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ABSTRAKT

Tématem piedlozené dizertacni prace bylo provedeni testi toxicity s vyuzitim testovaciho
organismu ze zastupcti suchozemskych stejnonozcti Porcellio scaber. Tento testovaci
organismus byl zvolen jako nejvhodnéjsi pro posouzeni toxicity vybranych anorganickych
sloucenin kontaminujicich terestricky ekosystém.

Jeho vybér byl proveden na zakladé¢ dikladn€ zpracované metodiky tohoto testu, dale
znamych biologickych a biochemickych vlastnosti vyse specifikovaného zivého organismu,
pfipadné na jeho ekologické relevantnosti. Kromé klasickych endpointd, jakymi jsou
mortalita, zména hmotnosti testovacich jedinci a také vliv pfitomnosti a koncentrace
kontaminanti na konzumaci stravy, byly rovnéz sledovany zmény v morfometrické
charakteristice, a to na Urovni tkani a bunck, cytotoxicita a rovnéz byla posuzovdna mozna
bioakumulace v riznych ¢astech téla tohoto organismu.

Vybrané testované latky lze zaradit do oblasti nanocastic a anorganickych soli. U vybranych
nanocastic zlata byla provedena kompletni ekotoxikologickd studie na nékolika Urovnich

organizace zivé hmoty (organismus, tkan, buiika). Pro vybrané soli byla provedena studie,
ktera byla zamétend predevsim na chovani organismii a klasické endpointy.

KLICOVA SLOVA

P. scaber, pozemni stejnonoZci, toxicita, bioakumulace, nanocastice zlata, salinizace



ABSTRACT

The main topic of this dissertation thesis was focus on using toxicity tests with testing
organism - terrestrial isopod Porcellio scaber. This organism was picked up as the most
suitaible for the studying of toxicity assessment of selected inorganic compunds which could
contaminate terrestrial ecosystem.

This organism was selected for several reasons - sophisticated test methodology; well known
biology and biochemistry of these animals and their ecological relevance. Besides classical
endpoints such as mortality, change in mass of test specimens and the effect of the presence
and concentration of contaminants onto food consumption; we monitored changes
in the morphometric characteristics at the level of tissues and cells, the cytotoxicity and
possibly bioaccumulation in various parts of the body of the organism.

Selected test substance in this thesis were nanoparticles and inorganic salts. Wherein
for chosen gold nanoparticles was carried out a complete study presents several levels

of organization of living matter (organism, tissue, cell). For selected salts compound, this
study was carried out on the behavior of organisms and classical endpoints.

KEYWORDS

P. scaber, isopods, toxicity, bioaccumulation, gold nanoparticles, salinization



SKARKOVA, P. Zavedeni kontaktich testii ekotoxicity pro hodnoceni terrestrickych
ekosystéemu. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2016. 103 s. Vedouci
dizertacni prace prof. RNDr. Milada Vavrova, CSc..

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem dizertacni praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné ocitovala. Disertacni prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické v Brn€ a muze byt vyuZita ke komerénim t€elim jen se souhlasem skolitele
diserta¢ni prace a dé¢kanu FCH VUT.

Podpis studenta

Podékovani:

Za cenné rady a vSestrannou pomoc bych na tomtu misté rada podekovala predevsim
prof. RNDr. Milada Vavrova, CSc. Za podporu béhem celého studia patri velky dik mym
rodiciim a nejvetsi podekovani patri mému snoubenci — dékuji za trpélivost, lasku a podporu!



OBSAH
1_UvVOD

2. TEORETICKA CAST

2.1_Ekotoxikologie, ekotoxicita, biotesty

2.2_Suchozemsti stejnonozci (P. scaber)

2.3 Nanocastice

2.4_Soli

5 ZAVER

10

2.2.1__Taxonomie 10
2.2.2_ Biologie a ekologie 10
2.2.3__Testovani toxicity na suchozemském stejnonozci (P. scaber) 12
2.2.4_ ZaloZeni chovu, chov a odbér jedincti 12
2.2.5__Test akutni toxicity 13
2.2.6__Integrita bunécné membrany v travicich zlazach 15
2.2.7__Bioakumulace 16
2.2.8__Tloustka epitelu hepatopankreatickych bun¢k v travicich zlazach 16
2.2.9_ Test unikového chovani v pudé 20
2.2.10_Test unikového chovani vici potrave 21

22

2.3.1__Nanotechnologie 22

2.3.2_ Nanomaterialy 22
2.3.3__Pouziti nanomateriala 22
2.3.4__Nanocastice 22
2.3.5_ Zlaté nanocastice 23
2.3.6__Toxicita nanocastic - Nanotoxicita 24
2.3.7__Testovani toxicity nanocastic na terestrickych stejnonozcich 26
2.3.8__Toxicita zlatych nanocastic 27

