢o sluzi k lepSiemu pohybu
pddou ¢i ochrane voci Skodlivym baktéridm, ale taktieZ k dychaniu. Hlien poméha absorbovat
kyslik a po prechode cez kozu ho kapilary umoziuju difundovat do krvného obehu. Oxid
uhli¢ity sa nasledne z krvi rozpusta spit’ do koze [23, 24].
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Pod epidermou lezi svalova vrstva, ktora sa sklada z kruhovych svalovych vlékien (ovinuté
okolo kazdého segmentu) a pozdiznych svalovych vlakien (po celej diZke tela). Dva d’alsie
svaly (par uhlovych a jeden navijaci sval) sa nachadzaju na kratkych Stetindch (nazyvanych
setae), ktoré vystupuju zo segmentov. Vymenované druhy svalov su zodpovedné za pohyb,
pricom je ddlezita schopnost’ vyuzitia svalov kazdého segmentu individualne [23, 24].

Neprerusene celym telom prechadza nervova, cievna a traviaca sustava. Zakladom CNS je
nervovy prstenec (v 3. a 4. segmente) tvoreny gangliami, na ktoré je napojend nervova $nura
smerujuca k zadnému koncu tela. Podnety zachytené receptormi (svetlo, teplo, vibracie,
dokonca i chute) st vedené cez senzorické vlakna az do nervovej $nury, odkial’ su odrazané
motorické impulzy do svalov [25]. Tréaviaci trakt tvori trubica spéjajica Gstny otvor a kone¢nik.
Od tstnej dutiny cez hltan a nasledne pazerak sa potrava dostava do zaludka, kde v dosledku
kontrakcii kruhovych svalov dochadza k mletiu a drveniu castic pddy zmieSanych
s organickou hmotou. Vysledny material postupuje cez ¢revo, ktoré je hlavnym miestom
travenia. Prostrednictvom posledného segmentu tela — kone¢nika — st vylucované akékol'vek
nerozpustné a nestravené Gastice potravy, & pody [26]. Ulohu obli¢iek nahradzaju nefridie —
organy vyskytujuce sa takmer v kazdom segmente a prostrednictvom tychto porov su
vylu¢ované metabolické odpady [22].

Dézd’ovky su obojpohlavné Zivocichy — hermafrodity, su vybavené zarovenn muzskym
genitalnym otvorom na 18. segmente ventrolaterdlnej strany ana 14. segmente Zenskym
pohlavnym organom. Pohlavnd dospelost dazd'ovky je vizudlne identifikovatena 14.-16.
segmentom uzavretym zlazovym tkanivom - zvanym clitellum (hovorovo opasok).
Ku kopulacii d6jde po zoradeni jedincov v opacnych smeroch, kedy prostrednictvom hlienove;j
trubice vyprodukovanej opaskom dochédza k vymene spermii. Pri ndslednom odvijani trubica
prechadza zenskym reprodukénym porom odkial’ zbiera vajicka. Trubica sa uzavrie — vytvori
sa z nej kokon, v ktorom dojde k oplodneniu a vyvinu vaji¢ka. Kokony st ovalne svetlozlté
obaly na ochranu vajicok a z nich sa neskor priamo liahnu dazd’'ovky [27, 28].

Sposob Zivota

Cely zivotny cyklus dazd'ovky sa odohrava v pdde a pozostdva z viacerych stadii, ktoré su
zobrazené na obrazku (Obr. 3). Popisany cyklus je konkretizovany na druh E. fetida, pricom
odlisnost’ od inych druhov je len doba trvania jednotlivych §tadii. Zdroje informacii su z dvoch
Stadii vykonavanych v umelom prostredi, kde bol cyklus dazd’ovky pozorovany [29].
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Obr. 3: Zivotny cyklus E. fetida — pri teplote 25 °C (upravené podla [30])

Cyklus zacina pri oplodneni vajicok, ktoré sa vyvijaju v ochrannom puzdre zvanom kokon.
Jeden kokon moéze obsahovat’ az 20 vajicok. Kokony su spociatku svetlozIté a ku koncu maja
hnedu farbu. Inkubac¢nd doba sa pohybuje v rozmedzi 3—4 tyzdne v zavislosti na teplote
prostredia a po vyliahnuti prichadza S$tddium juvenilov. Priemerny pocet vyliahnutych
potomkov st 2—3 na jeden kokén a liahnu sa s velkostou 0,5-1,5 cm. Juvenilné §tddium konci
do 60 dni, kedy dosiahnu pohlavnu zrelost’ vyvinom clitellu. Prichadza faza parenia a tvorba
kokonov nastava uz 4 dni po pareni. Tak sa cyklus opakuje [29, 31].

Vicsina druhov sa rozmnoZzuje po cely rok, avSak teplota pripustna pre tvorbu kokonov neklesa
pod 3 °C. Pocet kokonov zavisi okrem teploty aj od druhu ddzd’ovky a mnozstva zivin, pricom
jedinec je schopny za rok vyprodukovat od 3 do 100 kokonov [28, 29].

Déazd’ovky sa m6zu v umelych chovoch dozivat’ az 12 rokov. V prirodzenom prostredi sa to
odvija od okolitych podmienok a predatorov. Najcastej$i druh v naSich klimatickych
podmienkach — dazd’ovka zemna (Lumbricus terrestris) sa moze dozivat’ do 6 rokov, alebo
dazd’ovka hnojna (E. fetida) sa doZiva maximalne 4 roky [28, 31].

Medzi hlavné ¢initele ovplyvitujice aktivitu ddzd’oviek patri teplota, kvalita potravy, vlhkost
pody ¢i pH. Aktivita sa vzdy zvySuje s prichodom jari, pretoZze teplota urcuje rychlost’ ich
metabolizmu [32]. Viésine druhov Zijucich v Cesku a Slovensku vyhovuju teploty medzi 10—
15 °C. Pre dazdovky druhu E. fetida je vyhovujuca teplota v rozmedzi 20-25 °C. Spodna
hranica je v blizkosti bodu mrazu, preto st schopné preckat’ chladné mesiace v pode [28, 31].
Dospelym jedincom, ale aj kokénom neprekazaji ani tak nizke teploty ako hrozba vysuSenia
mrazom. Preto sa stahuju do vagsich hibok. To pomaha aj v suchych obdobiach, pretoze je tam
vysSia vlhkost' [28]. Miestam s nizkou vlhkostou sa dazdovky vyhybaju, aby nedoslo
k vyschnutiu ich pokozky. Obsah vody v pdde by sa mal pohybovat’ v rozmedzi 4060 %
maximalnej vodnej kapacity pody [21, 28].

20



Dazd’'ovky uprednostiiuji skor hlinité az hlinitopiescité typy pod, pricom pH by malo byt
optimalne 6—7. Vo vSeobecnosti je pokozka dazd’ovky citlivd na ndhle zmeny idnovych
koncentracii. E. fetida a jej velmi podobny a ¢asto zamienany druh E. andrei sa prirodzene
vyskytuju v zamokrenych miestach s pokryvkou opadanych listov. Charakteristické su pre ne
aj prostredia vytvorené ¢lovekom — komposty [21, 28].

Aktivity dazd’oviek ovplyviuje tiez kvalita potravy, ktora je rozhodujicim faktorom pre ich
vyvoj. Oznacuju sa za detritofagov, ich potrava pozostava z rozkladajucej sa vegetacie (listy,
korienky, semend) a z odumretych Casti zivo¢ichov, €asto spolu so zivymi mikroorganizmami
a taktiez vykalmi obsiahnutymi v pdde. Dézdovky premienaji organicki hmotu pocas
travenia za pritomnosti enzymov na jednoduchu, a difundovatel'nu formu. Oznacuju sa preto
za pddnych dekompozitorov. Ziskavaji tym organické latky a iné nepotrebné latky vylacia
spat’ do pody, ¢o mozu d’alej vyuzivat rastliny [21, 28].

Na podklade vysSie spominanych podmienok moéZeme druhy dézd’oviek rozdelit do 3
kategorii, ktoré definuju ich zakladné znaky, lokaciu v pédnom profile, potravu, ¢i tvar a farbu
tela. Rozdiely je mozné porovnat’ v nasledujucej tabul’ke (Tab. 1) [21, 32, 33].

Tab. 1: Kategorie dazd'oviek

EPIGEICKE ENDOGEICKE ANETICKE
vyskyt
vV pédnom povrchové vrstvy podpovrchové vrstvy hlbinné nory (do 6 m)
profile
miesto podstielky, prevazne luky ornice, huminové pol'nohospodarske pody,
vyskytu a lesy mineralne pody hlinité sprase
ohyb nezahrabdvaju sa - od povrchom tvoria
Q y pohybuju sa tesne pri pod p . . tvoria vertikalne a hlboké
podnym R horizontalny systém
- povrchu az niekol’ko cm : chodby
profilom chodieb
pod povrchom
rastlinny Odp S material pod povrchom | stahuji si r6zne rastlinné
povrchu pody + A o g " e 3 0
potrava , o pody: korene + rastlinné zvySky a iny organicky
ST Gl zvysk material z povrchu p6d
hmota YSKY p pody
velkost 3-12cm do 15cm najdlhsie: 15-45 cm
¢ervenohnedy pigment —
sfarbenie ¢ervenohnedy pigment bledé az priehladné viac pigmentovana

predna ako zadna Cast’

dizka zivota

dlha: 4-8 rokov

stredna: 3-5 rokov

kratka:1-2 roky

vyznam
v ekosystéme

rozklad a fragmentacia
podstielky = primarne
rozkladace, vhodné
pre vermikompostovanie

dalsie spracovanie
organického materialu a
recyklécia zivin v ilom =
sekundarne rozkladace

premieSavanie podnych
vrstiev a rozklad
rastlinného odpadu, nory
tvoria systém kanalov -
prevzdusiovanie a pohyb
vody v pdde

Eisenia fetida,

Lumbricus terrestris,

pr,lklady Eisenia andrei, Octolasion cyaenum, Allolobophora longa,
europskych bri bell Allobophora caliginosa, q
druhov Lumbricus rubellus, Allobophora rosea Aporrectodeatra
Dendrobaena rubida pezoides
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Ekologicky vyznam daZzd’oviek

Dazdovky maju v pédnych ekosystémoch doleziti ulohu. Pri svojom pohybe pdodnym
profilom vytvaraju tunely, ¢o napomaha prevzdusiiovaniu a kypreniu pody. Vd’aka hlienu,
ktory dazd’ovkam napomaha pri pohybe pddou, zostdvaju tunely stabilné. Tieto vzduchové
priestory poskytuju lepsiu absorpciu vstupujicej vody a tiez jej uchovavanie. Tym sa tvori
lepSia Struktira a obmedzuju sa rizikd s vodnou erdziou. Tunely napomahaju tiez koreiom
rastlin prenikat’ do hlbsich miest s optimalnej$imi podmienkami pre rast [28, 33]. Rastlinstvu
pomaha aj prirodné hnojivo produkované dazd’ovkami. Organicky material totiz po prechode
traviacim traktom obsahuje vacSie mnozstvo dusika, fosforu, draslika a inych
mikroelementov oproti nestravenej pdde. Zurodnuja tym podu [21].

Pohybom tiez premieSavaju zlozky pody, ¢ize minerdlnu hmotu zo spodnych vrstiev
presuvaju na povrch a odumierajice organické zbytky z povrchovej vrstvy vtahuju
do svojich tunelov a nasledne rozkladaju. Takze okrem uz spominanych fyzikalnych zmien,
menia aj chemické vlastnosti pody. Nevyhodou vSak je, Ze s presivanim pddnych Ciastociek
st schopné prestuvat’ aj polutanty pritomné v danej lokalite a rozsirovat’ ich [28, 34].

Vel'mi obl'ibené su dazd’ovky pri kompostovani, ich vyuzitie v tomto procese sa oznacuje
ako vermikompostovanie. Vznika kvalitny kompost, ktory je vhodnou a udrzateI'nou
alternativou k chemickym hnojivam. M4 potrebné vlastnosti pre rastliny a plodiny, preto je
sucastou ekologického polnohospodarstva. E. fetida je najbeznej$im druhom vyuzivanym
k vermikompostovaniu [35].

Mo67u byt taktiez ndpomocné pri sanacii niektorych typov kontaminécii tym, ze stimuluja
mikrobidlnu populdciu atym zrychluji degraddciu organickych kontaminantov. Ich
ekologicky vyznam spociva aj v tom, Ze su dodlezitou sucastou potravinového retazca.
Pre celt radu zivo¢ichy su hlavnym zdrojom potravy [34, 36].

2.3.3 Ekotoxikologické testy na dazd’ovkach

Testy vykonavané prostrednictvom dazdoviek za oznacuju ako kontaktné, ¢o znamena Zze
testovaci organizmus prichddza celym svojim telom do kontaktu s testovanou latkou
aplikovanou v pode. Kvoli reprodukovatelnosti testov byva namiesto prirodzenej pody
pouzivana pdda umelo pripravend, pri¢om jej zloZenie je metodicky dané [37].

Dézdovka sa ako modelovy organizmus vyuZiva na monitorovanie znecistenia zivotného
prostredia uz od roku 1984. Su dolezitym indikatorom kvality pody, pretoZe sa jedna o vel'mi
citlivé organizmy. Vdaka ich priamemu dermalnemu kontaktu s pddou a pozivani podnych
Castic moZu byt 'ahko ovplyvnené znecistujiicimi latkami. Majti schopnost’ akumulovat’ vel'ké
mnoZstvo anorganickych a organickych kontaminantov. NavySe ich chov je uskuto¢nitelny
Vv laboratornych podmienkach a ich rozmnozovaci cyklus je pomerne rychly. A tieto vlastnosti
robia z dazdoviek prioritny organizmus v pddnych testoch ekotoxicity. Medzi najCastejSie
pouzivané druhy patri prave E. fetida [20, 38].

22



Medzi zakladné metodiky testov ekotoxicity patria: test inikového chovania (ISO 17512-1)
[39], test akutnej toxicity (OECD 207) [40], test chronickej toxicity (OECD 222) [37], alebo
test bioakumulacie latok v podnych malostetinavcoch (Oligochaete) (OECD 317) [41].

Test unikového chovania

V teste unikového chovania ide o rychle hodnotenie dostupnosti kontaminantu v pddach. Jeho
principom je vystavenie urcitého poctu dospelych jedincov pode, ktorti chceme testovat’ alebo
ktora je kontaminovana testovanou latkou a pode kontrolnej, ktora je nekontaminovana. Tieto
podiely pddy su umiestnené v jednej testovacej nadobe, tak aby mohli jedinci medzi nimi
prechadzat. Pouziva sa dvojkomorovy systém, kde sa za pomoci prepazky rozdeli nadoba
na testovant a kontrolni pddu a po odstraneni prepazky jedince medzi pddnymi sekciami
prechadzaju. Druhym typom systému je viackomorovy, ktory je v kruhovom usporiadani
(spravidla rozdeleny na 6 sekcii) a jedince z centralnej komdrky prechddzaji do d’alSich sekcii.
Porovnava sa preferencia kontaminovanej pody s pddou kontrolnou na zaklade percentudlneho
poctu jedincov, ktory sa presunuli do podielu kontrolnej pddy — unikli. Ked'Zze je test
kratkodoby, jedince nie si pocas testu kfmené. Proti Uniku jedincov je potrebné nadoby
uzavriet’ a zahrnut pristup vzduchu. Testovacie nadoby st umiestnené do klimatizovanej
miestnosti o stalej teplote (20 & 2 °C) a osvetleni (400-800 lux) [39].

Test na stanovenie akitnej toxicity

NajcastejSim testom, ktory byva prvym krokom ku zistovaniu toxicity latky je test akutnej
toxicity. Tento test spo¢iva vo vystaveni dazd’oviek rade koncentracii testovanej latky, ktora je
vmieSana do umelo pripravenej pody (alebo tiez mozné vykonat’ na filtracnych papieroch). Test
prebieha 14 dni pri konstantnej teplote (20 + 2 °C) a osvetleni (400—800 lux). Po 7 a 14 ditoch
sa kontroluje pocet uhynutych jedincov a na zaver aj hmotnost’ Zijicich. St zaznamendvané
zretelné zmeny Vv spravani jedincov. Tieto vysledky st porovnavané s kontrolnou pddou, ktora
neobsahuje testovani latku. Na zéklade =zistenej mortality jedincov v jednotlivych
koncentraciach je ur¢ena hodnota LC50 pre testovanu latku [40].

Test na stanovenie chronickej toxicity a reprodukéného spravania

Chronicky test je ¢asovo naro¢nejsi, no vyhodou je zisk hodnotnych informacii o ucinku latky
aj na schopnost’ reprodukcie a potomstvo. Ziskané vysledky z chronického testu tak maja
vicsiu vypovednu hodnotu ako vysledky z akutneho testu. Chronicky test prebieha
za rovnakych podmienok 56 dni, priCom prvé 4 tyzdne st dospelé jedince kazdych 7 dni
prikrmované aje udrziavana potrebnd vlhkost' pddy. Po 4 tyzdioch su dospelé jedince
z testovacich nadob odobrané s kontrolou mortality a hmotnosti. Druha polovica testu je
vyhradena pre liahnutie a vyvoj juvenilnych jedincov, ktorych pocet je po ukonceni testu
zaznamenany. Ztoho je stanovend reprodukénd schopnost’ jedincov v zavislosti
od koncentracie testovanej latky. Finalnymi vysledkami st hodnoty ECx a NOEC [37].

VysSie zhrnuté metodiky testov na dazd'ovkach poukazuji na vplyv testovanej latky alebo
matrice na dospelé jedince. Skodlivé latky vsak mozu vplyvat’ vyznamne uZ na juvenilné
organizmy, u ktorych moéze byt citlivost’ odlisna od citlivosti dospelého jedinca. Tieto testy tak
zachytavaju vplyv latky na organizmus bud’ len v juvenilnom $tadiu, alebo sa test moze rozsirit’

23



a pokragovat’ pri pozorovani celého Zivotného cyklu dazd’ovky. J. Zaltauskaité [42] skamal
vplyv kadmia a olova na juvenily E. fetida a zaroven aj nasledky na parametre nasledujtcich
zivotnych cyklov. Pocas 14 tyzdiov sa na organizmoch pozorovali endpointy ako mortalita,
rast, reprodukéné dospievanie a produkcia kokénov. Bolo potvrdené, Ze so zvySujucou sa
koncentraciou a ¢asom expozicie oba kovy nepriaznivo ovplyvnili prezivanie mlad’at, alebo ich
vyvoj —najma rychlost rastu a pohlavného dozrievania, pricom u niektorych nebola dosiahnuta
pohlavna dospelost’ vobec [42].

Ekolodg J. Scott-Fordsmand [43] poukazal pri hodnoteni vplyvu toxicity nanocastic oxidu
med’natého na Zivotny cyklus E. fetida, Ze juvenily st obzvlast citlivé prvych 28 dni
po vyliahnuti. Takéto testy celého zivotného cyklu tak dokazu detekovat najzranitel'nejSie
Stadia a objasnit’ ich citlivost. Aby nedoSlo k podceneniu dosledkov pri testovani danej latky
na populaciu dazd'oviek, je do testovani preto vhodné zahrnit’ aj mladé organizmy [43].

2.3.4 Vyuzitie biomarkerov dazd’oviek

Rovnako ako je daZzd'ovka populdrnym modelovym organizmom v klasickych testoch toxicity,
je obltibena aj v testoch na suborganizmadlnej urovni. Biomarkery sledované u dazdoviek
poskytuju dokazy o expozicii alebo ucinku polutantov, ato mozno ndasledne vyuzit
pri hodnoteni znedistenia pri monitorovani Zivotného prostredia. K znecistovaniu podnych
ekosystémov v sucasnosti najviac prispievaju chemické zluceniny, ako pesticidy a hnojiva, ale
aj vypustanie roznych priemyselnych odpadovych vod, ¢i Sirenie tazkych kovov a plastov.
Tieto, ale aj mnohé d’alSie su ciel'om Studii na tomto organizme [44].

NajcastejSie sa Studie zameriavaju na efekty réznych typov pesticidov. V stadii Cinskych
autorov [45] bol skimany vplyv azoxystrobinu na E. fetida. Azoxystrobin je v stéasnosti
rozsireny a pouziva sa ako fungicid. Testovanie prebiehalo v umelych pddach, kde sa najprv
potvrdila toxicita v zakladnych testoch (na reprodukcii a mortalite) a nasledne boli stanovované
biomarkery SOD, CAT, GST. Ich aktivita bola poas expozicie zvySena, ¢o naznacuje ich
boli vyuzit¢ aj vinych Stadidch testovania pesticidov, napriklad insekticid thiacloprid
vyznamne poSkodil DNA za sucasné¢ho zvysenia aktivity GST, CAT a SOD [46], herbicid
QYR301 posobil uz pri najnizsich davkach a sposobil poskodenie DNA a lipidovej membrany
(prejavené na MDA) [47], alebo herbicid butachlor preukazal u jedincov oxidacny stres
pomocou sledovania CAT, GST a MDA [48].