28

2.4.1__Salinizace pud 28
2.4.2__Ekotoxicita soli 30
3_EXPERIMETALNI CAST 31
3.1_Chemikalie a material 31
3.2_Testy toxicity v laboratotich CHTOZP 33
3.2.1__Zavedeni testovani na P. scaber 33
3.2.2_ Zavedeni testu toxicity 14 dni 34
3.2.3_ Zavedeni unikového testu v pade 35
3.2.4_Zavedeni tinikového testu vii¢i potrave 35
3.3_Testy toxicity v laboratotfich Bionanoteamu 36
3.3.1__Testy toxicity zlatych nanocastic 36
3.3.2__ Testy toxicity anorganickych soli 39
4_VYSLEDKY A DISKUZE 41
4.1_Testy toxicity v laboratofich CHTOZP 41
4.1.1__Zavedeni testu toxicity 41

4.1.2_ Zavedeni tinikového testu v ptidé 42
4.1.3__Zavedeni unikového testu viici potrave 43
4.2_Testy toxicity v laboratofich Bionanoteamu 44
4.2.1__Testy toxicity zlatych nanoc¢astic 44
4.2.2_ Diskuze vysledki testl toxicity zlatych nanoc¢astic 51
4.2.3_ Testy toxicity anorganickych soli 53
4.2.4_ Diskuze vysledki toxicity anorganickych soli 59

61




6_ REFERENCE 62

7 _SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK 73
8 PRILOHY 74
8.1 PUBLIKACE V IMPAKTOVANEM CASOPISE 74
8.2 PUBLIKACE V RECENZOVANEM CASOPISE 88

9 ZIVOTOPIS 100




1 UVOD

Pida je jednou ze zakladnich slozek Zivotniho prostfedi. Jeji nepostradatelna uloha spociva
v zajisténi kolobéhu celé fady latek nezbytnych pro existenci Zivota. Obvykle je definovana
jako ¢tytfazovy systém skladajici se z pevné, kapalné, plynné a organické faze [1].

Odehrava se v ni podstatna cast cyklt latek, prvki a energie. Jednd se piedevSim
o dekompozicni procesy, které vedou k uvoliovani jednoduchych zivin potfebnych
pro primarni produkci. Pfi téchto procesech podléhd odumield organicka hmota v puadé
slozitému rozkladu, na kterém se podileji nejen mikroorganismy, ale také ptidni bezobratli
tzv. zooedafon. Z ekologického hlediska je jednou z nejvyznamnéjSich funkci pidy
dekompozice, dale mineralizace zivin, pfi které¢ dochazi k uvolnovani CO, a H,O arovnéz
syntéza slozek humusu neboli humifikace. Rovnéz jsou zde lokalizovany hlavni ¢asti cyklu
dusiku, fosforu, siry a zivin [2].

Do ekosystému ptdy, kterd je stézejni cCasti terestrickych ekosystémi, muize vstupovat
nezanedbatelné mnozstvi latek pfirod¢ cizich, tzv. polutantii. Polutanty mohou nasledné
negativné ovlivnit spolecenstva dekompozitorti a jejich funkce. Takto dochdzi k vyraznym
zménam v cyklech organickych latek a je naruSovana stabilita celé¢ho ekosystému.

Rozsah a povahu efektli polutantii na pidni organismy lze identifikovat pomoci celé fady
ekotoxikologickych testi. V této praci bude pojednano o testech toxicity na suchozemskych
dekompozitord a svou velikosti od 15 do 25 mm reprezentuji skupinu pidni makrofauny [3].
Existuje mnoho zdroju znecisténi pad a typt polutantli. Mezi nejCastéji se vyskytujici patii
polyaromatické uhlovodiky, pesticidy, té¢zké kovy 1 ostatni rizikové prvky, detergenty,
polychlorované bifenyly a fenoly. O téchto kontaminantech jiz byla sepsdna celd fada
publikaci, ve kterych byla feSena jejich toxicita, transformace, transport a biodostupnost
v terestrickém prosttedi [4,5].