Testuji sa aj vplyvy anorganickych latok, napriklad Cd a jeho kombinécia s pyrénom, kedy
samostatne Cd zvysil aktivitu enzgmov SOD a CAT, navyse jeho pritomnost predizila u¢inok
pyrénu, preto sa ukazuje ako napomocny nastroj k monitorovaniu pdd kontaminovanymi PAH
[49]. Vplyv octanu olovnatého, kvoli Sirokej distriblcii olova v podnom prostredi, sa prejavil
peroxidéciou lipidov, avSak hodnoty CAT, ktoré boli sucasne stanovované neboli vyrazne
odligné. Co méze nazna¢ovat’ mensi vyznam ochrany enzymom CAT [50].

Oxidacny stres u E. fetida bol prejaveny taktiez po expozicii polystyrénovych mikroplastov
(PS-MP). Pozorovalo sa, ze aktivita SOD sa zvySovala ako priama reakcia na zvySujuce sa
hladiny superoxidovych aniénovych radikalov po vystaveni dazd’'oviek PS-MP. Mohlo to
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vyvolat’ hromadenie tychto Castic v ¢revach jedinca, kde boli po vySetreni pozorované zvacsené
¢revné bunky [51].

Stadie sa tieZ zameriavaji na chemické latky, ktoré su sacastou produktov osobnej
starostlivosti (napr. parfémy, Sampény, krémy, ..) a Casto vstupuji do pddneho prostredia.
Napriklad boli dazdovky vystavené pdde kontaminovanej HCCB (1,3,4,6,7,8-hexahydro-
4,6,6,7,8,8-hexametyl-cyklopenta-y-2-benzopyran, syntetické pizmo), kedy sa vyrazne zvysili
hodnoty MDA, ktoré mézu naznacovat’ Skodlivé Gcinky testovanej latky [52]. Alebo latka
triclosan, ktord sluzi ako antimikrobidlna prisada, vyvolala potencidlne poskodenia uz
pri nizkych koncentraciach, sposobila oxidaény stres (SOD, CAT) a poskodenie DNA [53].

Z vyssie uvedenych vysledkov stadii je zrejmé, ze vyuzitie biochemickych reakeii
(biomarkerov) na stanovenie vplyvu roznych pddnych polutantov na organizmus E. fetida je
znacne roz8irené¢ a mdze byt dolezitym ukazatel'om pri monitorovani znecistenia.

2.4 Mikroplasty v Zivotnom prostredi

Toxikanty vyprodukované antropogénnymi c¢innostami vstupuju do zivotného prostredia
rozlicnymi cestami. Pri amyselnych vstupoch ide o rozne aplikéacie za presne definovanym
ucelom, ako napriklad priemyslové chemikalie — z ekotoxikologického hladiska dolezité
aplikacie hnojiv €1 pesticidov, alebo aplikacie lieiv. Neimyselné vstupy byvaju vedlajSim
produktom l'udskych aktivit a ich regulacia je omnoho problematickejsia [2, 20].

Obsah toxikantu v ovzdusi je zakladnym parametrom ovplyviiujacim vstup latky
do ekosystémov. Ovzdusie spolu s vodou vytvara transportnu siet’ a toxikanty tak jednoducho
prechadzaju medzi jednotlivymi zlozkami zivotného prostredia. Pocas ich distribucie
prostredim zaroven dochadza k ro6znym transformacnym procesom (napr. oxidacné procesy,
hydrolyza, fotolyza ¢i degradacia), kedy sa menia vlastnosti toxikantu [2, 20].

Tymto spdsobom sa organizmy ustavicne dostavaju do styku s latkami, ktoré st pre ne
neprirodzené, ¢o znaci isté nebezpecenstvo. Za takéto latky sa povazuji aj mikroplasty [2].

2.4.1 Mikroplasty a ich vplyv na podne ekosystémy

Na zozname aktudlnych celosvetovych environmentalnych problémov nechyba problematika
likvidacie odpadov, ktorej zdvaznost' sa neustdle zvySuje. Najviac rieSenou skupinou s
bezpochyby plastové odpady. Vdaka vysokej odolnosti materidlu dlhodobo pretrvavaja
V zivotnom prostredi a nie si schopné sa rozlozit. Bez mikrobidlnej aktivity sa ich polcas
rozkladu méze pohybovat od stoviek az po miliony rokov. No ked’ze ide o ekonomicky
vyhodny materidl s vynimo¢nymi vlastnostami, zamedzenie jeho produkcie je
nepredstavitel'né [20, 54].

Plasty su v8ak schopné fragmentéacie na menSie ¢iastocky — mikroplasty (pod 5 mm; MP) az
nanoplasty (pod 0,001 mm; NP). V tejto forme plastové CiastoCky prenikaju do zloZiek
zivotného prostredia. Ndjdeme ich v najodlahlejSich Castiach sveta [54].

Vicsina vykondvanych $tadii sa zaoberd MP a NP, ktoré koncia vo vodnych ekosystémoch.
Zatial’ ¢o pdda (hlavne poI'nohospodarska) je bezpochyby taktieZ vyraznym zachytavacom MP,
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Stadii a vyskumov v tejto oblasti nie je ani z d’aleka tol’ko, ako u vodnych ekosystémov [55].
Ekoldg D. He vo svojej studii uviedol, Ze zo vSetkych publikacii na vyskyt a vplyv MP bolo
v rokoch 2004-2018 len 3,8 % zameranych na MP v pdde. To poukazuje na fakt, ze vplyv MP
Vv podnom prostredi nie je dostato¢ne preskiimany a tato téma by sa nemala podceiniovat’ [56].

Potencialnych vstupov MP do pody je mnoho — cez odpad ajeho naslednu degradaciu,
cez priemyselné vody alebo cez obrusovanie pneumatik. V pol'nohospodarskych pddach su
zdrojom hlavne aplikacie Cistiarenskych kalov na hnojenie alebo pouzivanie odpadovych vod
k zavlaZzovaniu [38, 56]. Fragmentované mikroplasty st schopné T'ahko sa transportovat
podnym prostredim a taktiezZ pddnou vodou, ¢im sa dostavaju az do podzemnych vod [55].

Tak ako kazd4 cudzoroda latka, tak aj mikroplasty ovplyviiuju svojou pritomnostou Struktiru
a funkcie pody, bez odhliadnutia od vplyvu na pddnu biotu. Je to zapri¢inené najmi réznymi
aditivami na zlepSovanie vlastnosti materialu, ¢i aj schopnostou plastov a mikroplastov
adsorbovat’ na svoj povrch rdzne nebezpecné kontaminanty [55]. Schopnost’ vyvoldvat’ zmeny
je zavisld aj napriklad od tvaru mikrocCastice, priCom mikrovldkna maju vacsi vplyv
na fyzikalne vlastnosti pody ako Castice v tvare gul'6¢ok. Tiez bolo dokazané, ze pritomnost’
MP ovplyviiuje evaporaciu pddnej vody a tym aj na jej kolobeh systémom. Vplyv mikrocastic
zavisi od roznych podmienok (chemické zlozenie a koncentracia MP, zlozenie pddy) [38, 55].

Dolezité su prebiehajuce interakcie mikroplastov so Zivymi organizmami. Kvdli svojej forme
maju mikroplasty schopnost’ sa v organizme koncentrovat. Prave akumulécia je zdvaznym
problémom, pretoze to znamena postup mikrocastic skrz potravinovy retazec do vysSich
trofickych tarovni [2, 20].

V prehladnej Stadii autorky E. Liwarska-Bizukojc [55] boli analyzované udaje o vplyve MP
na podne prostredie, pricom viacero uvedenych vysledkov ekotoxikologickych testov
potvrdzuje ucinky mikrocastic réznych plastov na podne organizmy. Pre priklad, aké rozne
endpointy sa v testoch s MP skimaju, su tu uvedené niektoré vysledky. Miera prezitia spolu
s fyziologickymi zmenami vplyvom polystyrénu PS (1, 2 a 5 um) bola testovana u had’atiek
(Caenorhabditis elegans), u ktorych sa prejavila zvySena frekvencia ohybania tela a tiez
rychlost’ plazenia. Pricom tie menSie Castice preukazali vyraznejsi vplyv. U tohto organizmu sa
preukazal vyrazny vplyv na reprodukciu po vystaveni Casticiam polyetyléntereftalatu PET
(<250, 250630 pum). Uéinky mikrogastic polyvinylchloridu PVC (80—250 pum) sa pozorovali
na chvostoskokoch (Folsomia candida), kedy doslo k inhibicii rastu a reprodukcii, ktora sa
znizila pocas 28-diiového testu az o0 70,2 %. Polyetylén PE (<45 pm, 45-200 pm)
u chvostoskokoch v zasa naruSoval schopnost” a rychlost’ pohybu [55].

Co sa tyka zaujmového organizmu dazd’ovky E. fetida, uskutoéiiovali sa napriklad testy, kde
sa pozorovala akumulacia mikrocastic polybromovanych difenyléterov PBDE (<75 um), alebo
mikrocastic PS (<250 um), kedy bolo pozitie astic potvrdené vo vylu¢koch. Na PS sa skimali
aj histopatologické zmeny, kde bolo potvrdené poskodenie DNA. Druh dazd’ovky L. terrestris
bol pouzity k testovaniu transportu ¢astic PE (710-850 pm, 1180-1400 pum, 1700-2000 pm)
podou. Z experimentu vyplyva, ze najmensie Castice boli najviac transportované a boli najdené
aj vo vyluckoch, kdezto tie vicSie sa tam nenachéadzali. Transportovali sa aj pasivne
(prichytenim na pokozku dazd'ovky) aboli objavené v norach az do hibky 10 cm). Na
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mikrocasticiach polyetylénu s nizkou hustotou LDPE (50-150 pm) boli vykonavané testy
zamerané na mrtnost’ a rychlost’ rastu, v ktorych bol potvrdeny vplyv mikro¢astic [55]. Dalsie
priklady testovanych efektov MP na ddzdovky na zdklade zosumarizovanych vysledkov
viacerych studii a kritickych prehl'adov su sthrnne uvedené v tabul’ke (Tab. 2) [55, 57, 58].

Tab. 2: Sthrnny prehl'ad vplyvov roznych typov MP na dazd’'ovky

Druh| Typ MP Velkost’ Koncentracia expozicia (d) Efekt
LDPE 250 um  |62,5; 125; 250; 500; 100 mg/kg 28 zmeny V aktivite GST, CAT
akumulacia MP, zmeny
LDPE | 100-200 pum | 0,1;0,25; 0,5; 1,0; 1,5 g/kg 28 v aktivite CAT, MDA,
zvySena AChE

bez negativneho vplyvu

PET, PVC <2mm 0,1; 0,25; 0,5; 1 % plastov/poda 28-56 ., ,
na hmotnost’ a amrtnost

8 zmeny Vv aktivite GSH,
B PS 100, 1300 nm 100; 1000 pg/kg 14 SOD, hromadenie PS
E v ¢revach
§ poskodenie muzskych
w PE 180-300 pm 1000 mg/kg soil 21 reprodukénych organov,
travenie MP
PS 830-2000 pm 0,25% plastov/poda 14-28 akumulacia MP
PE <150 um 0-500 g/kg 14-28 zvySena umrtnost’, znizena

hmotnost’ a reprodukcia
pozitie potvrdené, bez

PE, PS <300 pm 1; 5; 10; 20 % plastov/poda 14 . e,
prejavu oxida¢ného stresu
PP, PET 250 pum 2,5; 5; 7 % plastov/poda 2 akumulacia MP
g PE 40,7 um 0; 0,1; 1 % plastov/poda 35 zmeny SOD
O = -
= B trata hmotnosti, zmena
& PS 0,05-0,1 0,025; 0,5; 10 % plastov/pod 7 S . !
g % ’ S e o Pasiovipoda v mikrobrobiéme
_, —

bez vyrazného vplyvu

PE 250-1000 um [62,5; 125; 250; 500; 1000 mg/kg 28 , .
na hmotnost’ a mortalitu

Z uvedenych prikladov je zrejmé, ze plastové mikrocCastice nemusia organizmu spdsobovat’
priamo smrt, ale ich pozitie mdéze mat rdzne chronické nasledky. NajcastejSie st to
fyziologické ¢i metabolické zmeny po vystresovani organizmu [54].

Medzi mozné rieSenia v tejto problematike patria separdcia a néslednd recyklacia odpadov,
zadrziavanie, zmierfilovanie ¢i obmedzovanie. Do tohto sa zarad’uje aj edukativna ¢innost,
pretoze este pred vhodnym nakladanim s odpadom, je potrebné vediet’ ho spravne separovat’.
Udinnym rieSenim je obmedzovanie ich pouZzivania, ako napriklad v kozmetickych
pripravkoch, ¢i mnozstva jednorazovych vyrobkov [54]. V stGcasnosti je mnoho vyskumov
zameranych na potenciondlnu nahradu — ,,bioplast®, ktory by mal vyriesit’ problémy klasickych
petrochemickych plastov [59].

2.4.2 Bioplasty

Bioplasty st propagované ako udrZatel'nejsia alternativa k tradiénym nerozloZitenym plastom
na baze ropy [60]. Vlastnostami sa priblizuji ich naprotivkom, v nieCom aj vynikaju. Ako
vyhody sa uvadzaji najmé Setrenie fosilnych zdrojov nahradzovanim biomasou, znizovanie
uhlikovej stopy ¢i sklenikovych plynov [61]. V roku 2019 tvorili bioplasty len 1 % z celkovej
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produkcie plastov (2 milidony ton). Je to najmid kvoli vysokym vyrobnym ndkladom.
S neustalym vyvojom v tejto oblasti sa o¢akava postupny rast produkcie [60].

Bioplasty mozeme vSeobecne definovat’ ako plasty, ktoré s syntetizované z biologického
materialu, ktoré su biologicky rozlozitel'né, alebo spéjaju obe tieto vlastnosti [61].

Ked je plast vyrobeny z biologického materidlu, nie je vyrobeny ako tradi¢né plasty
Z neobnovitelnych fosilnych zdrojov (ropa, zemny plyn), ale je bud’ len v uréitom podiele,
alebo uplne z obnovitenych surovin — z rastlinnych zloziek (kukurica, pSenica, s6ja alebo
cukrova trstina). Va¢§ina z nich vSak nie je 100% z prirodnej biomasy a aby plast niesol tento
nazov, postacuje ak obsahuje iba 20 % surovin z prirodnych surovin [62]. Pridavaji sa rozne
chemické aditiva — na vyhodnejSie vlastnosti (tepelnd odolnost’, bariérové vlastnosti), alebo aj
na rychlejsi rozklad [60]. Patri sem napriklad PET, PE ¢i PTT (polytrimethylentereftalat)
na biologickej baze [61].

Oznacenie biologicky rozloziteI'ny (biodegradabilny) sa vztahuje k zaverecnej faze Zivotnosti
bioplastu. Po jeho vyuziti je schopny uplne sa rozlozit' v prirodzenom prostredi pomocou
pritomnych mikroorganizmov. Zarad’uje sa sem napriklad polykaprolakton PCL [61].

Casto sa stretdvame aj s pojmom kompostovatel'ny, ktory tieZ popisuje koneénii fazu bioplastu.
V tomto pripade sa bioplast v biologickych procesoch rozkladéa na zakladné prirodné latky za
pomoci ludského zésahu v definovanom priestore a c¢ase. Kompostovatelnost sa od
biodegradovatelnosti lisi v Specificky vytvorenych podmienkach. Kompostovatel'né produkty
netvoria ziadne viditeI'né alebo toxické zvysky. Naopak tvoria komplexny produkt, ktory je
prospesny a d’alej vyuziteI'ny vd’aka mnozstvu zZivin. RozliSuje sa kompostovanie domace — za
nekontrolovatelnych podmienok a spravidla trva dlhSiu dobu. Kdezto priemyselné
kompostovanie je ucinnejsie, pretoze prebieha pri optimalnych a kontrolovanych podmienkach
— zvySenej teplote, prevzdusnovaniu a zavlazovaniu — o napomaha zvysit rychlost
mikrobidlnych procesov. Do skupiny kompostovatel'nych plastov patri najznamejsi bioplast —
kyselina polymliecna PLA [62].

Tieto pojmy byvaju ¢asto medzi sebou zamieiané a pri tom st vyrazne odlisné. To ze je produkt
vyrobeny na prirodnej baze neznamena Ze bude aj biologicky rozloZiteI'ny. Schopnost
biodegradacie nestvisi s povodom produktu, ale zavisi skor na chemicke;j Struktare. Biologicky
rozlozitelné moézu byt aj vyrobky =z fosilnych paliv. Zarovein mézu byt bioplasty
biodegradabilné, ale nemusia byt kompostovatelné [61, 62].

2.4.2.1 Biologicky rozlozitel'né plasty

Biologicky rozlozZitel'nd moZze byt akakol'vek latka, ktord je biologicky — prostrednictvom
mikroorganizmov (baktérie, huby, riasy) rozloZena na jednoduchsie zlozky ako je oxid uhli¢ity
avoda. To, aby bioplast spifial oznadenie biologickej rozlozitelnosti vsak nie je Easovo
podmienené [63].

Na zaklade ich povodu sa rozliSujl na tri skupiny. Prva skupinu tvoria biodegradabilné plasty
prirodného povodu — biologické, ktoré pochadzaju z polysacharidov (Skrob, celuléza),
bielkovin (kazein, pSeni¢ny lepok) a lipidov (rastlinné oleje, Zivocisne tuky). Do tejto skupiny
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sa zaraduji aj polyestery syntetizované mikroorganizmami popripade rastlinami
(polyhydroxyalkanoaty PHA), alebo polymerizaciou monomérov na prirodnej baze (PLA).
V druhej skupine st petrochemické plasty — produkované syntézou monomérov odvodenych
z petrochemickej rafinacie, prikladmi su alifatické polyestery, aromatické kopolyestery alebo
polyvinylalkohol (PVA). Posledna skupina je kombinaciou biologickych a petrochemickych
plastov (Mater-Bi) [64].

Proces degradacie sa zameriava hlavne na biotické javy. No pocas biodegradacie sucasne
prebiehaju aj abiotické javy, ktoré maju na proces vel’ky vplyv. K zrychleniu biodegrada¢ného
procesu, a teba k mikrobialnej aktivite napomaha dostatocny prisun kyslika, vlhkost’, svetlo
a optimalna teplota [65, 66]. Biodegradacia pozostava z 3 hlavnych krokov. Prvy sa oznacuje
biodeterioracia, v ktorom sa material rozklada na mensie frakcie prostrednictvom bioticke;j
aktivity (za abiotického vplyvu). Mikroorganizmy na povrchu plastu vytvaraju biofilm, ¢im
ovplyviuja povrchovi pérovitost. To meni mechanické vlastnosti a ul'ahéuje pristupu vody
s naslednou hydrolyzou. Dalsim krokom je enzymatické posobenie mikroorganizmov —
depolymerizacia, pocas ktorého sa Stiepia polymérne retazce [65]. Treti krok zahfiia procesy
mineralizacie a asimilacie, kedy monoméry a oligoméry z rozStiepeného polyméru mozu
vstupovat’ do cytoplazmy, kde st metabolizované za uvolnenia energie a metabolitov (COg,
N2, H2O a CHgs). Typickymi abiotickymi javmi, ktoré napomahaji biodegradacii su
mechanicka, tepelna, UV a chemicka degradacia [66].

Medzi najCastejSie spominanych zastupcov mikroorganizmov v Stadidch patri zo skupiny
cyanobaktérii: Oscillatoria subbrevis a Phormidium lucidum; velku skupinu tvoria baktérie:
Arthrobacter, Micrococcus, Pseudomonas , Rhodococcus a Streptomyces; riasy: Anabaena
spiroides , Scenedesmus dimorphus a Navicula Embula; na koniec predstavitelia huib:
Gloeophyllum trabeum a Zalerion maritimum , Penicillium citrinum. Zaujimavy je aj fakt, Ze
plastami sa mozu zivit’ larvy moli (Plodia interpunctella alebo Galleria mellonella) — s to tzv.
voskové Cervy, pre ktoré charakteristickou obzivou su produkty véiel (pel, véeli vosk). Z ich
schopnosti travit’ véeli vosk je odvodena aj schopnost’ travit’ napriklad PE plast a premienat’ ho
na etylénglykol [54].