V posledni dobé, tj. zejména s rostoucim vyvojem védniho oboru nanotechnologie a také
vzhledem k exponencidln¢ se zvySujici produkci nanomaterialti, se praveé tyto latky dostavaji
nevyhnuteln¢ do popfedi zajmu odbornikli z mnoha zemi. ZvySujici se mnozstvi jejich
praktickych aplikaci vede ke zvySenému riziku jejich tiniku do zivotniho prostiedi. Navzdory
skutecnosti, Ze ro¢ni produkce nanomaterialti je odhadovana na tisice tun a ma strmé
nartstajici trend, moznosti zjiStovani jejich skute¢ného vlivu na zivotni prostiedi jsou
doposud velice omezené. Proto je celd fada soucasnych védeckych praci zaméfena
na sledovani osudu nanomaterialii v terestrickém prostiedi a na jejich toxicitu pro pidni
organismy vsech trofickych urovni. Avsak predikce uc¢inki nanomateridli je obvykle velice
slozita, vysledky testl toxicity nejsou jednoznacné, protoze toxicita vSech druhli nanocastic je
ovlivnéna Sirokou Skélou faktorti vztahujicich se jak k vlastnostem studovanych nanocastic,
jakymi jsou napt. velikost ¢astic, mérny povrch, sloZeni solvatujicich iontt, tak také k matrici,
ve které test probiha (pH, iontova sila, mocenstvi iontd, pfitomnost chelatujicich latek,
huminovych a fulvinovych kyselin). Vysoké mnozstvi proménnych predurcuje
komplikovanost relevantniho ekotoxikologického testu [6-8].

Z vyse uvedeného vyplyva, ze u vybranych nanocastic je zapotfebni testovat nejen jejich
toxicitu pro zvoleny organismus, ale také presné definovat jejich chemické a fyzikalni
vlastnosti.

Dalsi skupinou latek vyskytujicich se ve velké mife v zivotnim prostiedi a majicich negativni
vliv na ptdy jsou soli. Ty se dostavaji do pid nadmérmnym pouzivanim mineralnich hnojiv,
posypem komunikaci v zimnim obdobi a rovnéz nadmérnym zavlazovanim, coz vede
k salinizaci pud, tj. zasoleni, které mize mit negativni vliv na zeméd¢€lstvi nebo lesnictvi.
Nadmérné mnozstvi soli v pide€ rovnéz ovlivituje organismy riznych trofickych Grovni jako
jsou predevSim rostliny, mikroorganismy, rtizné druhy suchozemskych zivocicht,
napf. zizaly, roupice a chvostoskoky [9-15].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxikologie, ekotoxicita, biotesty

Ekotoxikologie

Ekotoxikologie byla poprvé definovana kolem roku 1969 ¢lenem Francouzské akademie véd,
Dr. René Truhautem, a to jako oblast toxikologie vénujici se zejména studiu toxickych ucinki
vyvolanych pfirodnimi a syntetickymi polutanty na slozky ekosystémd, tj. zejména
na zivocichy, rostlinstvo a mikroorganismy.

Ekotoxikologie je multidisciplinarni védou integrujici toxikologii, chemii zivotniho prostfedi
a ekologii. Je zaméfena piedev§im na analyzu a s ni souvisejici porozuméni vlivu chemickych
latek na vSechny biologické tirovné zivé ptirody. To by se m¢lo projevit zejména pti ochrané
zivé ptirody, dale pfi analyze a pochopeni pfimych a nepfimych ucinki chemickych latek
na vSechny biologické urovné ekosystému, pii studiu a hodnoceni (Skodlivych) uUc¢inka
chemickych latek, prevenci poSkozeni a ohrozeni ekosystému, piedpovédi a odhadech
Skodlivosti chemickych latek, predpovédi a odhadu jejich rizik a v neposledni fadé rovnéz
pii vyvoji praktickych nastroji pro odhady skodlivosti a rizik [16,17].

Ekotoxicita

Ekotoxicita je schopnost latek plsobit toxicky na zdravy rozvoj pfirody, na rovnovahu
piirodnich ekosystému, predev§im ekosystémul vod, pid a sedimentli. Nejedna se vSak pouze
o toxické ucinky majici vliv na jednotlivé Zivocichy a rostliny, ale zejména na toxické ucinky
majici dopad na ekosystémy jako celek. Vyznamnym faktorem ekotoxickych latek je jejich
stabilita v prostfedi. Cim je latka stabilngj$i, tim miZe v prostiedi ptsobit dlouhodobgji
a muze ve veétsi mife poSkozovat ptirodu [16,17].

Biotest

Biotest (bioassay) je definovan jako ,,zkouska* vyuzivajici biologicky systém, ktery zahrnuje
expozici organismu testovanym materialem a stanovuje jeho odpovéd..

Principem biotestu je kontakt testované latky, smésného nebo ptfirodniho vzorku za urc€itych,
piedem definovanych a kontrolovatelnych podminek, s detekénim systémem (zkuSebnim
organismem, tkani, populaci, spolecenstvem apod.). Z vysledkd téchto testl lze néasledné
posoudit, zda testovana latka je toxickd, zda vzorek vody obsahuje vyuzitelné ziviny a zda je
za téchto podminek sledovana substance rozlozitelnd apod.