Biodegradabilné plasty sa najviac uplatituji ako obalové materialy, doméce potreby, alebo aj
v zahradnickom a pol'nohospodarskom sektore (napriklad kvetinace, r6zne plastové nadrze
a zavlazovacie zariadenia, ¢i mulCovacie folie). RozSiruje sa aj pouzitic v elektronike —
pri vyvoji mobilnych telefonov, slichadiel, poé¢itacovych klavesnic a podobne [63].

2422 PHB

Medzi najslubnejSie  materidly ktoré maji byt vhodnou alternativou  patri
poly(3- hydroxybutyrat) (P3HB, oznacovany ako PHB). Je to bakterialny polyester —
prirodzene sa vyskytujuci a biologicky rozlozZitelny polyester patriaci do skupiny
polyhydroxyalkanoatov (PHA), ktoré tvoria vel'ka skupinu termoplastickych polymérov. Ide
0 linearny polyester pozostavajuci z monomérov hydrokyselin pospajanych esterovou védzbou.
Monomérne jednotky PHA sa delia do dvoch skupin, ato podla poctu atomov uhlika-
s kratkym a stredne dlhym retazcom. Prave dizka retazca hré rolu vo finalnych vlastnostiach
polyméru. PHB sa radi do skupiny s kratkym retazcom (scl-PHA), pretoze je v rozmedzi 3-5

29


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anabaena
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/scenedesmus
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/earphone

atomov uhlika. Vyznacuje sa dobrymi mechanickymi vlastnostami, ktoré sa priblizuju ropnym
polymérom, napriklad termoplastickymi vlastnostami PE. Je to tuhy materidl, no krehky, s
vysokym stuptiom krystalinity. To je zapri¢inené metylovou funkénou skupinou a esterovou
vizbovou skupinou (Obr. 4) [67, 68].
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Obr. 4. Chemicka Struktura poly(3-hydroxybutyrdtu) [67]

Teplota skleného prechodu je v rozmedzi -5 az 20 °C. Je rozpustny v Sirokej Skale rozpustadiel
(chlérovanych uhl'ovodikoch), ale nerozpustny vo vode. Je moZzné ho vyprodukovat’ v roznych
tvaroch a strukttrach (filmy, gul’6¢ky, vlakna). Teplota topenia je 179 °C, nad ktorou zacina
degradovat a po roztaveni nie je lepivy, ¢o je vyhodné pri pouZivani v priemyselnych
aplikaciach [68].

Vlastnosti mozno porovnat’ s druhou skupinou — mcl-PHA pozostavajucej zo 6 — 14 atdmov
uhlika. Polyméry mcl-PHA su typické nizSou krystalinitou a zvySenou flexibilitou, ¢o je
podobné elastomérom. Tiez disponuju nizSou teplotou sklené¢ho prechodu a maji nizsiu
molekulovi hmotnost’ [67].

Vdaka tymto uzitotnym vlastnostiam ma Siroké uplatnenic v priemyselnom
a pol'nohospodarskom odvetvi (na extenzivne uvolfiovanie hnojiv a agrochemikalii), ale aj
Vv medicinskej oblasti (vyroba absorbovatelnych stehov, obvidzy a naplasti, aplikované
pri opravach sliach, chrupaviek a taktiez vo farmakologii) [69].

Syntéza PHB

PHB bol prvykrat izolovany z bakterialnecho kmena Bacillus megaterium v roku 1926. Odvtedy
sa potvrdilo, ze je biosyntetizovany a akumulovany mnozstvom Specializovanych bakterialnych

kmernov [70].

V sucasnej dobe existuje viac ako 300 druhov baktérii, ktoré mézu syntetizovat’ PHB, ale len
niekol’ko z nich bolo pouzitych v priemyselnom meradle. Patria sem Cupriavidus
necator, Azohydromonas lata a Azotobacter vinelandii. Pri optimalnych podmienkach
fermentacie moze az 90 % susiny buniek mozu tvorit PHB materialy. Dalsimi $tudovanymi
kmenmi st: Bacillus spp., Nocardia spp., Pseudomonas spp. a Rhizobium spp. [71].

PHB je syntetizovany v bunkach mikroorganizmov ako produkt sekundarneho metabolizmu.
K jeho produkcii dochadza pocas rastovej faze, alebo ked’ je organizmus vystaveny stresovym
podmienkam — pri nevyvazenych alebo vy€erpanych zasobach zakladnych zivin (dusik, fosfor,
hor¢ik alebo kyslik). V takych pripadoch si prirodzenou reakciou si vytvaraju zasobny zdroj
uhlika a energie vo forme intraceluldrnych granuli PHB polyméru [67, 70].
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DetailnejSie je mozné proces syntézy PHB popisat’ prostrednictvom troch po sebe nasledujicich
enzymatickych reakcii. Najprv pB-ketotiolaza katalyzuje tvorbu vdzby C-C kondenzaciou dvoch
acetyl-CoA skupin za vzniku acetoacetyl-CoA. Tento produkt je nasledne redukovany na (R)-
3-hydroxybutyryl-CoA. Tretia reakcia tejto drahy je vedena enzymom PHB syntaza, ktory
katalyzuje polymerizaciu (R)-3-hydroxybutyryl-CoA za vzniku PHB polyméru [67].

Na priemyselné ziskanie PHB mozno pouzit mnozstvo réznych kombinacii substratov
v niekol’kych fermenta¢nych procesoch. Rozdel'uju sa na diskontinualne procesy, kde patri
vsadzkova kultivacia, fed-batch kultivacia a opakovana fed-batch kultivacia a druhymi
procesmi su kontinualne, kedy sa vyuzivaja kontinualne vsadzkové systémy vyuzivajuce jedno-
,dvoj-, alebo viacstupiiové procesy. Zakladom vsetkych procesov je v prvom kroku vytvorit
podmienky prisunom potrebnych Zivin na rast aktivnych buniek (bud’ kontinualne alebo
diskontinualne). Po skonceni prisunu Zivin a ich vyCerpani sa spusti sekundarny metabolizmus
na podporu biosyntézy polymérov. Pre vysoku efektivitu nie je mozné pracovat za
kons$tantnych podmienok, ale pouzivat’ viacstupiiové procesy [67].

K findlnemu zisku PHB je potreba ekonomickej a u¢innej metddy, kde vytazok bude vysoky
0 vysokej Cistote a pri zachovani vlastnosti polyméru. Ked’ze su produkované intracelularne,
musia sa extrahovat’ pouzitim organickych rozpustadiel alebo alkalickych roztokov, ¢o zvySuje
naklady vyrobného procesu. Obvykle pouZivané rozpustadla na tento ucel st chlorované
uhl'ovodiky (chloroform), ktoré su vSak toxické a drahé. Néaslednd separdcia PHB od
rozpustadla sa vykonava bud’ odparenim rozpust'adla alebo vyzrazanim [72].

V sucasnosti prebieha mnozstvo vyskumov pre zlepsenie priemyselnej vyroby PHB, €o sa tyka
nakladov na substrat pre baktérie. Je to z dovodu, Ze tento bioplast sa javi ako bezpecna
a perspektivna nahrada do budicna, no naklady na vyrobny substrat a proces extrahovania
vysledného produktu su priblizne desatkrat vyssie ako pri konvenénych polyméroch. Vstupné
suroviny su najndkladnejSie, pritom az takmer 80% z nich predstavuje zdroj uhlika a Zivin
potrebnych pre rast mikroorganizmov. Preto je snaha hl'adat’ lacnejSie alternativy, ktoré budu
zaroven vyhovujace organizmom. Pouzivaju sa obnovitelI'né zdroje (celuldza, Skrob, sachardza)
alebo rozne odpadové materialy (glycerol, melasa, srvatka). Taktiez moéze ist o odpady
Z pol'nohospodérstva (mliecny odpad, obilniny, okopaniny), o moze byt ndpomocné aj
k likvidacii takychto agrozvyskov. Méze ist’ aj o rozne odpadné priemyselné vody obsahujtice
organické latky (papierne). Vyuzivanie takychto zdrojov na vyrobu PHB bolo preukazané ako
rozumné a perspektivne [73].

Degradacia PHB

Kedze sa zarad’uje medzi biologicky rozloziteI'né polyméry, produkt je po skonceni svojej
zivotnosti degradovany za aerdbnych alebo anaerdbnych podmienok. Zodpovedné st za to
niektoré  baktérie  ahuby  (napr. Pseudomonas,  Actinomadura,  Microbispora,
Saccharomonospora, Streptomyces). Najprirodzenej$im prostredim na rozklad je pdda.
Degradacia PHB organizmami vytvara netoxické metabolity. S principu predbeznej opatrnosti
je tento biopolymér, ale aj ostatné biodegradabilné polyméry sti¢astou mnohych vyskumov,
kedy sa kontroluje vplyv ich zivotného cyklu na pddne ekosystémy. Tieto poznatky vzhl'adom
na stale rozvijajice sa odvetvie este stale nie st dostacujtice [74].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

Experimentalna ¢ast’ diplomovej prace pozostavala z dvoch Casti. V prvej Casti boli realizované
vybrané ekotoxikologické testy na organizme E. fetida po vystaveni mikroplastu PHB. ISlo
0 testy akutne a chronické podl'a Standardnych metodik OECD. V druhej ¢asti bolo tilohou
zavedenie metddy na stanovenie vybraného biomarkeru oxida¢ného stresu. Metddu nasledne
otestovat’ na vzorkach tkaniv testovacieho organizmu.

3.1 Pouzité pristroje a pomocky

- predvazky, vahy, analytické vahy AND GF 300

- automatické pipety, pipety

- ultrazvukovy vodny kupel

- analytické sitd (velkost’ 0k: 63 um, 125 pm)

- pH meter Lovibond Sensodirect pH110

- induk¢né varna doska

- trepacka GFL 3005

- centrifiga ROTINA 420R

- mraznicka s ultranizkou teplotou /-80 °C (Eppendorf Innova U360 ULT)
- vortexovy mixér

- homogenizator HG-15A (Witeg Labortechnik GmbH)
- spektrofotometer SPECORD 40 BU

- bezné laboratérne vybavenie

3.2 Testovana latka a jej priprava

Vybrand testovand latka — poly-3-hydroxybutyrat (v praci znaceny PHB, p = 1,23 g-cm 3,
Mw = 450,000 g-mol?), bola do testov dodana od firmy TianAn Biologic Materials Co., Ltd
(Ningbo, China). V testoch boli pouzivané 2 velkostné frakcie: vicsia frakcia s velkostami
castic PHB v rozmedzi 63—125 um a mensia frakcia s vel'kost'ami ¢astic PHB < 63 um.

Priprava tohto plastu spocivala v sitovani suspenznej zmesi PHB na potrebné vel'kostné frakcie.
Sustava sit pozostavala z troch €asti. Na vrchu bolo sito s velkostami 6k 125 pum, na ktoré bolo
presypané ur€ité mnozstvo PHB ¢astic nedefinovanych rozmerov. Pomocou Milli-Q vody bola
vytvorena suspenzia. T4 bola nasledne pretlacand cez sito smerujlic na spodné sito s mensimi
vel'kostami 6k — 63 pum, kde bola suspenzia rovnako pretlacena do zachytnej Casti sustavy.
Takto ziskané zmesi o pozadovanej velkosti Castic PHB boli prevedené do dvojlitrovych
kadiciek a boli ponechané k odpareniu vody v digestore. VysuSena sypka zmes mohla byt
pouzitd na testovanie.

3.2.1 VoIba koncentracnej rady testovanej latky

Do testov akutnej aj chronickej toxicity bola zvolend koncentracné rada: 6,25; 12,5; 25; 50
a 100 mg/kg. Tato rada sa odvija od predchadzajicich testovani mikroplastov na organizme
E. fetida [75, 76]. Ku kazdej koncentracii boli vykonavané 4 opakovania.
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3.2.2 Referen¢na latka

Referenéné latky sa pouzivaju v ekotoxikologickych testoch na vyhodnotenie spravnej
citlivosti laboratornych testovacich organizmov a adekvatnosti laboratornych podmienok.
Taktiez sluzi na kontrolu vlastného prevedenia testu. Na testovanie podnych bezstavovcov sa
odportca vyuzitie kyseliny boritej [77]. Na zaciatku boli skasané koncentracie v rozmedzi
0-4000 mg/kg H3BOs. Po dokonceni testu vSak pri koncentraciach 3500 a 4000 mg/kg bola
umrtnost’ 100%, preto bola zvolena nasledujuca koncentra¢na rada: 0, 200, 400, 600, 1200,
1800 mg/kg. Na kazda koncentraciu pripadli 4 opakovania.

3.3 Metodiky ekotoxikologickych testov na organizmalnej urovni

3.3.1 Chov dazd’oviek

Laboratorium ekotoxikologie disponuje vlastnym chovom dézd’oviek. Pre pouzitie jedincov
do testov je potrebna ich uréita kvalita, vek a hmotnost’, ale je tiez vhodné vediet' povod
organizmov. Z tychto dévodov je vlastny chov vyhodou. Chov prebieha v laboratornych
podmienkach pri teplote 22 °C a s dostato¢nym prisunom vzduchu. Pravidelne je kontrolovana
vlhkost’ substratu a je im doddvana potrava. Potravou vhodnou pre dazd'ovky sa rozumeja
zvysky z ovocia, zeleniny, popripade ovsené vlocky. Podmienky chovu daZzd'oviek st odrazané
od normy OECD 222 [37].

3.3.2 Priprava artificidlnej pody na testy

Testy v kontaktnom usporiadani byvaju uskuto¢iiované bud’ v prirodzenej alebo umelo
pripravovanej pdde. Umela, alebo artificialna pdda je bezne pozivanou v laboratdrnych testoch
a bola zvolena aj pre nase testy. Artificidlna pdda bola do vSetkych testov pripravovana podla
metodiky OECD, ktora definuje jej presné zlozenie [37]. Jednotlivé zlozky, z ktorych
pozostava, museli byt na zaciatku vhodne pripravené — uplne vysusené a nasledne preosiate
na pozadované velkosti (Obr. 5). Zlozenie umelo pripravenej pody bolo nasledovné:

- 10 % raseliny (< 2 mm)
- 20 % kaolin
- 70 % piesok (50% v rozmedzi 2 — 0,2 mm, 50 % < 0,2 mm) [37]

Obr. 5: Zlozky artificidalnej pody zoradené podla poradia v texte (viastny zdroj)

Jednotlivé zlozky boli spolu dokladne premieSané v boxe. Pre Upravu pociato¢nej hodnoty pH
bol pouzivany uhli¢itan vépenaty. Jeho mnozZstvo sa malo pohybovat’ v rozmedzi 0,3-1 %
apo pridavku mala byt pH hodnota v skale 6,0 = 0,5 [37]. Kvoli rovnakym podmienkam
vSetkych testov bol zvoleny 0,5% pridavok CaCOsz. Po pridavku uhli¢itanu bola zmerana
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hodnota pH. Pre kontrolu pozadovanej kvality pody bolo potrebné stanovit’ taktiez maximalnu
vodnu kapacitu pody WHCrax.

Mnozstvo pody bolo pripravované tak, aby na pripravu jedného testu bolo k dispozicii
minimalne 12 kg (+ 1 kg). Toto mnozstvo zodpoveda 5 zvolenym koncentracidam po 4
opakovania + koncentracia nulova, ako kontrola, taktiez po 4 opakovania, pri¢om pre kazdé
opakovanie bolo potrebné pripravit’ 500 g pody (— 24 - 500 g =12 000 g). Navyse sa pripravuje
1 kg pddy potrebnej pre aklimatizaciu organizmov pred testom.

Stanovenie hodnoty pH

Do odmerného valca bolo odobranych 5 ml pody. Toto mnoZstvo pody bolo prevedené
do 100 ml uzatvaratelnej flasky. K tomu bolo pridanych 25 ml 1 molarneho roztoku KCI
0 laboratornej teplote. Zatvorena fl'aska bola umiestnena na trepac¢ku a ponechana 1 hodinu pri
frekvencii 250 kmitov za minttu. Potom nasledovalo usadenie suspenzie (1 hodinu) a nasledne
meranie hodnoty pH kvapalnej fazy. Ak bola hodnota v pozadovanom rozmedzi (5,5-6,5),
mohla byt poda pouzitd do testu. Ak sa hodnota vychyl'ovala, bolo ju potrebné dodatocne
upravit’ pridavkom CaCOs, alebo niektorej zo zloZiek [37].

Stanovenie hodnoty WHC max

Postup spocival v priprave Specialnej nddoby. Bol pripraveny skleneny valec, ktory mal dno
tvorené polopriepustnym materidlom — jemnou textiliou (v moznosti bol aj filtracny papier).
Valec bol na zaciatku zvazeny a bolo doiiho pridané 50 g suchej artificidlnej pody, nasledne bol
vlozeny do nadoby s vodou tak, aby sa hladina vody zhodovala s vyskou pddy. V takomto
usporiadani bol valec ponechany 3 hodiny, potom bol premiestneny do nddoby s jemnym
pieskom (mensSou frakciou piesku, ktora je zlozkou artificialnej pddy) na d’alSie 3 hodiny.
Takto bola z pody odvedena voda, ktora nebola zadrzana kapilarnymi silami. Po uplynuti ¢asu
bol valec zvadzeny, nasledne suSeny v suSiarni pri 105 °C a znova vazeny v rovnakych
intervaloch do dosiahnutia konstantnej hmotnosti. Hodnota maximéalnej vodnej kapacity pody
bola stanovena zo vztahu (4):
S—-T-D

WHC = — 5 (&)
kde S je hmotnost’ nasytenej pody spolu s valcom, T je hmotnost’ samotného valca a D je
hmotnost’ suchej pody [37].

3.3.3 Priprava pred nasadenim testu
Testovacie nadoby

Na vsetky vykonavané testy boli pouzit¢ nadoby zo skla o objeme 1 liter as rozmermi
21 x 15 x 6 cm. Rozmery boli volené tak, aby pri pozadovanej navazke nebola poda uplne
po vrch nadoby, ale aby zaroven mala dostato¢nu vySku na zahrabanie a pohyb jedincov. Tieto
nadoby museli byt’ uzatvaratel'né, aby sa zamedzilo tniku organizmov. Vrchnéky prisluchajtice
tymto nadobam boli priesvitné — kvdli priepustnosti svetla, a taktiez museli mat’ vytvorené
pravidelne usporiadané diery — kvoli vymene plynov medzi ovzdusim a médiom.
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Priprava artificidlnej pody na test

Na test bolo pripravenych 24 ¢istych a suchych vyssie opisanych nadob. Artificidlna poda bola
pripravend minimalne 3 dni vopred, ato z dovodu dosiahnutia rovnovahy kyselinovej
neutralizacnej kapacity. Potom bola vo vicsej nadobe upravovana pre kazdu koncentraciu
samostatne. Najprv boli odvazené 2 kilogramy pody a k tomu pridanych 500 ml destilovanej
vody. Mnozstvo vody bolo priddvané na zaklade vypocitanej WHC — na 1 kg pddy prislucha
250 ml vody.

V tomto §tadiu bola pridavana aj testovana latka. Bol rozdiel, ¢i sa do testu pridavala referencna
latka H3BO3, alebo PHB. V pripade, ze bola péda pripravovana pre test s referencnou latkou,
navazené mnozstvo H3BOs bolo rozpustené v urCitom mnozstve vody pomocou
ultrazvukového kupel'u. Po rozpusteni bol tento objem doplneny na potrebny objem vody
pridavanej k pode — do 500 ml. takto pripraveny zmieSany roztok bol nasledne pridany
k navazenému mnozstvu pddy a zmes bola dokladne premiesana.

Pri priprave pddy na test s PHB bol postup odlisny v tom, ze PHB je taZko rozpustny vo vode
a v takom pripade bolo mozné navaZzené mnoZstvo pridat’ do trecej misky k 10 g jemného
piesku (< 0,2 mm) a dokladne rozotriet na homogénnu zmes. Zmes bola pridana este do suchej
navazenej pddy, S ktorou bola dostatocne premieSana (aby bola zaistena homogenna distribucia
testovanej latky) a az potom bola pridané voda. Aj s vodou bola zmes znova premiesand, kedy
je dolezité, aby kazda Cast’ bola ovlhCena.

Artificialna poda, ktora bola takymito spésobmi zmieSana s testovanou latkou a vodou,
vytvorila substrat, ktory po stlaeni v ruke nemal Ziadnu stojatu alebo volna vodu. Z tohto

substratu bolo navazované do 4 misiek, kedy to s ovlhéenim ¢inilo priblizne po 600 g do kazde;j
misky (Obr. 6).

Obr. 6.Vazenie testovacich misiek s podou
(viastny zdroj)
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Postupne tymto sposobom boli pripravené vsetky koncentracie. Zaroven bola pripravena aj
kontrolna rada, taktiez so 4 opakovaniami (substrdt — zmieSana pdda a voda bez pridavku
testovanej latky). Spolu to bolo dohromady 6 koncentracii po 4 opakovania, ¢o je 24 testovacich
misiek (Obr. 7). Poda v jednotlivych miskach bola prikrytd vrchndkom a bola ponechana odstat’
do d’alsieho dna k nasadeniu testu.

R PR

Obr. 7: Pripravené testovacie misky na test (vliastny zdroj)

Vyber jedincov do testu

Do oboch typov uskutociiovanych testov — akttneho aj chronického — sa vyberaju jedince podla
rovnakych poziadaviek plynucich z normy. Ddlezité je, aby tvorili homogénnu populdciu —
priblizne rovnako staré¢, po dosiahnuti reprodukénej dospelosti (s viditelnym znakom clitella)
a s hmotnostou v rozmedzi 300-600 mg.

Podl’a tychto poZiadaviek su z chovu vybrané jedince minimalne v pocte, ktory potrebujeme
do testu — 240 ks. Priprava testovacich organizmov pred testom spociva v ponechani tychto
vybranych jedincov na jeden den v pripravenej artificialnej pode — pre skusku, ¢i im pdda
vyhovuje.

Pre tato skusku bola pouzitd 1000 ml kadicka, do ktorej bolo premiestnené 1 kg artificidlnej
pddy s potrebnou vlhkostou a pH. Dazd’ovky boli umiestnené na povrch pody a po spravnosti
by sa mali plynule presuntt’ pod povrch — do hibsich casti kadi¢ky. To bolo kontrolované
po priblizne 2 hodinach (Obr. 8).
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Obr. 8: Priprava organizmov na test (vlastny zdroj)

Ak boli vSetky jedince zavftané to pripravenej pddy, kadi¢ka bola uzatvorena potravinarskou
foliou, kvoli zabraneniu pripadného tniku jedincov. Folia bola opatrend otvormi, aby bol
zabezpeceny pristup vzduchu a odvod vlhkosti. Ak boli aj na druhy den zavitané v pode, poda
bola povaZovana za vyhovujucu.

3.3.4 Test akiitnej toxicity

Akutne testy boli vykonadvané podl'a metodiky OECD 207. Principom akutnych testov je
expozicia testovacicho organizmu E. fetida pocas 14 dni médiu, v ktorom je obsiahnuta
testovana latka PHB. Akutna toxicita sa hodnoti na zéklade poc¢tu uhynutych organizmov
v zavislosti od koncentracie testovanej latky a taktieZ podl'a ubytku ich hmotnosti, ¢o sa dava
do porovnania s kontrolnou radou [40].

I. Nasadenie testu

Artificialna pdda bola pripravena v testovacich miskach podla opisané¢ho postupu, rovnako
prebehla aklimatizacia organizmov na artificialnu podu. Po dni mohli byt’ organizmy nasadené
do misiek a test mohol byt’ zapocaty.

Jednotlivé organizmy museli byt pred premiestnenim do misiek zvazené kvoli porovnavaniu
ich pociato¢nej a kone¢nej hmotnosti. Pre tieto ucely boli jedince postupne vyberané z litrovej
kadicky, oplachnuté destilovanou vodou kvoli odstraneniu prichytenych zvySkov pody a potom
jemne ale dokladne usuSené od vody, aby mohli byt’ zvazené. Vazené boli dohromady v pocte,
v ktorom sa umiestiiuji do misiek — 10 jedincov (Obr. 9).
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Obr. 9: Vizenie dazdoviek pred nasadenim do testu (viastny zdroj)

V ramci jednotlivych koncentracii je dolezité, aby jedinci nasadzovany do testu boli
hmotnostne vyrovnany, t. j. vyrovnana hmotnost 10 jedincov v miske, ale aj medzi
jednotlivymi miskami danej koncentracie a medzi koncentraciami navzajom. Je to z dévodu,
aby nemohlo dojst’ k ovplyvneniu vysledkov pri vyraznych odchylkach ich hmotnosti, ked’ze
mensie jedince st vzdy nachylnejSie na umrtie ako tie vicsie.

10 odvéazenych jedincov bolo premiestnenych na povrch pddy. Rovnako ako bolo opisané
pri postupe v kadicke, aj tu bolo potrebné pockat’ kym sa vsetky organizmy zavitaji do pody —
kvoli kontrole ich kondicie. Néasledne boli misky uzatvorené vrchnakom (Obr. 10) a umiestnené
pod pozadované osvetlenie — biele Ziarivky so svetelnou intenzitou 400—800 Ix zaistujlice
konstantné osvetlenie na vSetky nadoby. V laboratoriu bola regulovana teplota na 20 + 2 °C.

Obr. 10: Nazorny postup nasadenia akutneho testu (viastny zdroj)
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Tento test sa oznacuje ako staticky, to znamenad, ze pocas celého plynutia testu doii nebolo nijak
zasahované — €o sa tyka kfmenia, alebo upravy vlhkosti.

Il.  Vyhodnotenie testu

Test bol kontrolovany po prvych 7 dioch, kedy bol zaznamenany pocet uhynutych jedincov.
Obsah misky bol presypany na isti a suchu tacku, jedince boli vytriedené od média a bola
testovana ich reakcia na podnet dotykom ich prednej Casti tela. Nereagujiice organizmy boli
spocitané a pocty zaznamenané. Nasledne bol obsah aj so zivymi jedincami vlozeny spit’
do testovacej misky, tie boli uzavreté a vratené na povodné miesto. Po uplynuti d’alSich 7 dni
bol test ukonceny a postup kontroly zopakovany. Bola zaznamenand mortalita a vypocitana
podla vzt'ahu (5):
pocet mrtvych jedincov

talita = 100 (%) .
mortalita = - et jedincov na zatiatku (%) )

Potom boli prezivsie jedince ocistené od pody — znova premytim destilovanou vodou
a vysusenim. Nasledne boli spolu zvazené a hodnota bola zaznamenana. Inhibicia hmotnosti
jedincov bola vypocitand podla vztahu (6):

Mpoeiatoéna — Mkoneéna

Ihmotnosti = - 100 (%) . (6)

mpoéiatoéné

Kvoli potvrdeniu, Ze ziskané vysledky neboli ovplyvnené zmenou vlastnosti média, bolo
potrebné na zacCiatku aj na konci testu zmerat’ hodnoty pH. Vzorka pody bola odobrana vzdy
Z jednej nadoby v kazdej koncentracii (Obr. 11). Meranie pH bolo uskutocnené rovnakym
spdsobom, ako sa stanovovalo pri priprave artificialnej pody (kapitola 3.3.2.).

T N e et

Obr. 11: Priprava vzoriek pody na meranie pH (vilastny zdroj)
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I1l. Validita testu

Vysledky testu st povazované za platné, ak umrtnost’ na konci testu v kontrolnych vzorkach
nepresiahne 10 %. Taktiez nesmie byt ubytok hmotnosti jedincov v kontrole vyssi ako
20 % [40].

3.3.5 Test chronickej toxicity a reproduk¢éného spravania

V teste chronickej toxicity sa pozoruju u¢inky na reprodukciu dospelych dazd’oviek, ktoré st
vystavené testovanej latke. Tieto ucinky sa porovnavaju s reprodukciou dazd’oviek
umiestnenych v pode neobsahujucej testovant latku. Okrem vplyvu na rozmnozovacie
schopnosti sa v chronickom teste sleduji endpointy ako v teste akitnom — hmotnost’ biomasy
a umrtnost. Testovana latka v médiu sa pripravi na zac¢iatku a v priebehu sa uz neobnovuje.
Chronicky test trva 8 tyzdiov a je vykonavany podl'a postupu OECD 222 [37].

I. Nasadenie testu

Nasadenie chronického testu bolo identické s aktitnym testom. Rovnaky pocet nasadenych
testovacich nddob, srovnakou koncentraciou testovanej latky a aj rovnakym poctom
testovacich organizmov. Test prebiehal za rovnakych podmienok — za stidleho osvetlenia
pri intenzite 400-800 Ix a pri teplote 20 + 2 °C.

Pred umiestnenim organizmov do pddy bola zaznamenana ich pociatocna hmotnost’. Jedinym
rozdielom bolo, ze po zahrabani organizmov do pody boli jednotlivé testovacie nadoby (aj
s celym obsahom) zvazené a bola zaznamenana ich hmotnost. Pocas 8 tyzdnov bolo totiz
potrebné kontrolovat’ vlhkost” pddy, aby mali organizmy optimalne prostredie. Vlhkost’ bola
kontrolovana minimalne 1 x za tyzden, podl'a aktualnej potreby. Po zvaZeni nadob bolo na vrch
pody este pridané krmivo pre dazdovky. Pri tomto dlhodobom teste je prikrmovanie
vyzadujice. Ako potrava bola pouzitd ovsena mucka (najemno pomleté ovsené vlocky),
ktorymi bol jemne posypany povrch pddy v testovacej miske (Obr. 12). Krmivo bolo podavané
raz tyzdenne pocas prvych 4 tyzdnov testu.

Obr. 12: Ukdzka prikrmovania organizmov (viastny zdroj)
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Mnozstvo bolo viak tazké odhadnut’. Castokrat medzi novym pridavkom kfmenia dochadzalo
k tomu, ze vlo¢ky ktoré neboli organizmami skonzumované boli nachylné k rastu plesni. Vtedy
bolo kimenie obmedzené. Takto prebiechali prvé 4 tyzdne testu.

Na konci tejto doby boli znadob odobraté dospelé jedince. Pdda bola vratena spat
do testovacich nadob s tym, ze bolo do nej vmie$ané primerané mnoZstvo ovsenej mucky
(priblizne 5 g) a bola doplnena voda. Takto bol test ponechany nasledujtice 4 tyzdne, aby bol
priestor pre vyliahnutie a vyvin nedospelych jedincov. Krmivo uz nebolo dopliiané, iba bola
kontrolovana vlhkost’ pody, ktora bola v pripade potreby upravena.

Il.  Vyhodnotenie testu

Vyhodnotenie testu ma dve cCasti. V prvej sa vyhodnocuju endpointy ako v akatnom teste —
zmena hmotnosti a mortalita organizmov. Mortalita bola kontrolovana po 2 tyzdnoch
a po odobrati dospelych jedincov — po 4 tyzditloch. Hmotnost’ bola zaznamenévana na zaciatku
a pri odbere jedincov. V druhej Casti bolo hodnotené reprodukéné spravanie organizmov. Po
ukonceni testu boli zaznamenané pocty vyliahnutych déazd’oviek a pocet kokoénov
Vv jednotlivych koncentraciach.

Ruéné vyberanie juvenilnych jedincov je casovo priliS narocné. Preto bolo pocitanie
vykonavané podl'a odportcane; metody. Jej postup bol nasledovny. Testovacie misky boli
umiestnené do vodného kupel'u s vysokou pociato¢nou teplotou. To spdsobilo, Ze sa substrat
Vv miskach zacal od dna a po okrajoch ohrievat. Zmena z konStantnej teploty na hortce
prostredie je pre ddzd’ovky nevyhovujlce, na ¢o reagovali prestupom do vysSich Casti pody
a vyliezali na povrch. Tato ich reakcia trvala priemerne 10—15 minut. Vtedy bolo mozné ich
postupne odoberat’ do Petriho misiek. Z dévodu ich malych rozmerov bola na odber pouzivana
pinzeta.

Ked’ uz jedince prestali vyliezat’, bolo pouzité este sito s velkostami 6k 2 mm k findlnemu
preosiatiu substratu. Tento postup bol inSpirovany jednou z odporac¢anych metod [60], v Ktorej
bol obsah nadoby cez sito premyvany. Ked’ze v mojom pripade iSlo iba o kontrolu, premyvanie
bolo vynechané a poda bola preosiata. V pripade, ze sa v nddobe nachadzala este dazd'ovka,
ostala na site a bolo ju mozné takto odobrat’. Toto preosiatie vSak bolo efektivnejSie v porovnani
s vodnym kupelom pre ndjdenie kokonov. Kmitavy pohyb pri preosievani sposoboval, ze I'ahké
— prazdne kokony sa dostdvali na povrch a bolo ich mozné rychlo ngjst, 'ahko odobrat’
a dopocitat’.

I1l. Validita testu

Validita chronického testu je podmienena taktieZ limitovanou umrtnostou v kontrolnych
vzorkach, ktord nesmie presiahnut 10 %. KedZe sa jednd o hodnotenie reprodukéného
sprévania, aj toto bolo zahrnuté do podmienok platnosti testu. Vysledky sa povazuju za platné,
ak v kazdej kontrolnej miske bolo vyprodukovanych minimalne 30 juvenilnych jedincov.
Rovnako nemohol varia¢ny koeficient reprodukcie v kontrole prekrocit’ 30 % [37].
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3.3.6 Dazd’ovky ako vzorky pre d’alSie vyuZitie

Na konci akutneho aj chronického testu bolo potrebné jednotlivé organizmy uchovat’ pre d’alSiu
Cast’ prace — stanovenie biomarkerov. Preto boli ddzd’ovky zo vsetkych vykonanych testov vzdy
po ich odvazeni presunuté na ovlhéeny filtraény papier do Petriho misky. Uchovavat bolo
potrebné len prezivsie organizmy a boli triedené podla prislusnych koncentracii a opakovani.
V uzavretej Petriho miske boli jedince ponechané pocas noci, aby ich ¢reva boli vyprazdnené.
Na druhy den boli dazd’'ovky opét ocCistené a bol zaznamenany pripadny thyn jedincov.
Z kazdej Petriho misky boli ddzd'ovky premiestnené do oznacenych uzatvaratelnych sackov
(Obr. 13) a vlozené do mrazni¢ky s ultranizkou teplotou (do -80 °C) k zamrazeniu pre d’alSie
analyzy biomarkerov.

Obr. 13: Pripravené organizmy na zamrazenie (vlastny zdroj)
3.4 Zavedenie vybranych testov na suborganizmalnej Grovni

Dézd’ovky, ktoré boli vystavené testovanej latke v klasickych ekotoxikologickych testoch, boli
po ich ukonéeni a zamrazeni nasledne pouzité k testovaniu vplyvu PHB na oxida¢ny stres. Pre
nase laboratorne podmienky boli optimalizované metddy na stanovenie enzymatickej aktivity
kataldzy a na peroxidaciu lipidov. Tieto metddy boli po prestudovani literatury zvolené vd’aka
dobrej citlivosti a nenaro¢nému spésobu prevedenia, aby bolo mozné tieto metdédy v budiacnosti
vyuZit' aj na iné stanovovania. Sucasne bolo stanovované aj mnoZstvo proteinu vo vzorke
tkaniva organizmu. Meranie koncentracie proteinu v stanovovanej vzorke je kI'a¢ovym krokom
pri mnozstve metdd, najmé kvoli objektivnej kvantifikacii vysledkov a moznosti porovnania
S inymi testami. V tomto pripade to je potrebné pre vyhodnotenie peroxidacie lipidov a aktivity
katalazy. Ako analyticka koncovka bol zvoleny UV-Vis spektrofotometer z dovodu
jednoduchého a rychleho pouzitia.

3.4.1 Priprava vzoriek - homogenizacie tkaniva

Na to, aby mohli byt testovacie organizmy podrobené biochemickym analyzam, bolo potrebné
ich najprv zhomogenizovat.

Priprava homogeniza¢ného pufru

Homogenizacia zmrazenych organizmov prebiehala za st¢asti homogeniza¢ného pufru. Bol
vyuzivany fosfatovy fyziologicky pufer PBS pri hodnote pH 7,2 — za rovnakych podmienok pre
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vSetky stanovovania. Fosfatovy pufer bol zlozeny z: 0,8 % NaCl, 0,02 % KCI, 0,29 %
NaxHPO4-2H,0 a 0,02 % KH2PO4rozpustenych v destilovanej vode. Jeho pridavany objem ku
tkanivu bol v pomere: 1 ml PBS/100 mg tkaniva. Pufer mohol byt pripraveny vopred
a uskladnovany v chladnicke. Spravidla bol pripravovany objem 1 liter.

Fosfatovy fyziologicky pufer PBS bol vyuzivany aj v d’alSich krokoch pri riedeni vzoriek alebo
Standardov.

Postup homogenizacie

Pred homogenizaciou bolo potrebné vopred vybrat’ organizmy z mraznicky, aby boli mierne
odmrazené a bolo mozné ich od seba I'ahsie oddelit’. Vzdy sa pracovalo stibeZzne so 4 vzorkami
— Sjednou koncentraciou po 4 opakovania. Na zaliatku bolo z jednotlivych sackov
s organizmami odobratych v priemere 4 — 5 dazd’oviek tak, aby po naslednom zvazeni bola ich
hmotnost” priblizne 1,3 gramu. MnoZstvo organizmov sa riadilo hmotnostou vzorky
pre analyzu, ktord mala byt vyrovnana atiez od maximalneho objemu centrifugacnej
skimavky (ktord bola pouzivand) a taktiez kvoli nizSej spotrebe pufru v zrovnani
s homogenizaciou vSetkych organizmov z daného sacku.

Ked’ boli tela dazdoviek zvazené, hmotnost’ bola zaznamenana a boli prevedené pinzetou
do extrak¢nych skimaviek. K nim bol pridany 'adovy pufer podla vyssie uvedeného pomeru.
Nadoby s takto pripravenymi vzorkami na homogenizaciu boli 'adované kvoli udrziavaniu
pufru pri nizkych teplotdch. Takto boli po jednej skimavke odoberané a homogenizované
vzorky (za staleho 'adovania). K homogenizacii bol pouzivany homogenizator HG-15A (Witeg
Labortechnik GmbH). Vzorky boli homogenizované pri 70 ot. po dobu 1 minuty. Po skonceni
bol homogenizator vycisteny destilovanou vodou aosuSeny k dalSiemu pouzitiu.
Zhomogenizovana vzorka v extrak¢énej skimavke bola vratend spét’ do spolo¢nej nadoby, kde
za staleho chladenia musela klesnat’ vzniknuta pena (Obr. 14).

T
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Obr. 14: Postup pri homogenizacii vzoriek tkaniva (vlastny zdroj)
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Potom bol cely objem preliaty do 15 ml centrifugacnej skiimavky, ktord bola ulozena
v chladnicke, takto bolo postupované so vSetkymi vzorkami od kazdej koncentracie z kazdého
opakovania.

Pouzitie homogenatu

Surovy homogenat bol pouzity pre stanovenie proteinu — po premieSani centrifugacnej
skamavky bolo odobraté potrebné mnozstvo. Po uprave objemov v centrifuga¢nych
skamavkach na 10 ml boli spolo¢ne centrifugované pri 4 °C a 6000 rpm po dobu 10 minut.
Po skonceni boli supernatanty preliaté do Cistych skimaviek a recentrifugované za rovnakych
podmienok. Na obrazkoch nizsie (Obr. 15 a 16) vidiet’ farebny rozdiel supernatantov po usadeni
tkaniva na dne skumaviek.
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Obr. 15: Zhogézhizovdhé vzorred ~ Obr. 16: Vzorky po recentrifugdcii
centrifugdciou (vlastny zdroj) (vlastny zdroj)

Odstredené supernatanty mohli byt’ nasledne pouzité pre biochemicku analyzu — k stanoveniu
kataldzy a TBARS.

3.4.2 Stanovenie koncentracie proteinov Lowryho metédou
I.  Princip metédy

Na stanovenie koncentracie proteinov pritomnych vo vzorke sa za optimalnu vol'bu povazuje
Lowryho metdda, ktort opisal J.H. Wareborg [78]. Ma Siroké vyuZitie, preto bola zvolena aj
V tejto praci.