Biotest nepodava informaci o tom, kterd latka a v jakém mnozstvi je v prislusném vzorku
obsaZena, to je vyhrazeno az pro chemickou analyzu, mize vSak velmi jednoduse a rychle
prokézat, zda je nebo neni ve vzorku biologicky aktivni [ 18-20].

Terestrické testy

Terestrické neboli kontaktni testy pracuji se Sirokou Skdlou testovacich organismil vSech
trofickych trovni. Pfevazné se testuje pfimo nami zkoumany pevny material; miize se jednat
jak o testovani pfirodni kontaminované matrice (vytéZzené pidy, sedimenty, kaly, popilky),
tak lze testovat také matrici ndmi zdmérné¢ kontaminovanou v laboratornich podminkach
(artificialni ptdy, LUFA pudy, potrava, aj.), a to v riznych koncentra¢nich fadach. V téchto
piipadech je pomérné snadné nasledné vypocitat toxikologické hodnoty, napt. LC50.
Vyhodou terestrickych testi je jejich ekologicka relevantnost a schopnost odhalit ekotoxicitu
také u latek, které nejsou ve vod¢ rozpustné. Pokud napt. sediment obsahuje nebezpecné
a toxické latky, jejichz rozpustnost je omezena nebo zadn4, jako napt. PAHs (polyaromatické
uhlovodiky), PCBs (polychlorované bifenyly) a mnoho dalSich persistentnich organickych
polutanti, mizeme pomoci téchto testd urcit, zda latky pfitomné v dané matrici budou
organismum biodostupné a v disledku toho mohou tyto organismy negativné ovlivnit [17,20].



2.2 SuchozemSti stejnonoZci (P. scaber)
2.2.1 Taxonomie

P. scaber (Latrielle, 1804) patii do tiSe zivociSné (4nimalia), kmenu ¢Elenovci (Arthropoda),
podkmenu korysi (Crustacea), tidy rakovci (Malacostraca), do fadu stejnonozci (Isopoda),
do podiadu (Oniscoidea), ¢eledi Porcellionidae a rodu Porcellio [21].

2.2.2 Biologie a ekologie

Suchozemsti stejnonozci jsou jedinou skupinou z kmene koryst, kterd se dokdzala plné
adaptovat na suchozemsky zplsob zivota. Vyvinuli se z vodnich forem stejnonozcti, avsak
postradaji lipoidni vrstvu, kterd by brédnila odpatfovani a ztrat¢ vody, coz je piedurcuje
k zivotu ve vlhkém prostredi [22,23].

Jsou to zakladni piedstavitelé pidni fauny majici vyznamny vliv na tvorbu ptidy a jeji kvalitu,
nebot’ se podileji na rozkladnych a pidotvornych procesech. Zpracuji ro¢né vice nez 10 %
organickych zbytktl, které se dostanou do pudy, ¢imz zrychluji proces humifikace. Piimo
pfispivaji k homogenizaci organickych zbytklti a digestivné degraduji celulézu a fenolické
latky. Tyto organismy vylucuji amoniak, ¢imz podstatné zvysuji koncentraci amonnych iontt
v organickych zbytcich v ptd¢, které jsou velmi dalezitym zdrojem dusiku. Mechanicky se
podileji pfedevsim na tvorbé struktury ptidy hloubenim siti nor, ¢imz umoziuji vymeénu plynt
v pud¢ a vodni drenaz. Velmi znamy je poznatek, Ze pfitomnost a aktivita stejnonozci v padé
muze slouzit jako bioindikator environmentalniho stresu [24-29].

P. scaber mé klenuty, ovalny tvar téla s drsnym dorsalnim povrchem a jeho zbarveni se
obecné 1isi podle pohlavi. Samci jsou tmavoSedi az Cerni, samice byvaji svétlejsi; jsou Sedé¢,
popf. hnédé nebo hnédé¢ s Sedymi skvrnami. Délka téla dospé€lého jedince se pohybuje
vrozmezi 15 az 25 mm. Jedna se o druh pivodné zapadoevropsky, atlanticky, v soucasné
dobé je viak jeho rozifeni témé&i kosmopolitni. V CR je hojné rozifen po celém tzemi,
vyskytuje se zejména synantropné, tzn. v okoli lidskych sidel, na skladkach, rumistich,
staveniStich a ostatnich naruSenych biotopech. P. scaber se vyznacuje piedev$im nocni
aktivitou, zejména po setmeni a pied rozbieskem. Pies den se ukryva pod riznymi piedméty,
nejcastéji kameny a dfevem. V noci vyléza z ukrytu a je mozné je objevit i na mistech, kde se
pies den nikdy nevyskytuji. Jejich potrava se sklada z riznych organickych zbytka, prevazné
rostlinného pivodu [24,30].