Princip tejto metddy je zalozeny na dvoch reakciach veducich K tvorbe farebného komplexu.
Prvou reakciou je Biuretova reakcia, v ktorej sa vyuziva hydroxid sodny NaOH — na vytvorenie
alkalickych podmienok a komplexotvorné ¢inidlo (uhli¢itan sodny Na2COs, pentahydrat siranu
mednatého CuSO4-5H20, vinan sodno-draselny KNaCsH4Os). Peptidové vézby bielkovin
reaguju s Cu?*, ¢im dochddza k redukcii na Cu*. Druh4 je Lowryho reakcia, v ktorej komplex
protein-Cu® reaguje s Folinovym ¢inidlom. Pridavané Folinovo ¢inidlo obsahuje komplex
(pozostava z kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové), ktory po redukcii tyrozinom
a tryptofanom vytvara modrofialové sfarbenie. Vyhodnocuje sa spektrofotometricky
pri vinovych dizkach 550 — 750 nm v zavislosti od koncentracie proteinu [78].
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1. Priprava reagencii

e komplexotvorné ¢inidlo
roztok A: 2% (w/v) Na2COsz — 5 g v 250 ml destilovanej vody
roztok B: 1% (w/v) CuSO4-5H.0 — 0,25 g v 25 ml destilovanej vody
roztok C: 2% (w/v) KNaCsH4O0s — 0,5 g v 25 ml destilovanej vody
- nutné pripravovat cerstvé v pomere 100:1:1
- pre stanovovanie vzoriek v 1 teste potrebné: 24 vzoriek - 5 ml — 120 mi

—>120mlOA:12mlOB:12mOC

e 2N NaOH — 8 g v 100 ml destilovanej vody

e 2 N Folinovo ¢inidlo — 25 ml v 25 ml destilovanej vody

e BSA (hovéddzi albumin) — 0,2 g v 200 ml destilovanej vody (skladovany
v mraznicke pri -20 °C)

I11.  Postup metody

Po homogenizacii bolo priamo zo surového homogenatu odobraté potrebné mnozstvo vzorky
tkaniva. To bolo stanovené na 62,5 ul a bolo pufrom PBS doplnené na 500 ul — 437,5 ul
pridaného pufru. K objemu 500 pl nariedenej vzorky tkaniva bolo pridané 500 ul 2 N NaOH.
Vzorky boli zahrievané — hydrolyzované po dobu 10 minuat pri 100 °C na induk¢nej varnej
doske. Po dovareni boli vzorky — hydrolyzaty ochladené na laboratornu teplotu. Tento proces
trval vzdy aspoii 15 minut, pocas ktorych bolo pripravené komplexotvorné ¢inidlo (v pomere
100:1:1). Bolo potrebné ho pripravovat’ stale v tejto faze, aby sa zarucila Cerstvost’ ¢inidla. Ked’
boli hyxdrolyzaty dostatocne vychladené, bolo k nim pridané 5 ml dobre premiesaného
komplexotvorného ¢inidla a vzorky boli ponechané odstat’ 10 minut. Ako posledny reagent bolo
pridavané Folinovo ¢inidlo — po 500 um do kazdej vzorky. Vzorky boli po tomto pridavku
premieSané pomocou vortexového mixéru a boli ponechané stat’ pri laboratornej teplote 30 az
60 minut, pricom tato doba nemohla byt prekrocena. Bola odc¢itana absorbancia pri 550 nm
oproti PBS.

IV. Kalibracia metody

Pre kalibraciu bol namiesto vlastnej vzorky pouzity Standardny protein BSA, pomocou ktorého
bola pripravena kalibra¢na krivka. V tabulke (Tab. 3) st uvedené objemy k priprave kalibra¢ne;j
rady.

Tab. 3: Priprava kalibra¢nej rady pre BSA

¢ protein (ng/ml) 0 20 50 100 200 500 | 1000 | 2000

O BSA (ul) 0 5 12,5 25 50 125 250 500

PBS (ul) 500 | 495 | 487,5| 475 450 | 375 250 0

Objem bol voleny tak, aby tvoril dohromady 500 pl — rovnako ako u vzoriek tkaniva
testovacieho organizmu. Postup pokra¢oval zhodne: bolo pridané 500 pl 2 N NaOH
a hydrolyzované¢ 10 minat, 5 ml komplexotvorného ¢inidla, 500 pl Folinovho ¢inidla,
absorbancia pri 550 nm.
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V. Vyhodnotenie

Koncentracia proteinov vo vzorkach tkaniv E. fetida bola vypocitana pomocou rovnice
kalibra¢nej krivky BSA. Vzorec pre vypocet koncentracie proteinu je vyvodeny z rovnice
linedrnej funkcie (7):

pricom: y je hodnota meraného signalu, k je smernica (sklon) priamky, x je koncentracia a q je
usek alebo prieseénik funkcie s osou y. Vysledny vzorec je v tvare (8):
A—q

c=—

—. (8)

Takto bola ziskané mnozstvo proteinu v mg v 1 litre pufru PBS a hodnoty boli prevedené
pomocou vztahu (9) na mnoZstvo proteinu v mg na 1 gram tkaniva testovacich organizmov.

Cprotein z kalibracie (mg/l)
navazka tkaniva (g)

Cprotein= Objem pufru (L) - (mg/g proteinu) 9)

3.4.3 Stanovenie aktivity enzymu katalazy
I.  Princip metody

Test aktivity kataldzy poskytuje uzitoCny nastroj na stanovenie oxida¢ného stresu. Podla
Aebiho (1984) [79] je princip stanovenia enzymatickej aktivity zaloZzeny na monitorovani
absorbancie, ktord predstavuje aktivitu katalazy pri degradécii peroxidu vodika. Degradacia
prebieha podla rovnice (10):

katalaza

2 H202 — 2 H20+ 02 ) (10)

kedy katalaza rozklada 2 molekuly peroxidu vodika na 1 molekulu kyslika a 2 molekuly vody
Vv dvojstupnovej reakcii.

Enzymaticky rozklad H>O je sledovany priamo poklesom absorpcie pri 240 nm. Rychlost’ tejto
rozkladnej reakcie je vzdy priamo imerna aktivite katalazy. Koncentracia peroxidu musela byt
nizka, aby nedochéadzalo k inaktivacii enzymu pocas testu alebo tvorbe bubliniek v kyvete kvoli
uvolnovaniu Oz [79].

Il.  Priprava reagencii
e 0,09% H,0>: 0,64 ml 35% v 248,36 ml destilovanej vody

I11.  Postup metédy

Pre stanovenie aktivity katalazy boli pouZité odstredené vzorky. Ked’ze vzorka bola pouZivana
priamo ako supernatant - bola velmi koncentrovana. Musela byt na zaciatku nariedena
vhodnym pomerom pufrom PBS, ktory bol stanoveny na 1 ml homogenatu: 50 ml PBS.
Kone¢ny merany objem bol 3 ml, ktory pozostaval z 2 ml nariedenej vzorky a 1 ml 0,09%
H20.. Vsetky roztoky boli pouZivané za laboratdrnej teploty.
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Rozklad H;O2 prebicha velmi rychlo, preto aj postup pri merani musel prebehntt o
najrychlejSie. Najskor boli napipetované 2 ml zriedenej vzorky do kremennej kyvety, ta bola
umiestnena do spektrofotometru. Reakcia sa spusta pridavkom H20», preto bol pridavany 1 ml
priamo do kyvety umiestnenej v spektrofotometri. V rychlosti bol obsah kyvety premiesany
pomocou pipety a bolo spustené meranie. Sledoval sa pokles absorbancie poc¢as 30 sekund pri
240 nm. Ako referencia bol pouzity pufer PBS. Potvrdenie, Zze reakcia prebiehala spravne
a nedoslo k chybe pri postupe bolo overované tym, Ze pociato¢na aborbancia mala mat’ hodnotu
priblizne 0,500.

IV.  Vyhodnotenie

Z nameranych absorpénych zavislosti bolo potrebné ziskat' smernice kriviek za merany cas.
Pre vysledok hodnoty aktivity katalazy v spravnej jednotke bol uskuto¢neny prepocet podl'a
vzorca (11):

smernica krivky/ % min
CATalktiVita =

- 103 (umol H,0,/min/mg proteinu) , (11)
gl Cprotein

kde extinkény koeficient H,O; ¢ je rovny 39,4 Mtcm™, §irka kyvety 1je 1 cm.
3.4.4 Stanovenie peroxidacie lipidov pomocou TBARS

I.  Princip metody

Stanovenie reaktivnych latok kyseliny tiobarbiturovej — TBARS test — ma podstatu v reakcii
malondialdehydu MDA s kyselinou tiobarbiturovou (TBA), pri ktorej vznika ruzovocerveny
komplex (Obr. 17) s absorpénym maximom pri vlnovej dizke 535 nm. Pre uvolfiovanie MDA
z prekurzorov je nevyhnutné teplo a pritomnost’ silnych kyselin [80].

o

I o S.N_ _OH ©OH N.SH
?H kyslé pH Y ~ “ m/
CH, + 2 N N —Cc= N
(|3H2 /& vysoka teplota X ﬁ ﬁ |c.| X

O N
‘I:I) OH

S OH

Obr. 17: Reakcia medzi MDA a TBA za vzniku farebného aduktu MDA-TBA [81]

MDA vznika ako sekundarny produkt lipidnej peroxidéacie — v dosledku metylénu oddeleného
pri rozklade nenasytenych mastnych kyselin v biologickych membranach pdsobenim ROS.
Sluzi ako vhodny identifikator na stanovenie rozsahu peroxidacnej reakcie. TBA nereaguje iba
s MDA, ale reaguje aj s d’alsimi produktami peroxidacie, preto sa tato metdda neoznacuje ako
stanovenie MDA, ale stanovenie TBARS (pricom MDA tvori priblizne 90 % TBARS).
Koncentracia TBARS sa zvySuje pri zvySujicom sa oxidacnom strese. Tento postup bol
odvodeny z popisu stanovenia podl'a Buege & Aust (1978) [80].
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Il.  Priprava reagencii
e zasobny roztok TCA-TBA-HCL

15% TCA —» 15¢g
0,375% TBA — 0,375 g v 100 ml destilovanej vody

0,25 N HCI — 2,21 ml 35%

- zasobny roztok bol kvdli tazkému rozpustaniu TBA umiestneny na magnetickt
mieSacku, kde bol za stdleho zahrievania premieSavany priblizne 20 minut
do uplného rozpustenia

e Standard MDA — 5 mg do 25 ml

I11.  Postup metédy

Pre stanovenie peroxidacie lipidov boli pouZzité odstredené vzorky tkaniva. Najprv bol pipetou
z kazdej centrifugacnej skimavky odobraty 1 ml vzorky a napipetovany do pripravenych 12 ml
sklenenych fTasti¢iek. Do kazdej boli nasledne pridané 2 ml zdsobného roztoku TCA-TBA-
HCI. Po dokladnom premiesani boli vzorky umiestnené do kupel’a vriacej vody po dobu 15
minut, po€as ktorych vznikala hnedkasta vloCkovita zrazenina. Vzorky boli ochladené na
laboratornu teplotu. Potom bol cely objem preliaty do centrifugaénych skimaviek a vzniknuta
Zrazenina bola odstredend pri 1000 rcf a 20 °C pocas 10 mintt. Centrifugované vzorky boli
pripravené k premeraniu na sprektrofotometri. Ako referencia bol pouzity reagent TCA-TBA-
HCI a absorbancia jednotlivych vzoriek bola od¢itana pri 535 nm.

IV. Kalibracie metody

Pomocou Standardu MDA bola vytvorend kalibracna zavislost. Tab. 4 uvadza jednotlivé
objemy, pomocou ktorych boli nariedené kalibraéné roztoky. Kvdli vysokému riedeniu bol
vytvoreny najskor zasobny roztok o koncentracii 200 mg MDA/1 PBS, z neho vytvoreny druhy
0 koncentracii 20 mg/l, z ktorého uz boli pipetované vypocitané objemy. Kalibracné roztoky
boli pripravené na objem 5 ml, z ktorych bol nasledne odoberany 1 ml a k tomu pridavané 2 ml
roztoku TCA-TBA-HCI — postup pokrac¢oval zhodne ako pri analyze vzoriek tkaniva.

Tab. 4: Priprava kalibra¢nej rady

¢ (mg/l) 0 025 | 0,5 1 2 4 6 8
MDA@ml) | 0 [0,0625| 0,125 | 025 | 0,50 1 1,50 2
PBS (ml) 5 149375 | 4875 | 4,75 | 4,50 4 3,50 3

Na obrazku (Obr. 18) je vidiet’ vytvorené ruzové sfarbenie po zahrievani vzoriek vo vodnom
kuapeli, pricom so zvac¢Sujicim sa oznac¢enim stipa koncentracia Standardu MDA.
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Obr. 18: Vytvorenie farebného komplexu po zahrievani (viastny zdroj)
V.  Vyhodnotenie

Vo vyhodnoteni bola z rovnice kalibracnej krivky vypocitand koncentracia vzniknutych

produktov TBARS. Vysledok bol vyjadreny ako umol TBARS na mg proteinu — podla
vztahu (12):

CTBARS
C =

—— (pmol/mg proteinu) .
protein

(12)
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Ekotoxikologické testy na organizmalnej urovni
4.1.1 Tests referencnou latkou

Na zaciatku bol uskuto¢neny akutny test s referencnou latkou — kyselinou boritou H3BO3
(v dvoch opakovaniach). Kazda koncentracia mala 4 opakovania. Vysledky vybraného testu
boli spriemerované a tieto hodnoty st uvedené v nasledujucich tabul’kach (Tab. 5 a 6). VSetky
ziskané hodnoty z testovania su uvedené v tabul'ke v prilohe 1.

V tabul’ke (Tab. 5) st uvedené priemerné pociatocné a kone¢né hmotnosti, ktoré boli vztiahnuté
na 1 dazdovku. Je to ztoho dovodu, ze pri porovnavani inhibicie hmotnosti jedincov je
potrebné brat’ v uvahu uhynuté jedince a preto je konecnd hmotnost’ vydelena poctom
prezivsich jedincov. Tento sposob bol pouzivany aj u vyhodnoteni testov s PHB.

Tab. 5: Priemerné hmotnosti 1 organizmu a percentualny ubytok

¢ (Mg/Kg) | Mpogiatozns (9) |  Mioneena (7) Ihmotnosti (%0)
0 0,393 0,346 12,02
200 0,395 0,342 13,30
400 0,387 0,320 17,31
600 0,377 0,311 17,59
1200 0,392 0,314 19,92
1800 0,398 0,295 26,01

Vypocet inhibicie (stimuldcie) hmotnosti vychdadza z priemernych ubytkov (prirastkov)
hmotnosti v kazdom opakovani — vo¢i pociatoénej hmotnosti. Tento postup bol zvoleny pretoze
nebolo mozné na zaciatku testu vybrat’ testovacich jedincov tak, aby vSetky testovacie nddoby
mali rovnakd hmotnost’ biomasy nasadenych jedincov a bolo mozné ich inhibicie porovnat'.
Zmena biomasy v priebehu testu v zavislosti od koncentracie je znazornena v nasledujucom
grafe (Graf 1):
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Graf 1: Priemerna inhibicia hmotnosti vztiahnuta na jedinca
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Kone¢na hmotnost’ jedinca v kontrole oproti hmotnosti na zaciatku testu klesla o0 12,02 %
a so vzrastajucou koncentraciou sa inhibicia zvySovala. Z tohto trendu je zrejme, Ze zvysSujuce
mnozstvo kyseliny boritej v testovacom médiu organizmom nevyhovovalo a prejavilo sa to
na poklese ich hmotnosti pocas 14 dni testu. Tym sa potvrdila citlivost organizmov
na testovanu latku.

Tab. 6: Priemernd mortalita na koncentraciu

¢ (mg/kg) | mortalita (%)
0 0,0
200 0,0
400 0,0
600 2,5
1200 2,5
1800 7,5

Priemerna mortalita jedincov v jednotlivych koncentraciach je zobrazena v tabulke (Tab. 6).
Norma CSN ISO 11268-1 [77] uvadza rozmedzie koncentracii 30004500 mg/kg pody, kedy
maju byt’ prejavené vyznamné u¢inky na mortalitu. Pri prvotnom testovani Standardnej latky
bola pri koncentraciach 3500 a 4000 mg/kg preukézana 100% mortalita. Ked’ze cielom bolo aj
porovnanie ubytku biomasy, bola koncentratna rada znizend. Pri najvysSej koncentracii
1800 mg/kg bola zaznamenand 7,5% priemerna mortalita. NaSe vysledky zodpovedaju
stanovenému rozmedziu a tak mozno test povazovat’ za validny, takze postup prevedenia spolu
s podmienkami boli pre testovacie organizmy spravne nastavené.

4.1.2 Test akutnej toxicity

Testy akttnej toxicity boli vykonané s testovanou latkou PHB o dvoch velkostnych frakciach:
PHB < 63 um a PHB Vv rozmedzi 63—-125 um. Pre obe velkostné frakcie boli uskuto¢nené 3
opakovania testov. V kazdom teste boli vykonané taktiez 4 opakovania na koncentraciu.
Z akutnych, ale aj chronickych testov bola ziskana cela rada dat, ktoré su pre velky rozsah
uvedené iba v prilohdch. Z hodndt v jednotlivych opakovaniach boli nasledne vytvorené
priemerné hodnoty, z ktorych boli zostrojené tabulky a grafy pre ndzornti ukédzku vysledkov.

Utinok expozicie na rast

V akutnom teste bolo cielom zistit’ G¢inok expozicie PHB na inhibiciu hmotnosti jedincov.
Hmotnosti organizmov boli vzdy vazené na zacCiatku testu a po 14 dioch, kedy bol test
ukonceny. Kvoli vysokému poctu nasadenych jedincov boli vdZené vzdy dohromady
po jednotlivych testovacich nadobach (pri nasadeni testu — v pocte 10). Inhibicia hmotnosti bola
vyratana rovnakym sposobom, aky je uvedeny pri teste so Standardnou latkou. Vysledky su
uvedené v sthrnnej tabul’ke (Tab. 7).
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Tab. 7: Priemerné hmotnosti 1 organizmu a percentudlna inhibicia hmotnosti

PHB <63um PHB 63-125 um
1. opakovanie 1. opakovanie
¢ (MA/Kg) | Mposiatoena (@) | Mioneena (F) | lhmotnosti (%0) | Mpociatoena (F) | Mioneens (@) | Thmotnosti (%0)
0 0,379 0,366 3,43 0,487 0,450 7,55
62,5 0,361 0,345 4,23 0,452 0,440 2,67
125 0,324 0,326 -0,54 0,428 0,407 4,96
250 0,306 0,319 -4,13 0,412 0,402 2,31
500 0,309 0,327 -5,82 0,376 0,395 -5,06
1000 0,313 0,271 13,22 0,342 0,371 -8,62
2. opakovanie 2. pakovanie
¢ (MA/Kg) | Mposiatoena (@) | Mioneena (F) | lhmotnosti (%0) | Mpociatoena (¥) | Mioneens (@) | Thmotnosti (%0)
0 0,409 0,363 11,06 0,379 0,386 -1,72
62,5 0,401 0,371 7,36 0,338 0,322 4,73
125 0,402 0,343 14,78 0,324 0,312 3,78
250 0,377 0,359 4,81 0,322 0,294 8,49
500 0,360 0,376 -4,72 0,326 0,303 7,04
1000 0,340 0,361 -6,04 0,318 0,282 11,15
3. opakovanie 3. opakovanie
¢ (Mg/kg) | Mposiatowna (@) | Mioneena (9) | Thmotnosti (%6) | Mpociatozna (9) | Mioneena (9) | Ihmotnosti (%0)
0 0,428 0,395 3,62 0,569 0,557 2,11
62,5 0,405 0,406 -0,25 0,559 0,545 2,55
125 0,383 0,354 7,48 0,566 0,540 4,51
250 0,361 0,318 11,9 0,549 0,526 4,14
500 0,361 0,345 4,52 0,543 0,510 6,04
1000 0,363 0,349 3,83 0,512 0,474 7,46

*zaporna hodnota inhibicie hmotnosti lhmotnosti (%) znaci stimulaciu

Vsetky opakovania splituji podmienku platnosti testu, kedy inhibicia hmotnosti v kontrolnych
nadobach nemoze byt vécsia ako 20 %. Pre porovnanie velkostnych frakeii boli inhibicie
zo vSetkych 3 testov spriemerované na kazdi koncentraciu a st uvedené v spolo¢nom
stipcovom grafe (Graf 2). Z grafu nie je moZné pozorovat Ziaden trend v zavislosti
od koncentracie latky. V pripade mensej velkosti Castic je pri jedinej z koncentracii —
pri 500 mg/kg — z priemernych hodnot 3 testov zaznamenana dokonca vyrazna stimulacia
hmotnosti, ktord sa u inych uz neprejavila.

Dazd’ovky potrebuju pre svoj rast vhodnt potravu s dostatkom Zivin. V umelo pripravenej pode
nemaju k nej pristup a ked’ze akttne testy prebiehaju bez prikrmovania, o€akéva sa tibytok ich
hmotnosti. Ako je vidiet' zo ziskanych vysledkov, v niektorych testoch sa tento predpoklad
nepotvrdil. V teste so Standardnou latkou bol tbytok v kontrole a zvySoval sa s narastom
koncentracie, kdezto v pripade PHB obsiahnutom v testovanej pode nebol prejaveny ziaden
trend — ani ¢o sa tyka inhibicie, ani opacného trendu — stimulacie hmotnosti.
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Graf 2: Priemernd inhibicia/stimuldcia hmotnosti vztiahnutd na jedinca

Stadii zameranych na vplyvu mikro¢astic PHB na dazd'ovky, alebo konkrétne na E. fetida nie
je mnoho, preto sa pri porovnavani vysledkov prizeralo na stadie inych biodegradabilnych
plastov, alebo MP klasickych plastov.

V prehladnej Studii [55] boli uvedené vysledky akutneho testu, kde sa pozorovali zmeny
v biomase L. terrestris po vystaveni mikrocasticiam komercne dostupnej PLA pri koncentracii
0,1-5 % mikrocastic v pdde, kde nebol potvrdeny Ziaden vyznamny rozdiel biomasy oproti
kontrole. Pri koncentraciach MP-PE, ktoré sa zhodovali s nasimi, bol efekt na zmenu hmotnosti
organizmu E. fetida po 28 ditoch taktiez nepreukazany [55]. Co sa tyka vysledkov kratkodobej
expozicii testovanej latky, bolo porovnavané aj tinikové spravanie jedincov pri vystaveni pode
s obsahom MP PLA aPE. V tomto teste bola prejavena zniZena citlivost’ voci péde s PLA
Vv porovnani s PE [58].

Rozdielna inhibicia ¢i stimuldcia hmotnosti v nami prevedenych testoch moze byt pripisana
urovni kondicii organizmov pred nasadenim testov, alebo schopnosti prispdsobit’ sa zmene
podmienok po prevedeni do nového média.

V zmysle kondicie organizmov mozno poznamenat postreh, kedy konecnd hmotnost’ bola
zavisld na pociatocnej hmotnosti. Podl'a normy [40] sa maju do testov vyuzivat jedince
s hmotnost'ou 300-600 mg, avSak boli pozorovate'né rozdiely ked’ boli do testu nasadené
organizmy v priemere 500 mg a Vv pripade, ked’ kvoli nedostatku jedincov o vys$Sej hmotnosti
boli pouzité aj tie v tesnej blizkosti spodnej hranice. Prave v tychto pripadoch boli ubytky
hmotnosti vyraznejSie. Hoci by sa mali pouZzivat jedince v ramci vSetkych testov vzdy
0 priblizne rovnakej hmotnosti — aby nedochadzalo k ovplyvneniu vysledkov, nie vzdy bolo
vV chove dostatok hmotnostne vyrovnanych jedincov. TakZe iked shmotnostou spadali
do povoleného rozsahu, bol tam viditeI'ny rozdiel oproti inym testom.
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Utinky expozicie na preZitie

V akttnom teste je mortalita kontrolovana po 7. a po 14. diloch, pricom doélezity je konecny
pocet uhynutych jedincov. Jednotlivé percentudlne mortality boli spriemerované
a zosumarizované v Tab. 8. Pocas vSetkych akutnych testov neboli zaznamenané vyrazne
umrtia. Maximalna priemernd umrtnost’ je 10 % na koncentraciu. Tto hodnotu nepresiahla ani
mortalita v kontrole — test splfiuje podmienky platnosti.

Tab. 8: Priemerna percentualna mortalita na koncentraciu

PHB < 63um PHB 63-125 um
c 1. 2. 3. 1. 2. 3.
(mg/kg) | opakovanie | opakovanie | opakovanie | opakovanie | opakovanie | opakovanie
0 0,0 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0
62,5 0,0 7,5 0,0 2,5 2,5 0,0
125 0,0 5,0 2,5 0,0 2,5 0,0
250 2,5 5,0 0,0 0,0 5,0 2,5
500 0,0 10,0 5,0 0,0 2,5 5,0
1000 7,5 7,5 5,0 2,5 5,0 5,0

Uvedené hodnoty priemernych mortalit v jednotlivych koncentraciach pre kazdé opakovanie
testu boli este spriemerované, aby bolo mozné v grafe znazornit’ porovnanie oboch vel’kostnych
frakcii. Pri testoch s mensou velkostou Castic je vidiet isty narast mortality so zvySujicou sa
koncentraciou testovanej latky, no dosahuje len 6,7 %, ¢o odpoveda prirodzenej mortalite
nemusi suvisiet’ s vplyvom testovanej latky.

BmPHB <63um ®™PHB 63-125 um

priemernéd mortalita (%)
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Graf 3: Priemerné mortality v jednotlivych koncentraciach (%)
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4.1.3 Test chronickej toxicity

Test chronickej toxicity so zameranim na reprodukciu organizmov bol vykonany v oboch
velkostnych frakciach a z kazdej boli uskutocnené 2 opakovania testu. Laboratérne podmienky
boli zhodné s akatnymi testami, takZe testy prebichali v rovnakom prostredi. Z dévodu dizky
trvania testu boli jedince v testoch prikrmované, ¢o malo navodit’ optimalne podmienky pocas
celych 28 dni testu.

Utinok expozicie na rast

V chronickom teste je uc¢inok testovanej latky na rast organizmov posudzovany po 28 dioch,
kedy boli jedince vybrané ztestovacich nadob a hodnotené obdobnym postupom ako
v akutnych testoch. Ziskané inhibicie (stimulécie) rastu st uvedené tabul’ke (Tab. 9).

Tab. 9: Priemerné hmotnosti 1 daZd'ovky a percentualna inhibicia hmotnosti

PHB < 63um PHB 63-125 um
1. opakovanie 1. opakovanie
¢ (Mg/kg) | Mpociatozna (@) | Mioncena (F) | Thmotnosti (%0) | Mposiatoens (@) | Mioneens (@) | Ihmotnosti (%0)
0 0,424 0,492 -16,12 0,494 0,435 11,99
62,5 0,399 0,439 -10,18 0,461 0,444 3,74
125 0,368 0,401 -9,11 0,435 0,427 1,78
250 0,351 0,413 -17,90 0,409 0,382 6,67
500 0,344 0,410 -19,29 0,421 0,384 8,87
1000 0,316 0,367 -16,38 0,396 0,406 -2,36
2. opakovanie 2. opakovanie
¢ (MQ/KQ) | Mpotiatozna (9) | Mioneena (9) | Ihmotnosti (%0) | Mpociatoena (9) | Mioneena (9) | Ihmotnosti (%0)
0 0,539 0,541 -0,46 0,459 0,748 -62,85
62,5 0,482 0,422 12,46 0,442 0,717 -62,12
125 0,466 0,427 8,35 0,443 0,783 -77,02
250 0,480 0,414 13,80 0,443 0,843 -90,40
500 0,495 0,467 5,70 0,409 0,816 -99,39
1000 0,467 0,438 6,12 0,426 0,833 -95,55

*zaporna hodnota inhibicie hmotnosti lhmotnosti (%) znaci stimulaciu

Je vidiet,, ze vysledky sa v ramci jednotlivych opakovani nezhoduju, preto neboli uz spolo¢ne
priemerované pre vynesenie do spolo¢ného grafu. V prvom opakovani testu s PHB < 63um bol
u vSetkych koncentracii zaznamenany narast hmotnosti, av§ak narast v kontrole sa zhoduje
S narastom Vv najvysSej koncentracii. V dalSich testoch naopak prevladala u vsetkych
koncentrécii inhibicia hmotnosti. V druhom opakovani s ¢asticami PHB 63-125 um bola
zaznamenana stimuldcia prirastku hmotnosti, ktord sa zvySovala postupne so zvySovanim
koncentrécii. Tento test trva 4 tyzdne, o je pre organizmy zrejme dlha doba, pocas ktorej mézu
byt’ rdzne ovplyviiované, ¢o sa preukaze na ich hmotnosti. Konkrétne vysvetlenie ale pre tieto
kolisavé vysledky nemame, pricom vplyv testovanej latky mozZno vylucit.

Pri porovnani vyskumov sa vysledky rovnako nezhodovali a mali rozdielne trendy. V stadii
sledujucej efekt biodegradabilného plastu poly(butylenadipat-ko-tereftalatu) (PBAT)
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zmie$aného s PLA na L. terrestris bola pozorovana najvysSia inhibicia hmotnosti 17,6 %
pri koncentracii 0, 7 a28 % MP v pode [82]. Nami ziskané hodnoty sa priblizovali 14 %
inhibicie hmotnosti, ale len v jednom teste. Mikrocastice PE (s velkost'ou 250—1000 um) pocas
28 dni udazdovky L. terrestris nevyvolali Ziadne vyrazne zmeny pri aplikacii zhodnych
koncentracii PE s tymi nasimi [86]. V d’alSej stadii castice PE (0,125-500 g/kg) taktiez
nespoOsobili podstatné zmeny v biomase, avSak rychlost' rastu dazd’oviek bola nizsia
V porovnani s kontrolnym oSetrenim. Pri porovnani s PLA (s rovnakymi koncentraciami) boli
rychlosti rastu dazd’oviek vyssie ako pri kontrolne [83].

Uvazovanie bolo, ¢i neSlo o nedostatok potravy a preto namiesto pribytku hmotnosti —
hmotnost’ klesala. No medzi intervalmi prikrmovania vlo¢ky z povrchu pody ani neboli tplne
spotrebovang, takze sa da predpokladat’ ze potravy bol dostatok. Krmivo, ovsena mucka, bola
zvolena podl'a odporucani v norme [37], preto problém v potrave s vel’kou pravdepodobnostou
nebol.

Utinky expozicie na preZitie
V Tab. 10 st uvedené spriemerované mortality pre jednotlivé opakovania chronickych testov.

Tab. 10: Priemerné percentualna mortalita na koncentraciu

PHB < 63um PHB 63-125 um
¢ (markg) L 2. _ I 2. _
opakovanie | opakovanie | opakovanie | opakovanie
0 0,0 0,0 0,0 0,0
62,5 12,5 5,0 0,0 2,5
125 10,0 5,0 0,0 10,0
250 10,0 10,0 2,5 7,5
500 15,0 5,0 7,5 2,5
1000 17,5 5,0 2,5 7,5

V kontrolnych nadobach prezilo 100 % organizmov, takze jedna z podmienok platnosti testov
je splnend. Aj napriek prolongovanej dobre expozicie (oproti akutnym testom) je vidiet, ze
najvyssia tmrtnost’ dosahovala len 17, 5% v teste s PHB < 63um. S ¢asom sa teda imrtnost’
nezvySovala. Po spriemerovani opakovani testov boli ziskané hodnoty vynesené do spolo¢ného
grafu (Graf 4). V testoch s mensimi Casticami PHB je vidiet’ mierny stupajici trend, kdezto
U vacsich castic sa prezivanie dazd’oviek medzi koncentraciami nelisilo.

Co sa tyka uz spominanych §tadii uvadzajicich vysledky testov pri zhodnych koncentraciach,
u mikrocastic PE [55, 58] po 28 diioch neboli taktiez zaznamenané ziadne vyznamné G¢inky
na prezitie. Tieto vysledky na mortalitu pri podobnych koncentraciach sa spravidla zhodovali.
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Graf 4: Priemerné mortality v jednotlivych koncentraciach (%)
Utinok expozicie na reprodukény vykon

Poslednym endpointom V chronickych testoch bola reprodukcia. Vplyv na reprodukéné
schopnosti bol sledovany pomocou poctu juvenilov zratanych v jednotlivych koncentraciach
po 56 dioch. Inhibicia reprodukcie je vZzdy vztiahnutd na kontrolné vzorky, ale nevztahuje sa
na dospelych prezivsich (nezahffia uhynuté organizmy), pretoze sa s urcitostou nevie, ¢i
uhynuté jedince poskytli pred imrtim nejaké juvenily. Bol preto porovnany pocet narodenych
jedincov na koncentraciu.

Tab. 11: Sthrn vysledkov zameranych na reprodukciu organizmov

PHB < 63um PHB 63-125 pm
1. opakovanie 1. opakovanie
¢ (mg/kg) J K lreprodukcie (%0) J K Ireprodukcie (%0)
0 40 16 55 21
62,5 36 14 11,18 43 19 22,27
125 18 8 55,90 42 17 23,64
250 12 5 69,57 40 17 217,27
500 11 4 72,67 29 12 48,18
1000 6 2 85,09 26 12 52,27
2. opakovanie 2. opakovanie
C (mg/kg) J K |reprodukcie (%) J K |reprodukcie (%)
0 40 21 61 20
62,5 25 12 36,08 33 18 46,72
125 18 8 55,06 27 14 56,15
250 16 6 59,49 24 18 60,25
500 17 5 58,23 20 14 66,80
1000 9 3 77,22 18 10 70,08

J — priemerny pocet juvenilov na testovaciu nadobu, K — priemerny pocet kokonov
na testovaciu nddobu, Ireprodukcie — priemerna inhibicia reprodukcie vztiahnuta na kontrolu
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Sthrn vysledkov zo vSetkych chronickych testov je uvedeny v Tab. 11 aspriemerované
hodnoty inhibicie reprodukcie pre porovnanie velkostnych frakcii su v nasledujicom grafe
(Graf 5). Z hodn6t inhibicie uvedenych v tabulke, ale aj z grafu je zrejmé, ze v zavislosti
od koncentracie sa prejavil stipajuci trend v inhibicii reprodukénej schopnosti testovacich
jedincov — bez vynimky v ani jednom opakovani.
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Graf' 5: Priemerné inhibicie reprodukcie

Podmienkou platnosti testu podl’a normy [37] je, aby v kontrolnych nadobach bolo narodenych
viac ako 30 juvenilov, o nasSe testy spliuju.

Déazd’ovky st zname vysokou mierou reprodukcie, ale v stadidch sa opakuje tvrdenie, ze
toxicke latky v zivotnom prostredi na rozmnozovanie maju vyrazny vplyv. V prehl'adnej stadii
su vSak uvadzané vysledky, ktoré sa v niektorych pripadoch zhoduji a niektoré ich naopak
vyvracaju — zalezi to od typu plastu a velkosti ¢astic [58]. V studii vykonévanej na organizme
E. andrei pri expozicii rovnakej koncentracie mikro¢asticiam PE nebol preukdzany Zziaden
vyznamny trend v inhibicii reprodukcie. Napriek tomu histopatologicka analyza ¢reva poskytla
dokazy o poskodeniach a odpovediach imunitného systému na MP [76]. Na zaklade tohto
endpointu bolo o¢akavané prejavenie efektu PHB na suborganizmalnej Grovni.

4.2 Zavedené testy na suborganizmalnej Grovni

Testy na suborganizmalnej urovni — stanovenie biomarkerov — boli po optimalizacii realizované
na organizmoch ziskanych po ukonceni vyssie uvedenych testov. Z kazdého typu testu a kazdej
vel'kostnej frakcie bol vybrany jeden test pre biochemickll analyzu. Bolo to hlavne kvoli
casovej narocnosti, pretoze v jednom teste je 24 vzoriek (6 koncentracii po 4 opakovania)
a vsetky boli podrobené 3 stanoveniam rozlicnymi postupmi. TakZe boli preverené aktivity
enzymu katalazy a peroxidacie lipidov (za sucasného stanovenia proteinu vo vzorke) v 2
testoch s referenc¢nou HsBOs — pre overenie trendov, d’alej v 2 aktitnych testoch (1. test s PHB
<63um, 2. test s PHB 63-125 pm) a v 2 chronickych testoch (1. test s PHB < 63um, 2. test
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SPHB 63-125 um). Ziskané vysledky su uvedené a diskutované v nasledujucich
podkapitolach.

4.2.1 Koncentracie proteinov stanovené Lowryho metédou

Koncentracie proteinu v jednotlivych vzorkach boli vypocitané podl'a postupu v kapitole 3.4.2..
Vysledné hodnoty vyjadruji koncentraciu proteinu na g tkaniva. Pohybovali sa v rozmedzi 21,
94-48,72 mg/g tkaniva organizmu. Kvoli velkému objemu dat boli ziskane koncentracie
umiestnené do priloh (Priloha 3).

4.2.2 Aktivity enzymu katalazy

Aktivity enzymu katalazy bola stanovend na zéklade smernice krivky ziskanej z od¢itania
absorbancie pri rozklade H20. vo vzorke. Aktivita bola prepoc¢itana na mnozstvo proteinu
V tkanive organizmu. Takto ziskané hodnoty st uvedené v Tab. 12, ktord uvadza vysledky
stanovené pre test s referencnou latkou — H3BOa.

Tab. 12: Aktivita katalazy v teste s H3BOs

Kyselina borita
¢ (mg/kg) | aktivita CAT (umol H.Oz/min/mg proteinu)

0 6,559
200 7,427
400 7,876
600 8,328
1200 8,350
1800 8,389

Katalaza je beznym enzymom pritomnym takmer vo vSetkych organizmoch a je nepretrzite
produkovana mnohymi metabolickymi drdhami — jej vyskyt v organizme je prirodzeny.
Déazd’'ovky maja vo svojich ¢revach Specidlne metabolity, ktoré napomahaju obrane proti
oxida¢nému posobeniu. Vtedy sa mnozstvo antioxidacnych enzymov zvysuje, aby pomohli
neutralizovat a katalyzovat’ odstranenie zvacSeného mnozstva H,O, v organizme. ZvySena
syntéza enzymu teda znamena, ze ddzd’ovky pouzivaju antioxidant na boj proti stresu. Rychlost’
rozkladu H»O; je zavisla na syntéze katalazy [84].

To vysvetluje, pre¢o je aj v kontrolnej nadobe zaznamenana aktivita tohto enzymu. Co je
dolezité, so vzrastajucou koncentraciou kyseliny boritej narastala aj aktivita enzymu — aj ked’
nie vyrazne, trend je viditelny aj na nasledujucom grafe (Graf 6). Tento trend podporil
spravnost’ prevedenia stanovenia enzymu.
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Graf 6: Vypocitané aktivity katalazy v teste s HsBOs

Po prejavenej inhibicii reprodukcie u vSetkych chronickych testov s PHB bol podobny trend
ocakévany aj pri enzymatickej aktivite. Vysledky z testov s latkou PHB uvedené v Tab. 13 vSak
stupajuci trend nepotvrdili.

Tab. 13: Aktivita katalazy v testoch s PHB

Akutny test Chronicky test
PHB <63 um | PHB 63-125 um | PHB <63 um ‘ PHB 63-125 pm
¢ (mg/kg) aktivita CAT (umol H2O2/min/mg proteinu)
0 5,670 5,856 7,341 6,015
62,5 7,640 5,791 8,087 7,288
125 6,464 5,903 8,268 6,971
250 6,877 4,682 9,347 7,069
500 6,042 6,461 8,136 6,731
1000 7,810 5,739 7,312 6,976

V kontrolnych nadobach boli stanovené rozdielne hodnoty katalazy. Pripadd do uvahy, Ze aj
organizmy Vv kontrolnych nadobach podliehali uréitému stresu (obzvlast v chronickom teste,
kedy s nimi bolo manipulované omnoho ¢astejsie).

Vysledkov v §tadii, kedy bola E. fetida vystavena mikrocasticiam LDPE o velkosti 250—
1000 pm (so zhodujucimi sa koncentraciami s nasimi) [75], nepotvrdili vyrazné zmeny aktivity
enzymu oproti kontrole. V ich pripade §lo vSak o pokles aktivity katalazy, co pripisovali
zniZenej aktivite enzymu SOD (na ktory kataldza nadvézuje), alebo mozZnosti, Ze niektoré
plastové prisady maji schopnost’ posobit’ ako inhibitory katalazy.