Travici soustavu u P. scaber tvoii zaludek a hepatopankreas, pticemz hepatopankreas je
hlavnim travicim organem, ktery zastupuje funkce stiev, jater a slinivky bfiSni. Déle je
hlavnim mistem syntézy a sekrece travicich enzymi, vstiebavani zivin, skladovani
metabolické rezervy (lipidy a glykogen) a vyluCovani odpadi. Hepatopankreas se sklada
ze Ctyft travicich zlaz, které lezi voln¢ v télni dutin¢€ (Obr. 1). Jejich epitel obsahuje dva typy
buné¢k, velké B bunky, které vy¢nivaji do dutiny hepatopankreatu a mensi S buniky ve tvaru
klinu. Oba dva druhy bunék se vyskytuji stiidavé (Obr. 1). Toku tekutiny
z a do hepatopankreatu je dosazeno kontrakci tenké sit€¢ svaloviny kolem travicich zlaz.
Funkeci sekre¢ni a absorpcni maji B bunky, které obvykle obsahuji hodné tukovych kapének,
glykogenu a iontli kovli uchovavanych v tzv. granulich, zatimco S buniky akumuluji kovové
ionty, vapnik a soli kyseliny mocové. Bylo zjisténo, ze B bunky obsahuji vSeobecné vice
tukovych kapének, a to v porovnani s S buiikami, endoplasmatickym retikulem a volnymi
ribozomy a také maji hustsi cytoplazmu. Tyto bunky, jejich morfologie a zmény funkce jsou
rovnéZz sledovanymi endpointy v pfipadé ekotoxikologickych testi [31-36].

V testech toxicity, které stiidaly faze dostatku a deficitu stravy, byla prokdzana reverzibilni
plasticita B lymfocyti. Déle byly popsany morfologické zmény B bunc¢k béhem 24 hodin
trvajiciho traviciho cyklu. Tyto zmény se pozoruji na zdklad¢ odliSnosti na histologické
urovni; velikost B bun¢k se zméni od tvaru vypouklé kopule az po zcela rovnou plochu a dale
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pak na ultrastrukturalni trovni, kde lze pozorovat akumulaci a nasledné vytlaCovani
lipidovych kapek. B buiiky prochazi témito ultrastrukturalni zménami béhem nedostatku
potravy nebo konzumaci potravy kontaminované kovy. Tato zména je pozorovatelna rovnéz
v obdobi svlékani vnéjsi kostry (exoskeletu) testovacich organismu. Naproti tomu u S bunck
nebyla v zadnych uskutecnénych experimentech pozorovana zména vzhledu, tvaru nebo
funkci [32,37-44].

Lipidy jsou dulezitou zasobni latkou u vSech bezobratlych. U P. scaber jsou uloZzeny v epitelu
travicitho systému v prvni fad¢ v resorpCnich bunkéach. Jedna z jejich dalSich funkci je
podpoieni vzniku nové vnéjsi kostry pti svlékani. Tukové kapénky v hepatopankreatu jsou
redukovany béhem hladovéni a poté opétovné obnoveny pii dostatku potravy. Tyto kapénky
jsou odpovédné za snizeni reakce riznych nutri¢nich stresorti, napf. potravy kontaminované
tézkymi kovy nebo pesticidy [35,36,39,40,45-51].

50 um

Obr. 1: Obrazek suchozemského stejnonozce:
(A a B) anatomie traviciho systéemu
(C) snimek z elektronoveé skenovaci mikroskopie izolované travici zlazy
(D) pohled na vnitiek travici Zlazy - B buiika oznacena v kruhu
(E) snimek ze svetelného mikroskopu priirezu travici Zldazy - B buitka oznacena v kruhu [70].
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2.2.3 Testovani toxicity na suchozemském stejnonoZci (P. scaber)

Suchozemsti stejnonozci, vcetné¢ druhu P. scaber, jsou Casto pouzivanymi organismy
v testech toxicity. Hodnoti se zejména jejich reakce na rizné fyziologické nebo
experimentalni podminky, zmény okolniho prostiedi a stravy. Existuje mnoho studii toxicity,
ve kterych byl tento organismus pro testovani rozlicnych chemickych latek pouzit. Na zakladé
téchto studii bylo zjiSténo, Ze se jednd o vhodny testovaci organismus v testech toxicity
tézkych kovl [52-54], biocidl [55,56], veterinarnich 1é¢iv [57,58] a nanocastic [59-62].
V téchto testech se posuzovaly obvyklé toxikologické endpointy jako je mortalita, zména
hmotnosti testovacich jedincii a konzumace stravy. Déle potom biochemické biomarkery
a histopatologické zmény.

Tyto organismy jsou Siroce pouZzivané pro testovani toxicity riznych latek a pravdépodobné
jsou nejlepsi volbou pro studium toxicity kontaminovaného terestrického ekosystému za
kontrolovanych laboratornich podminek. Spliuji vétSinu z kritérii, které by mél testovaci
organismus mit: jejich biologie a fyziologie je dobie znama, je pomérné¢ snadné (prostorove a
casové nenarocné) chovat je v laboratofich a manipulovat s jednotlivymi organismy. Déle je
mozné ziskat udaje o toxicit¢ na raznych biologickych urovnich (buiika, tkan, jedinec).
Kromé¢ toho, suchozemsti stejnonozci nepodléhaji pravnim omezenim v souvislosti s pokusy
na zvitatech, jako obratlovci [63-65].

Kromé klasickych endpointt jako je jiz zminovand mortalita, zména hmotnosti testovacich
jedinct a vliv pfitomnosti a koncentrace kontaminantii na konzumaci potravy, lze métit dalsi
zmény v morfometrické charakteristice hepatopankreatu; a to pfedevSim vliv na tloustku
hepatopankreatickych buné¢k, poptipadé¢ jejich ztenCovani, nebo vliv na vyskyt lipidovych
kapének, tj. sniZzeni ukladani lipidovych rezerv. Vytlacovani lipidovych kapének je obvykle
spojeno se ztencenim epitelu. Mezi dalSi zajimavé endpointy patii zména integrity bunécné
sttevo, zbytek téla), které jsou analyzovany oddélené. Kromé toho se zkoumd unikové
chovani téchto jedinct (z kontaminované do kontrolni plidy) a jejich preference v moznosti
vybéru potravy raznych kvalit (kontaminovana a nekontaminovana) [65,66].

2.2.4 ZaloZeni chovu, chov a odbér jedincu

Suchozemsti stejnonozci, P. scaber, se obvykle sbiraji ru¢né, v co nejméné kontaminovanych
oblastech; jedna se zpravidla o Narodni parky a Chranéné krajinné oblasti. Sbiraji se
v zahradach, sadech, pod klirou stromt, pod kameny a ve starych zemédélskych usedlostech.
Do laboratofi se transportuji v plastovych nadobéch s otvory ve viku pro vyménu vzduchu;
na dno se umisti vrstva ovlh¢ené standardni ptidy LUFA 2.2 a vrstva opadanky.

Po transportu do laboratofe se pfipravi sklenéné terarium (20 cm x 35 cm x 20 cm), na dno
se da opét vrstva pady LUFA 2.2, ktera je mirn¢ ovlhCena, dale se umisti mnozstvi kiry
a kament, pod které se mohou stejnonozci schovat a jako potrava se ptida ¢astecné rozlozené
listy lisky obecné (Corylus avellana). Dulezita je vysokd vlhkost, a proto se terarium musi
pravidelné rosit. Svételny rezim je 14 hodin svétlo a 10 hodin tma. V kazdém terariu jsou
umistény samice i samci, nejlépe ve veétsim poctu, obvykle 100 — 300 jedincii. Optimalni je
nechat zvifata adaptovat na laboratorni podminky jeden mésic a teprve potom se vyberou
vhodni jedinci do toxikologickych test [67].

Do testli se vybiraji jedinci v rozmezi t€lesné hmotnosti 30 az 60 mg. Je dobré dbat na to,
aby variabilita hmotnosti byla co nejmensi. Mensi jedinci jsou nevhodni, a to pro vyssi
citlivost nedospélého jedince, vétsi jedinci mohou byt naproti tomu negativné ovlivnéni
vysokym v€kem. Do kazd¢é testovaci skupiny se snazime vybrat jedince zastupujici
rovnomérné ob¢ pohlavi a vynechdvame potom ty jedince, ktefi se zacinaji svlékat nebo
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oplozené samice. Pokud se piesto tito jedinci v testech objevi, naptiklad se za¢nou svlékat
v prib¢hu expozice, jsou vysledky jejich sledovani z toxikologické studie vylouceny [68].

2.2.5 Test akutni toxicity

Jednd se o test akutni toxicity, jehoZ expozice trva ¢trnact dni. Metodika tohoto testu je
diakladné a podrobné popsdna v mnoha studiich autorky prof. Damjany Drobne [52,63,67].
Design testu je nasledujici; obsahuje koncentracni fadu testované latky (obvykle tii
koncentrace) a kontrolu. Kazd4 koncentrace a kontrola je zpravidla testovana prostiednictvim
dvanacti az patnacti jedinct. Pro kazdou latku je tak zapotiebi pfinejmenSim 48 organismu.
Test probiha v Petriho miskéch; do kazdé z nich je vlozen testovaci jedinec samostatné spolu
s testovanou latkou aplikovanou na list lisky obecné.