Vysledky stanovenych aktivit katalazy boli vynesené aj do spoloénych grafov (Graf 7 a 8).
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Graf'7: Vypocitané aktivity katalazy v akutnych testoch s PHB
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Graf 8: Vypocitané aktivity katalazy v chronickych testoch s PHB

Dazd’ovkam je pripisovana schopnost’ adaptacie na stres, ktory vyvolavaji oxida¢né zluceniny
do dvoch tyzditov po expozicii. Co bolo diskutované vo viacerych $tudiach, kedy bola aktivita
v prvych dnoch expozicie vyrazne zvySena a postupne sa vracala naspdt k hodnotdm
kontrolnych vzoriek [84, 85]. V naSich pripadoch to nie je mozné porovnat, pretoze v akutnych
testoch sa testovala aktivita po 14 diioch a v chronickych po 28 dioch, ale jednalo sa o iné
jedince — ktoré mohli byt inak ovplyvnené. Na tento rozdiel aktivit by bolo vhodné zamerat’ sa
pri d’alSich testovaniach tejto latky.
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4.2.3 Peroxidacia lipidov stanovenda pomocou TBARS

V experimentalnej Casti (kapitola 3.4.4.) je uvedeny postup kalibracie Standardu MDA.
Pre vypocet vzniknutych produktov TBARS v jednotlivych vzorkach bolo potrebné premenit’
koncentracie kalibraénych roztokov z mg/l na umol/I (v ktorych mé byt vysledna koncentracia
uvedend). Koncentracie v pmol/l boli pouzité na vytvorenie kalibracnej krivky vynesenim na 0S
X a prisluchajuce absorbancie boli vynesené na os y (Graf 9).
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Graf 9: Kalibracna krivka zavislosti absorbancie na koncentracie MDA

Pomocou ziskanej rovnice z kalibracie a nameranych absorbancii jednotlivych vzoriek boli
vypocitané koncentracie produktov TBARS vo vsetkych vzorkadch. Aby boli vztiahnuté
na mnozstvo tkaniva organizmu v stanovovanej vzorke — boli hodnoty podelené prisluchajiicou
koncentraciou proteinu. Vysledky st vyjadrené ako pmol TBARS na mg proteinu (Tab. 14)
a boli vynesené do stipového grafu (Graf 10).

Tab. 14: Koncentracia TBARS v teste s H3BOs3

Kyselina borita
c (mg/kg) | Crears (Lmol/mg)

0 1,098
200 1,127
400 1,163
600 1,229
1200 1,383
1800 1,441
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Graf 10: Vypocitané koncentracie TBARS v teste s H;BOs
Malondialdehyd (MDA) spolu s d’alsimi produktami peroxidacie (TBARS) st hlavnym
ukazatel'om poskodenia lipidov v tkanivach organizmov. Pri oxida¢nom strese sa koncentracia

TBARS zvySuje. ZvySovanie by malo korelovat’ s narastom katal4zy, ktora potvrdzuje obranu
voci ROS.

V pripade kyseliny boritej je vidiet, Ze koncentracia TBARS narasta v zavislosti
od koncentracie referen¢nej latky. Tym bola potvrdena citlivost’ biomarkeru na toxick latku.

Nasledujuca tabulka (Tab. 15) uvadza vysledky ziskanych koncentracii TBARS v akttnych
a chronickych testoch s PHB soboma velkostnymi frakciami. Vysledky stanovenych
koncentracii boli vynesené do grafov (Graf 11 a 12).

Tab. 15: Koncentracia TBARS v testoch s PHB

Akutny test Chronicky test
PHB <63 pm | PHB 63-125 pm | PHB <63 pm ‘ PHB 63-125 pm
¢ (mg/kg) Crears (Lmol/mg)
0 0,818 1,239 1,247 1,215
62,5 1,211 1,134 1,095 1,207
125 1,118 1,088 0,878 1,399
250 1,251 1,102 1,058 1,114
500 1,344 1,341 0,812 1,165
1000 1,175 1,174 0,758 1,270
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Graf'11: Vypocitané koncentracie TBARS v akutnych testoch s PHB

181 mPHB <63 yum ®PHB 63-125 um
1,6 -

14 -
1,2
1,0 A
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -

C tBARs (Lmol/mg)

0 62,5 125 250 500 1000
¢ (mg/kg)
Graf 12: Vypocitané koncentracie TBARS V chronickych testoch s PHB

So ziskanych vysledkov stanovenych na organizmoch vystavenych mikrocasticiam PHB opat’
neboli pozorované Ziadne vyrazné a zhodujuce sa trendy. V kontrolnych vzorkach organizmov
sa koncentracia TBARS v 3/4 testoch pohybovala okolo hodnoty 1,2 umol/mg, kdezto
V jednom teste bola vyrazne nizsia — S hodnotou 0,8 umol/mg. Mohlo ist o chybu v ramci
jedného merania, alebo to bolo spdsobené rozdielnymi podmienkami pri prebiehajucich
testoch. Podmienky pri testoch maji byt zhodné, ale kazdy test sa moze vykonavat’ s rozdielnou
citlivostou, preto tazko zrovnavat koncentrdcie TBARS v kontrolnych vzorkach s inymi
Stidiami.

Nase vysledky nie su v zhode so Stadiou autorov, kedy pri testovani vplyvu LDPE
(pri rovnakych koncentraciach s nasimi a pri zhodnom postupe prevedenia testu) na E. fetida —

64



organizmy vystavené vys$im koncentraciam LDPE (250-1000 mg/kg) mali najvyssie
priemerné hodnoty TBARS na mg proteinu so Statisticky vyznamnymi rozdielmi v porovnani
s kontrolnymi vzorkami organizmov [75]. Pri koncentracii 1 g/kg LDPE po expozicii 28 dni
bola koncentracia TBARS v d’alSej stadii [86] taktiez vyrazne zvySend. PriCom sa najvacsi
narast zaznamenal v priebehu prvych 7 dni.

V inej studii, kde boli testovane PE a PP mikrocastice (o velkosti 8-1660 um) prostrednictvom
E. fetida, obsahy TBARS predstavovali rozne stupne poklesu po 14 a 28 dnoch, ¢o naznacuje,
ze expozicia mikrocastic nemala vplyv na peroxidaciu lipidov. Pokles pripisovali ucinnej
obrane antioxida¢nych enzymov [85].

Ako je wvidiet, vysledky stanovovanych peroxidacii lipidov st rozne, priCom je tam
pravdepodobnost’ korelacie s koncentraciou pritomnych mikroplastov. V tejto faze vsak zatial
nie je mozné vyvodzovat’ nasledky nami testovanych koncentracii mikro€astich PHB.

4.3 Zhodnotenie ziskanych vysledkov

Aj ked’ sa jednd o modelovy organizmus, z naSich vysledkov nie je moZné vyvodzovat’ Ziadne
objektivne zavery. Bolo by potrebné zvysit’ pocet testov, pre prikloneniu sa k variante prirastku
alebo tibytku hmotnosti organizmov — V klasickych akatnych a chronickych testoch, ktora bola
V testov najviac kolisava. Pritom podmienky jednotlivych testov boli zhodné, pH umelo
pripravovane] pody bolo vzdy v povolenom rozmedzi, teplota laboratéria bola vzdy
kontrolovana. Z mdjho nézoru sa preto jedna o vysoko citlivé organizmy. Preto mohla byt’ ich
zhorSend kondicia ovplyvnend aj samotnou manipuléciou, ¢i individudlnou aklimatizaciou
na nové podmienky po premiestneni do testovaciecho média a S novym druhom potravy.

Nejednoznacéné vysledky v tychto testoch sa tak prejavili aj v biochemickej analyze. Hoci nejde
0 metddy vyuzivané v naSich laboratérnych podmienkach uz dlho, z ¢coho by bolo mozné
vyvodit’ ich citlivost’ a spravnost’ vyuzitia pre nami testované organizmy, trend pri testovani
tkaniva po expozicii HzBOs bol preukazany. To nam potvrdilo uréitd citlivost’ zavedenych
metod. Preto nemozno prisudzovat nejednotné vysledky v testovani tkaniva organizmov
po expozicii PHB spdsobu prevedenia metddy. V budicnosti bude vSak potreba ich zdokonalit
a vymedzit’ mozné interferencie pre zisk presnejSich vysledkov.
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5 ZAVER

Predlozena diplomova préca je zamerana na posudenie vplyvu biodegradabilného mikroplastu
polyhydroxybutyratu na zastupcu pédnych bezstavovcov dazd’ovku hnojnu (E. fetida). Cielom
bolo postdenie ucinkov ako na organizmalnej, tak aj na suborganizmalnej Grovni.

Teoreticka Cast’ je preto venovana vseobecnému prehl'adu ekotoxikologickych testov a metod
vyuzivanych k stanoveniu roznych biomarkerov oxida¢ného stresu, dalej je venovana
zhodnoteniu vhodnosti vyuzitia organizmu E. fetida v tychto testoch a poslednej casti sa
poukazuje na problematiku mikroplastov v pédnom prostredi.

Naplinou experimentéalnej prace bolo realizovat’ ekotoxikologické testy — akutne a chronické,
kde boli organizmy E. fetida vystavené mikroplastom PHB o dvoch velkostnych frakciach
(Castice PHB v rozmedzi 63—125 pm a ¢astice PHB < 63 um). Nasledne bolo tllohou zaviest’
metddy na stanovenie biomarkeru oxida¢ného stresu. Na zaklade preStudovane;j literatary boli
zvolené a prisposobené nasim laboratornym podmienkam metédy na stanovenie enzymu
kataldzy a peroxidacie lipidov. Tieto metddy boli po optimalizacii realizované na hodnotenie
tkaniva organizmov po vystaveni PHB.

Vysledky inhibicie hmotnosti ¢i mortalita ziskané¢ v ramci akutnych a chronickych testov
nepredstavovali vyrazné rozdiely, o znamend, Ze ani po 28 ditoch mikroc¢astice PHB pritomné
Vv testovacom médiu nepreukazali vyznamny vplyv na testovacie organizmy. Jediny preukazany
efekt u vSetkych chronickych testoch bol v inhibicii reprodukcie so zvySujucou sa
koncentraciou Castic PHB. Preto bolo o¢akéavané, ze sa vplyv PHB prejavi na suborganizmalne;j
urovni pomocou zavedenych metodik. Efekt vSak nebol preukdzany pri stanovovani aktivity
kataldzy a peroxidacii lipidov. Zavedené metody vSak preukdzali negativne vplyvy
na organizmus pri testovani referencnej latky — kyseliny boritej, preto mozno predpokladat’
vhodnost’ zvolenych biomarkerov. Avsak vysledky na poukazanie vplyvu PHB na pddne
organizmy nie su zatial' v tomto Stadiu skiimania preukéazatel'né.

Zavedené metody mozu byt vSak dalej vyuzité k testovaniu vplyvu tejto latky
na suborganizmalnej irovni, ¢o je v buducnosti potrebné z dovodu zisku viacerych vysledkov
aich objektivnemu potvrdeniu alebo vyvrateniu. Mozno sa zaroveil vynara aj potreba
zdokonalit’ pouzité metddy, aby vykazovali vacsiu citlivost’ voci testovanej latke.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ATP
BSA
CAT
DTNB
EC
GPx,
GR
GSH
GSSG
GST
HPLC

ISO

LC
LDPE
LOAEC

LOAEL
MDA
MP
NADPH
NOAEC
NOAEL
NP
OECD
PAH
PBAT
PBDE

adenozintrifosfat

Standardny hovidzi albumin

katalaza

kyselina 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova
efektivna koncentracia
glutationperoxidaza

glutationreduktaza

glutation redukovany

glutation oxidovany
glutathion-S-transferaza

vysokoucinna kvapalinova chromatografia
inhibi¢na koncentracia

Medzinarodna organizécia pre normalizaciu
letalna koncentracia

polyetylén s nizkou hustotou

evve

evve

malondialdehyd

mikroplasty

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

najvyssia koncentracia bez pozorovaného nepriaznivého ucinku oproti kontrole
nanoplasty

Organizacia pre hospodarsku spolupracu a rozvoj

polykondenzované aromatické uhl'ovodiky

poly(butylenadipat-ko-tereftalat)

polybromované difenylétery
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PBS
PCL
PE
PET
PHA
PHB
PLA
PS
PS-MP
PTT
PVA
PVC
ROS
SOD
TBA
TBARS
TCA
UV-Vis
WHC
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fyziologicky fosfatovy pufer
polykaprolakton

polyetylén
polyetyléntereftalat
polyhydroxyalkonoaty
poly(3-hydroxybutyrat)
kyselina polymlie¢na
polystyrén

polystyrénové mikroplasty
Polytrimethylentereftalat
polyvinylalkohol
polyvinylchlorid

reaktivne formy kyslika
superoxid dismutaza
kyselina thiobarbiturova
latky reagujice s TBA
kyselina trichloroctova
ultrafialova-viditeIna spektroskopia

maximalna vodna kapacita pody
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9 PRILOHY

Priloha 1: Akutne testy

78

Tab. 16: Test s referen¢nou latkou — 1. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | € | Mpogiatozna (@) | PH | M | Mioneena (@) | M | pH
01 3,74 566 | 0 3,24 0 |565
0 02 3,98 0 3,36 0
03 3,87 0 3,50 0
04 4,13 0 3,73 0
11 4,16 551 | O 3,61 0 |549
12 3,93 0 3,53 0
200
13 3,84 0 3,25 0
14 3,86 0 3,30 0
2.1 3,90 540 | O 3,28 0 |[533
22 3,99 0 3,36 0
400 =
2.3 3,64 0 2,88 0
2 4 3,95 0 3,28 0
31 3,74 547 | 0 3,07 0 534
500 32 3,55 0 2,86 1
33 3,86 0 3,10 0
34 3,93 0 3,08 0
41 3,78 562 | 0 2,92 0 |556
4 2 3,73 0 2,83 1
1200 43 3,92 0 3,21 0
4 4 4,26 0 3,29 0
51 3,98 550 | 0 2,88 0 |5/45
52 3,91 0 2,13 2
1800 =
53 4,12 0 3,01 0
54 3,92 0 2,91 1




Tab. 17: Test s referencnou latkou — 2. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mposiaoena @) | PH | M| Mioneens (@) | M | pH
01 2,95 0 3,72 0
02 2,92 0 4,12 0
0 03 3,75 561 | 1 4,61 0 |512
04 3,70 0 4,58 0
11 4,01 1 4,84 0
12 3,64 1 4,18 0

200 =
13 3,83 556 | 0 4,90 0 |[505
14 3,63 1 3,55 2
2.1 3,93 0 5,33 0
2.2 3,60 0 4,04 1
400 =
23 3,62 562 | 0 4,42 0 |509
2 4 3,50 0 3,96 1
31 3,82 0 4,88 0
32 3,54 0 3,81 0
600 33 3,97 557 | 0 3,85 0 |503
34 3,50 0 3,89 0
41 3,76 1 0,68 7
42 3,65 0 2,60 3+1
1200 43 3,71 554 | 1 2,35 3 4,98
4 4 3,58 0 2,57 3+1
51 3,69 2 1,22 3+2
1800 52 3,33 1 1,34 4+1
53 3,64 548 | 0 1,28 4+3 | 4,93
54 3,55 1 1,39 4
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Tab. 18: Akutny test s PHB <63 pm — 1. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mposiaoena @) | PH | M| Mioneens (@) | M | pH
01 3,70 6,42 | 0O 3,57 0 |6,40
02 3,77 0 3,73 0
0 03 3,76 0 3,63 0
04 3,94 0 3,72 0
11 3,66 6,35 | 0 3,68 0 |632
12 3,67 0 3,32 0
62,5
13 3,47 0 3,66 0
14 3,62 0 3,15 0
2.1 3,38 6,33 | 0 3,65 0 (631
195 2.2 3,18 0 2,69 0
23 3,19 0 3,41 0
2 4 3,21 0 3,28 0
31 3,12 6,44 | 0 3,35 0 |637
32 3,02 0 3,00 0
250 =
33 3,04 0 3,34 0
34 3,06 0 2,75 1
41 3,09 621 O 3,21 0 |6,19
42 3,15 0 3,24 0
500 43 3,09 0 3,26 0
4 4 3,04 0 3,38 0
51 3,10 6,27 | O 2,54 1 |6,18
1000 52 3,17 0 2,91 0
53 3,15 0 1,82 2
54 3,08 0 2,84 0




Tab. 19: Akutny test s PHB <63 pm — 2. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mposiaoena @) | PH | M| Mioneens (@) | M | pH
01 3,95 652 0 3,29 0 |639
02 4,06 0 3,67 0
0 03 4,10 0 3,74 0
04 4,23 0 3,45 1
11 4,10 6,43 | 1 3,76 1 1]6,17
12 4,04 0 3,35 0
62,5
13 3,97 0 3,66 1
14 3,92 0 2,93 1
21 4,01 6,48 | 1 2,98 1 | 6,26
195 2.2 3,85 0 3,70 0
23 4,18 0 3,59 0
2 4 4,05 0 2,80 1
31 3,93 6,35| 0 3,41 0 |6,09
32 3,95 0 3,18 2
250 =
33 3,73 1 3,57 0
34 3,47 0 3,40 0
41 3,68 6,44 | 1 3,84 0 |6,15
42 3,65 0 3,01 2
500 43 3,44 0 3,32 1
4 4 3,61 1 3,39 1
51 3,34 6,34 | 0 3,21 1 |5,99
1000 52 3,43 0 3,24 1
53 3,46 0 3,38 1
54 3,38 1 3,51 0
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Tab. 20: Akuatny test s PHB < 63 pm — 3. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mposiaoena @) | PH | M| Mioneens (@) | M | pH
01 4,33 6,27 | O 4,05 0 |[596
02 4,22 0 4,07 0
0 03 4,32 0 4,25 0
04 4,26 0 4,14 0
11 4,04 6,20 O 4,11 0 |[592
12 4,03 0 3,80 0
62,5
13 4,13 0 4,25 0
14 4,00 0 4,08 0
2.1 3,98 6,28 | 0 3,81 0 |59
195 2.2 3,67 0 3,58 0
23 3,76 0 3,11 1
2 4 3,90 0 3,32 0
31 3,59 6,26 | O 3,20 0 (581
32 3,65 0 2,99 0
250 =
33 3,57 0 3,35 0
34 3,64 0 3,19 0
41 3,60 6,14 | O 3,62 0 |588
42 3,59 0 3,00 0
500 43 3,62 0 3,19 1
4 4 3,63 0 3,26 1
51 3,69 6,30 | O 3,04 1 | 5,76
1000 52 3,62 0 3,21 1
53 3,63 0 3,61 0
54 3,56 0 3,39 0




Tab. 21: Akutny test s PHB 63—-125 um — 1. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mpotiaoena @) | PH | M| Mionesna (@) | M | pH
01 4,81 6,15 0 4,36 0 |586
02 4,90 0 4,62 0
0 03 4,83 0 4,54 0
04 4,92 0 4,47 0
11 4,41 6,05 0 4,25 0 |588
12 4,38 0 4,34 0
62,5 13 4,77 0 453 0
14 4,52 0 4,03 1
2.1 4,30 564 | 0 4,03 0 [59%
195 22 4,22 0 4,17 0
23 4,23 0 4,12 0
2 4 4,37 0 3,95 0
31 4,12 6,45 | 0O 3,96 0 |6,10
32 4,13 0 4,40 0
250 33 4,24 0 3,81 0
34 3,97 0 3,91 0
41 3,42 6,39 | 0 3,68 0 |6,07
42 3,73 0 3,90 0
500 43 3,88 0 4,01 0
4 4 3,99 0 4,19 0
51 3,40 591| O 3,73 0 |[593
1000 52 3,35 0 3,57 0
53 3,50 0 3,41 1
54 3,42 0 3,76 0
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Tab. 21: Akutny test test s PHB 63—125 um — 2. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mposiaoena @) | PH | M| Mioneens (@) | M | pH
01 3,86 6,48 | O 3,83 0 |6,26
02 3,88 0 4,02 0
0 03 3,87 0 3,92 0
04 3,55 0 3,65 0
11 3,54 6,30 | O 3,39 0 |[596
12 3,42 0 2,70 1
62,5 =
13 3,38 0 3,27 0
14 3,18 0 3,22 0
2.1 3,21 6,29 | O 3,25 0 [59%
195 2.2 3,33 0 2,79 1
23 3,30 0 3,26 0
2 4 3,11 0 2,85 0
31 3,19 6,15| 0 2,54 1 |587
32 3,31 0 2,78 0
250 =
33 3,27 0 2,66 1
34 3,10 0 3,22 0
41 3,07 6,15| O 2,84 0 |588
42 3,16 0 2,81 1
500 43 3,42 0 3,05 0
4 4 3,39 0 3,11 0
51 3,17 6,11 | O 2,83 0 |577
1000 52 3,29 0 3,23 0
53 3,13 0 2,21 1
54 3,12 0 2,50 1




Tab. 22: Akutny test test s PHB 63—125 um — 3. opakovanie

c nasadenie 7d 14.d
(mg/kg) | & | Mpotiaoena @) | PH | M| Mionesna (@) | M | pH
01 5,61 6,47 | O 5,59 0 (631
02 5,75 0 5,68 0
0 03 5,74 0 5,67 0
04 5,65 0 5,33 0
11 5,68 6,20 O 5,62 0 |[598
12 5,73 0 5,58 0
62,5
13 5,57 0 5,18 0
14 5,38 0 5,41 0
2.1 5,52 6,39 | 0 5,19 0 |6,18
195 2.2 5,69 0 5,26 0
23 5,77 0 5,68 0
2 4 5,65 0 5,48 0
31 5,43 6,17 O 4,87 1 |6,04
32 5,56 0 5,28 0
250 =
33 5,42 0 5,05 0
34 5,55 0 5,31 0
41 5,45 6,05 O 4,67 1 |6,01
42 5,40 0 4,31 1
500 43 5,44 0 5,30 0
4 4 5,42 0 5,12 0
51 5,12 6,22 | 0 4,27 1 |587
1000 52 5,18 0 4,94 0
53 5,05 0 4,61 0
54 5,14 0 4,20 1
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Priloha 2: Chronické testy

Tab. 23: Chronicky test s PHB < 63 pm — 1. opakovanie

c nasadenie 14d 28.d 56.d
(mg/kg) | € | Mpotiaozna (@) | PH | M| Mioneena (@) | M | pH J K pH
01 4,23 6,27 | 0 4,72 0 |6,04]| 39 15 | 5,85
02 4,24 0 4,68 0 54 24
0 03 4,12 0 4,95 0 32 11
04 4,35 0 5,32 0 36 12
11 3,93 568 | 1 2,95 1 |563] 23 8 5,59
625 12 4,02 0 5,44 0 63 23
13 3,92 0 3,21 1 31 12
14 4,08 0 3,99 0 26 11
2.1 3,71 6,07 | 1 3,96 0 |588]| 17 8 5,70
125 22 3,80 0 3,73 0 25 10
23 3,58 0 3,42 1+1 12 5
2.4 3,62 0 4,12 0+1 17 7
31 3,57 59| 0 3,93 1 |582] 17 7 5,74
32 3,42 0 3,47 0+1 8 4
250 33 3,31 1 3,41 1 8 3
34 3,72 0 4,43 0 16 5
41 3,48 561 | 1 3,01 0+1 | 539 | 12 4 5,29
42 3,62 0 4,23 1 6 3
500 =
4 3 3,36 0 4,37 0 19 6
4 4 3,30 1 2,80 2 7 3
51 3,15 557 | 0 3,48 1 |554| 9 2 5,53
1000 52 3,22 0 3,32 0+2 2 1
53 3,14 0 3,70 0+2 13 4
54 3,12 1 3,05 1 0 0
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Tab. 24: Chronicky test s PHB < 63 pm — 2. opakovanie

c nasadenie 14.d 28.d 56.d
(mg/kg) | ¢. Mposiatoens (9) | PH M Mionecna (9) M pH J K pH
01 5,36 6,44 | O 5,18 0 628 41 26 6,04
02 5,42 0 5,04 0 33 15
0 0.3 5,37 0 5,53 0 39 16
04 5,40 0 5,90 0 45 26
11 4,80 6,29 | O 4,49 0 |606]| 24 12 6,03
1.2 4,72 2 3,12 0 28 | 13
625 1773 4,71 0 4,19 0 31 | 17
14 5,03 0 428 0 18 | 7
2.1 4,47 6,35| 0 3,51 0 624 20 8 5,92
2 2 4,60 2 3,45 0 17 | 9
125153 4,46 0 4,43 0 15 [ 7
2 4 5,12 0 4,84 0 19 | 8
31 4,49 6,58 | 0 3,91 0 631 10 4 6,15
3.2 4,85 1 3,89 0 13 4
250 33 4,67 1 3,77 0 19 5
34| 520 0 331 | 1+1 22 | 9
41 4,88 664 0 4,54 0 [635| 14 | 4 |617
42 5,11 1 4,35 0 30 | 11
S0 T 2% 1 | 430 0 2| 4
4 4 4,92 0 4,53 0 10 2
51 4,88 601 0 4,44 0 [595| 12| 4 |64
52 4,75 0 4,70 0 5 2
1000 == 255 0 4,40 0 10 | 3
54 4,49 2 3,19 0 9 2
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Tab. 25: Chronicky test s PHB 63125 pm — 1. opakovanie

c nasadenie 14d 28.d 56.d
(mg/kg) | ¢. Mposiatoens (9) | PH M Mionecna (9) M pH J K pH
01| 475 |647] 0 4,37 0 |631] 3 | 17 | 624
02| 492 0 3,99 0 29 | 19
° o3| 508 0 4,38 0 64 | 23
04| 501 0 4,65 0 2 |
11| 454 |643] 0 431 0 |634| 39 | 18 | 628
12| 491 0 4,26 0 51 | 24
025 T3 45 0 | 467 0 18 | 20
14 4,45 0 4,50 0 33 15
21| 439 651 o 4,38 0 |633| 38 | 17 | 620
2.2 4,47 0 4,43 0 37 16
125 5 ass 0 4,39 0 4 | 13
24| 408 0 3,88 0 49 | 20
31| 387 634 0 3,94 0 |629] 33 | 14 | 618
32| 402 0 3,85 0 35 | 15
20 53 409 0 | 370 0 2 | 17
34| 439 0 3.41 1 50 | 22
41| 422 |620] o 4,28 0 |624| 34 | 15 | 617
42| 401 0 268 | 1+1 19 | 9
S0 T3 246 0 | 320 |0+l 2 | 1
44| 416 0 4,07 0 29 | 11
51| 439 |615] 0 372 | 0+l | 624 | 24 | 14 | 629
52| 392 0 4,01 0 25 | 10
1000 =378 0 4,21 0 18 | 7
54| 376 0 3,87 0 38 | 15
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Tab. 26: Chronicky test s PHB 63125 pm — 2. opakovanie

c nasadenie 14.d 28.d 56.d
(mg/kg) | ¢. Mposiatoens (9) | PH M Mionecna (9) M pH J K pH
01 4,24 568 | 0 6,41 0 |565]| 64 25 5,55
02 4,42 0 7,58 0 72 21
0 03 5,02 0 7,73 0 46 12
04 4,68 0 8,18 0 62 20
11 4,29 571 | 0 6,23 1 |520| 27 20 5,18
12 4,48 0 7,11 0 38 19
62,5 13 4,30 0 8,44 0 46 24
14 4,61 0 6,19 0 19 7
2.1 4,88 5,49 0 7,32 2 534 | 25 18 5,30
2.2 4,43 0 6,07 1 28 10
125 23 4,43 0 7,64 1 21 13
2 4 3,96 0 6,95 0 33 16
31 4,81 5,47 0 7,71 0 537 | 27 21 5,34
32 4,60 0 6,21 3 13 16
20 3 a3t 0 | 864 0 33 | 23
34 3,98 0 8,48 0 24 12
41 4,11 566 | 0 8,23 0 |558]| 19 14 5,46
42 3,84 0 8,48 0 16 9
S0 T 4 0 | 8ol 0 17 | 15
4 4 4,06 0 7,11 1 29 17
51 4,00 553 | 0 7,52 0 545 | 20 10 5,41
1000 52 4,38 0 8,87 0 15 5
53 4,59 0 7,29 2 25 9
5 4 4,06 0 7,02 1 13 14
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Priloha 3: Stanovené koncentracie proteinov

Tab. 27: Koncentracie proteinov stanovené v testoch s kyselinou boritou

Kyselina borita — 1.test

Kyselina borita — 2.test

Mikanivo Vpufor A Cprotein Mikanivo Vpufor A Cprotein
(@) (1) () | (mg/g tkaniva) | (g) V) () | (mg/g tkaniva)

01| 1,329 | 0,01329 | 0,6529 31,48 1,500 | 0,01500 | 0,8030 38,98
0 2| 1,406 | 0,01406 | 0,6255 30,11 1,575 | 0,01575 | 0,6448 31,08
03| 1,475 | 0,01475 | 0,6569 31,68 1,560 | 0,01560 | 0,5357 25,62
04| 1,300 | 0,01300 | 0,6517 31,42 1,625 | 0,01625 | 0,5316 25,42
11| 1,490 | 0,01490 | 0,6822 32,95 1,620 | 0,01620 | 0,4620 21,94
12| 1,491 | 0,01491 | 0,6921 33,44 1,720 | 0,01720 | 0,6542 31,54
13| 1,360 | 0,01360 | 0,6168 29,68 1,550 | 0,01550 | 0,5455 26,11
14| 1,386 | 0,01386 | 0,6979 33,73 1,790 | 0,01790 | 0,5459 26,13
21| 1,420 | 0,01420 | 0,7262 35,15 1,520 | 0,01520 | 0,5797 27,82
22| 1,382 | 0,01382 | 0,7550 36,59 1,288 | 0,01288 | 0,6144 29,55
2.3 | 1,292 | 0,01292 | 0,7395 35,81 1,238 | 0,01238 | 0,4978 23,72
24| 1,570 | 0,01570 | 0,7408 35,87 1,590 | 0,01590 | 0,7191 34,79
31| 1,557 | 0,01557 | 0,7428 35,97 1,300 | 0,01300 | 0,5773 27,70
32| 1,632 | 0,01632 | 0,7901 38,34 1,390 | 0,01390 | 0,7515 36,41
3 3| 1,358 | 0,01358 | 0,8919 43,43 1,550 | 0,01550 | 0,8725 42,46
3 4| 1,500 | 0,01500 | 0,8185 39,76 1,248 | 0,01248 | 0,7112 34,40
4 1| 1,388 | 0,01388 | 0,7662 37,15 1,261 | 0,01261 | 0,7246 35,07
4 2| 1,311 | 0,01311 | 0,6587 31,77 1,380 | 0,01380 | 0,6827 32,97
4 3| 1,494 | 0,01494 | 0,6663 32,15 1,210 | 0,01210 | 0,7099 34,33
4 4| 1,488 | 0,01488 | 0,7375 35,71 1,330 | 0,01330 | 0,8897 43,32
51| 1,261 | 0,01261 | 0,6564 31,66 0,920 | 0,00920 | 0,7654 37,10
52| 1,413 | 0,01413 | 0,8007 38,87 1,080 | 0,01080 | 0,8074 39,20
53| 1,284 | 0,01284 | 0,8232 39,99 0,900 | 0,00900 | 0,6858 33,13
54| 1,322 | 0,01322 | 0,6979 33,73 1,230 | 0,01230 | 0,6461 31,14
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Tab. 28: Koncentracie proteinov stanovené v akutnych testoch s PHB

Akutny test s PHB < 63 um Akutny test s PHB 63—125 pum
Mikanivo Vpufor A Cprotein Mikanivo Vpufor A Cprotein
(@) (1) () [ (mg/g tkaniva) | (Q) V) () | (mg/g tkaniva)

01| 1,230 | 0,01230 | 0,8055 39,11 1,314 | 0,01314 | 0,9977 48,72
02| 1,383 | 0,01383 | 0,7747 37,57 1,353 | 0,01353 | 0,9419 45,93
03| 1,400 | 0,01400 | 0,7066 34,17 1,260 | 0,01260 | 0,9271 45,19
04| 1,287 | 0,01287 | 0,7303 35,35 1,285 | 0,01285 | 0,9186 44,77
11| 1,253 | 0,01253 | 0,6591 31,79 1,295 | 0,01295 | 0,8616 41,91
12| 1,367 | 0,01367 | 0,5781 27,74 1,323 | 0,01323 | 0,9316 45,42
13| 1,325 | 0,01325 | 0,6329 30,48 1,300 | 0,01300 | 0,8828 42,98
14| 1,337 | 0,01337 | 0,6698 32,33 1,258 | 0,01258 | 0,9762 47,64
21| 1,317 | 0,01317 | 0,6732 32,49 1,380 | 0,01380 | 0,7827 37,97
2 2| 1,310 | 0,01310 | 0,6810 32,89 1,227 | 0,01227 | 0,7875 38,21
2 3| 1,319 | 0,01319 | 0,6527 31,47 1,400 | 0,01400 | 0,8977 43,72
2 4] 1,283 | 0,01283 | 0,6786 32,76 1,324 | 0,01324 | 0,8111 39,39
31| 1,220 | 0,01220 | 0,6949 33,58 1,204 | 0,01204 | 0,9475 46,21
32| 1,292 | 0,01292 | 0,6317 30,42 1,270 | 0,01270 | 0,7726 37,46
3 3| 1,283 | 0,01283 | 0,5972 28,70 1,326 | 0,01326 | 0,8898 43,33
3 4| 1,225 | 0,01225 | 0,6650 32,09 1,235 | 0,01235 | 0,9303 45,35
4 1| 1,368 | 0,01368 | 0,5945 28,56 1,234 | 0,01234 | 0,7741 37,54
4 2| 1,277 | 0,01277 | 0,6665 32,16 1,257 | 0,01257 | 0,6735 32,51
4 3| 1,352 | 0,01352 | 0,6891 33,29 1,313 | 0,01313 | 0,6938 33,53
4 4| 1,380 | 0,01380 | 0,6928 33,48 1,330 | 0,01330 | 0,7849 38,08
51| 1,246 | 0,01246 | 0,6472 31,19 1,270 | 0,01270 | 0,8725 42,46
52| 1,223 | 0,01223 | 0,6454 31,11 1,300 | 0,01300 | 0,8505 41,36
53| 1,240 | 0,01240 | 0,5950 28,58 1,300 | 0,01300 | 0,7395 35,81
54| 1,250 | 0,01250 | 0,6149 29,58 1,270 | 0,01270 | 0,8298 32,62
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Tab. 29: Koncentracie proteinov stanovené v chronickych testoch s PHB

Chronicky test s PHB < 63 pum

Chronicky test s PHB 63—125 pum

Mikanivo Vpufor A Cprotein Mikanivo Vpufor A Cprotein
(@) (1) () [ (mg/g tkaniva) | (Q) V) () | (mg/g tkaniva)

0.1 1,230 | 0,01230 | 0,6901 33,34 1,330 | 0,01330 | 0,9158 44,62
02| 1,630 | 0,01630 | 0,8122 39,45 1,284 | 0,01284 | 0,7531 36,49
03| 1,660 | 0,01660 | 0,7783 37,75 1,233 | 0,01233 | 0,8515 41,41
0.4 1,330 | 0,01330 | 0,7519 36,43 1,310 | 0,01310 | 0,7569 36,68
11| 1,420 | 0,01420 | 0,8048 39,08 1,320 | 0,01320 | 0,8518 41,42
12| 1,400 | 0,01400 | 0,6869 33,18 1,200 | 0,01200 | 0,7385 35,76
13| 1,490 | 0,01490 | 0,7421 35,94 1,320 | 0,01320 | 0,8615 41,91
14| 1,390 | 0,01390 | 0,7943 38,55 1,300 | 0,01300 | 0,8998 43,83
2 1| 1,220 | 0,01220 | 0,7718 37,43 1,200 | 0,01200 | 0,8334 40,50
2 2| 1,344 | 0,01344 | 0,8991 43,79 1,400 | 0,01400 | 0,8224 39,95
2 3| 1,243 | 0,01243 | 0,8448 41,08 1,200 | 0,01200 | 0,9233 45,00
2 4| 1,347 | 0,01347 | 0,9481 46,24 1,300 | 0,01300 | 0,8739 42,53
3.1 1,190 | 0,01190 | 0,9075 44,21 1,373 | 0,01373 | 0,9548 46,58
3 2| 1,238 | 0,01238 | 0,8079 39,23 1,276 | 0,01276 | 0,9915 48,41
3 3| 1,390 | 0,01390 | 0,9675 47,21 1,370 | 0,01370 | 0,8650 42,09
3 4| 1,383 | 0,01383 | 0,8728 42,48 1,350 | 0,01350 | 0,7433 36,00
4 1| 1,380 | 0,01380 | 0,8861 43,14 1,220 | 0,01220 | 0,8914 43,41
4 2| 1,250 | 0,01250 | 0,9146 44,57 1,223 | 0,01223 | 0,8969 43,68
4 3| 1,580 | 0,01580 | 0,7908 38,38 1,380 | 0,01380 | 0,9798 47,83
4 4| 1,360 | 0,01360 | 0,8764 42,65 1,315 | 0,01315 | 0,8994 43,81
51| 1,218 | 0,01218 | 0,9949 48,58 1,205 | 0,01205 | 0,9125 44,46
52| 1,320 | 0,01320 | 0,8109 39,38 1,240 | 0,01240 | 0,8813 42,90
53| 1,276 | 0,01276 | 0,9164 44,65 1,224 | 0,01224 | 0,8471 41,19
54| 1,520 | 0,01520 | 0,7930 38,48 1,240 | 0,01240 | 0,9605 46,86
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Priloha 4: Stanovené aktivity CAT

Tab. 30: Aktivity CAT v kazdej vzorke analyzovanych testov

Kyselina borita Akutny test Chronicky test
. aktivita CAT . PHIj n? 63 PHB fri—lZS PHE Hsl 63 PHB lﬁi—l%
(mg/kg) (umol H202/min/mg prot) (mg/kg) aktivita CAT (umol H202/min/mg prot)
01 6,836 4,867 5,210 6,852 5,972
0_2 6,409 5,742 6,078 6,756 5,694
0_3 0 6,866 0 6,686 5,617 7,396 6,436
0.4 6,125 5,385 6,520 8,361 5,958
0@ 6,559 5,670 5,856 7,341 6,015
11 7,520 9,580 6,358 6,170 6,433
12 6,934 7,979 5,868 11,473 8,517
13 200 7,969 62,5 6,328 5,610 8,121 6,965
14 7,285 6,674 5,327 6,584 7,239
19 7,427 7,640 5,791 8,087 7,288
2.1 7,754 7,420 6,684 8,477 7,833
22 9,447 6,560 5,646 8,983 6,670
2.3 400 7,373 125 6,452 5,805 7,106 5,922
2.4 6,930 5,423 5,477 8,508 7,460
2. O 7,876 6,464 5,903 8,268 6,971
3.1 11,287 5,291 4,119 9,186 6,539
3.2 5,925 7,091 5,420 9,381 6,291
3.3 600 6,875 250 8,402 5,272 8,064 6,634
3.4 9,224 6,723 3,918 10,756 8,812
3 I 8,328 6,877 4,682 9,347 7,069
41 8,324 6,776 5,409 8,237 7,017
42 8,774 5,130 6,246 7,973 6,682
4 3| 1200 8,393 500 6,575 7,192 8,598 7,429
4 4 7,910 5,686 6,998 7,736 5,794
4 & 8,350 6,042 6,461 8,136 6,731
51 10,945 6,102 4,782 6,270 6,709
52 6,798 8,568 5,216 8,378 6,804
53| 1800 7,662 1000 7,991 6,733 7,673 7,162
514 8,150 8,581 6,225 6,925 7,229
5 O 8,389 7,810 5,739 7,311 6,976
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Priloha 5: Stanovené koncentracie TBARS

Tab. 31: Koncentracie TBARS v kazdej vzorke analyzovanych testov

Kyselina borita Akutny test Chronicky test
. ¢ TBARS . PHEE 63 PHBfIi—lZS PHISHS1 63 PHBfIfl—l25
(mg/kg) (pmol/mg proteinu) (mg/kg) ¢ TBARS (umol/mg proteinu)
01 0,941 0,854 1,156 1,215 1,280
0_2 1,026 0,686 0,954 0,966 1,324
0_3 0 1,163 0 0,866 1,868 1,034 1,003
0_4 1,261 0,866 0,980 1,771 1,254
0_9 1,098 0,818 1,239 1,247 1,215
11 1,515 1,012 1,257 1,263 1,003
12 0,933 1,544 0,988 0,975 1,402
13 200 0,925 62,5 1,181 1,114 1,017 1,210
14 1,136 1,106 1,179 1,127 1,213
1 O 1,127 1,211 1,134 1,095 1,207
21 1,228 1,078 1,154 0,959 1,559
22 1,073 1,212 1,095 0,680 1,669
2.3 400 1,207 125 1,056 1,057 0,941 1,221
2.4 1,142 1,127 1,044 0,933 1,146
2O 1,163 1,118 1,088 0,878 1,399
3.1 1,315 1,161 0,973 0,920 1,394
3.2 1,140 1,054 1,208 0,891 0,966
3.3 600 1,365 250 1,487 1,091 1,276 1,066
3.4 1,097 1,300 1,133 1,143 1,029
3. 7 1,229 1,251 1,101 1,058 1,114
41 1,253 1,506 1,246 1,040 1,075
4 2 1,312 1,104 1,621 0,749 1,263
4 3| 1200 1,494 500 1,792 1,214 0,723 1,121
4 4 1,475 0,974 1,283 0,734 1,199
4 O 1,383 1,344 1,341 0,811 1,164
51 1,814 1,332 1,175 0,560 1,229
52 1,609 1,190 1,112 0,985 1,168
53| 1800 1,197 1000 1,017 1,304 0,647 1,300
54 1,143 1,160 1,104 0,842 1,383
5 @ 1,441 1,175 1,174 0,758 1,270
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