Kontaminovana matrice se pfipravi na zékladé¢ protokolu vypracovaném podle Damjany
Drobne [67]. Testované latky jsou suspendovany v deionizované vodé¢ (Milli Q, Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA [pH = 5,7, p = 18,5 MOhm * cm]), za pouziti vortexu (20 s,
2000 otacek za minutu). Testované substance se pfipravuji Cerstvé pro kazdy experiment; 100
ul pripraveného roztoku se aplikuje na 100 mg suchého listu lisky obecné Stéteckem a cela
tato davka musi byt dikladné rozetfena po celém povrchu, aby testovanid matrice byla co
nejvice homogenni. Jedinci v kontrolni skupiné jsou krmeni pouze listy lisky pokryté 100 ul
deionizované vody. Horni vicko kazdé Petriho misky je ovlh¢eno. Dale se Petriho misky
s testovacim organismem a kontaminovanym popf. kontrolnim listem ditkladné oznaci a vlozi
se do plastového teraria, jehoZ dno pokryva vrstva mokrych filtraénich papir. Toto terarium
je ptikryto vikem s otvory pro vyménu vzduchu a je dostatecné oroseno vodou, aby se
humidita vzduchu blizila 100 %.

V pribéhu testu se provadi kontrola kazdy den, ovlhcuje se horni vicko Petriho misky
a zaznamenava se pripadnd mortalita. Po sedmi a ¢trnacti dnech se sbiraji fekalni peletky. Ty
se sbiraji do pfedem zvazenych zkumavek Eppendorf, nechaji se jeden den vysusSit
na vzduchu a teprve potom se zvazi.

Po ¢trnactidenni expozici nastava jeden den tzv. eliminacni faze v Cistém prostiedi, béhem
které se jedinci ptepravi do Petriho misky s listem lisky obecné cca 30 mg a zde jsou
ponechani z divodu eliminace zbytkli kontaminované stravy uvolnéné ze stiev. Zaznamenava
se pocet uhynulych jedinct. Poté jsou pfezivsi jedinci zvazeni a nasleduje jejich pitva a
analyza jednotlivych ¢asti téla.

2.2.5.1 Mortalita, zména hmotnosti a stravovaci parametry

Umrtnost jedincti je zaznamenavana v prib&hu a na konci testu. Z kazdé testovaci skupiny,
obvykle ¢itajici 12 az 15 jedinci, jsou vylouCena zvifata, kterd zemiela v disledku vyssi
citlivosti organismu v priabéhu svlékani a také vzhledem k vyvoji marsupia (plodu) u samic.
Zvitata, ktera zjevn¢ zemiela z téchto divodu, se nédsledné nezapocitavaji do statistickych
analyz mortality. Statistickd vyznamnost rozdili mezi kontrolni skupinou a exponovanymi
skupinami zvifat se hodnoti pomoci Mann-Whitneyho U-testu (*p<0,05, **p<0,01
a ***p<0,001) za pouziti softwaru OriginPro 8.0 (OriginLab, Northampton, USA) [152].

Zména hmotnosti se hodnoti jako rozdil mezi hmotnosti testovaciho jedince na zacatku
anakonci expozice. Z téchto rozdili se vyhodnoti jejich statistickd vyznamnost mezi
kontrolni skupinou a exponovanymi skupinami zvifat a to opét pomoci Mann-Whitneyho U-
testu (*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001) za pouziti softwaru OriginPro 8.0 (OriginLab,
Northampton, USA).
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O organismu P. scaber je dobie znamo, ze pomoci chemoreceptort je schopen odhalit vysoké
mnozstvi kovli obsazenych v potravinach. Otravé zptisobené¢ konzumaci této kontaminované
potravy se snazi vyhnout nékolika zplisoby; napft. snizi spotiebu potravy, unikéd z dosahu této
potravy (dochazi k jeho unikovému chovéani), reguluje rychlost konzumace potravin, uklada
kovy do hepatopankreatu v nerozpustné formé¢ a vylucuje kovy ve form¢ fekalnich peletek
nebo moci. Proto je rychlym, jednoduchym a reprodukovatelnym zpisobem pro hodnoceni
toxicity kovli na pozemnich stejnonozcich métfeni tzv. Feeding parameters (stravovaci
parametry): Feeding Rate (konzumace stravy), Fecal Production Rate (produkce fekalnich
peletek), Food Asimilation Efficiency (U¢innost asimilace stravy), Assimilation Rate
(asimila¢ni rychlost) a Growth Efficiency (G¢innost rtstu), ktera byla popsana v nasledné
veédecké studii [52].

Obecné plati, ze snizi-li se konzumace stravy a produkce fekalnich peletek a dojde-li také ke
zvySeni ucinnosti asimilace stravy, miZzeme hovofit o nepiiznivych tcincich testované latky
na tyto testovaci organismy [52].

Vypocet parametrii stravovani (pro jednotlivé zvite) je nasledujici:

e —Wie +

Feeding Rate (FR) FR = Ws~Wie)

Wisop o (El)
Fecal Production Rate (FPR) FPR = —E_
Wisopa (E2)
Food Assimilation Efficiency (FAE) FAE = ""W}:E; WL;:'_..WF" (E3)
sy ke
Assimilation Rate (AR) AR = s Wiel-Wr)
Wisopa (E4)
Woons — Wisn
GE = [ izop E!Jv izop sj % 100
Growth Rate (GR) Wisop (E5)

dw - dry weight; sucha hmotnost

fw - fresh weight; Cerstva hmotnost

Wi, - leaf weight on start (mg; dw); hmotnost listu na zacatku testu

Wi, - leaf weight at the end (mg; dw); hmotnost listu na konci testu

Wisop a — average isopod weight; primérnd hmotnost stejnonoZce v prib¢hu testu

Wisop s - 1sopod weight on start (mg; fw); hmotnost stejnonoZce na zacatku testu

Wisop ¢ - 1s0pod weight at the end (mg; fw); hmotnost stejnonoZce na konci testu

W - faeces weight (mg); hmotnost fekalnich peletek

FR - Feeding Rate (mg leaf/mg isopod) - konzumace stravy (mg listu/mg stejnonozce)

FPR - Fecal Production Rate (mg faeces/mg isopod) - produkce fekalnich peletek
(mg peletek/mg stejnonozce)

FAE - Food Assimilation Efficiency (mg leaf — mg feaces/ mg leaf) - G¢innost asimilace
stravy ((mg listu - mg peletek)/mg listu)

AR - Assimilation Ratio (mg leaf/mg isopod) - asimila¢ni rychlost (mg listu/mg stejnonozce)
GE - Growth Efficiency (%) - u€innost ristu (%)

Statistickd vyznamnost rozdilti mezi kontrolni skupinou a exponovanymi skupinami zvitat se

rovnéz hodnoti pomoci Mann-Whitneyho U-testu (* p<0,05, ** p<0,01 a *** p<0,001)
za pouziti softwaru OriginPro 8.0 (OriginLab, Northampton, USA).
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2.2.6 Integrita bunééné membrany v travicich Zlazach

Atraktivni a ¢asto pouzivand metoda pro stanoveni integrity buné¢né membrany vyuziva dvou
zakladnich barviv, akridinovou oranz a ethidium bromid a je oznacovana nazvem AO/EB test.
Tato in vivo technika je aplikovatelnd na Sirokou Skalu bunc¢k. Na podkladé udaja
prezentovanych v publikaci [65] je rovnéz vyuzitelnd pro testovani potenciondlni toxické
interakce mezi nanoc¢asticemi a biologickym systémem, a to i u suchozemskych stejnonozci.
Test AO/EB je zalozen na ptedpokladu, Ze zmény v bunééné membranové integrité¢ maji za
nasledek rozdily v propustnosti barviv v buiikach. Pouzitd barviva jsou tzv. fluorescencni
sondy pro nukleové kyseliny, protoze DNA je jen slabé fluorescentni nebo nefluorescentni,
proto se pro vizualizaci a identifikaci chromozomu tyto sondy vyuzivaji. Akridinova oranz v
disledku jejiho vmezeteni do dvouvlaknové nukleové kyseliny obarvi buiiky s neporuSenymi
membranami a vysledkem je zelend fluorescence. Ethidium bromid naproti tomu projde
pouze do bunck s destabilizovanymi bunéénymi membranami a po vmezefeni do DNA ho
mtizeme identifikovat na zaklad¢ oranzové fluorescence (Obr. 2) [65,69].

Tato zkouska nasleduje okamzité po pitvé zvifete. Podstatou je umisténi jedné travici zlazy
na dobu péti minut do roztoku obsahujiciho smés barviv. Tato zlaza je po uplynuti stanovené
doby co nejsSetrnéji premisténa na podlozni sklicko mikroskopu a ihned vyfotografovana, a to
pomoci fluorescenéniho mikroskopu s pouzitim excitacniho filtru o vhodnych hodnotach
vlnovych délek zaieni (obvykle mezi 450 - 490 nm) a emisniho filtru 515 nm k vizualizaci
nukleotidii obarvenych ethidium bromidem a akridinovou oranzi. Excita¢ni filtr 365 nm
aemisni filtr 397 nm se pouziva pro vizualizaci nukleotidi obarvenych pouze ethidium
bromidem. Mira bunééné membranové destabilizace je hodnocena vizualné podle stupnice
0 az 9, pfiCemz stupenl nula znaci nulové nebo témét zadné poskozeni a stupeni devét oznacuje
zcela zni¢ené bunécné membrany v travicich zlazéch stejnonozcti [70].

A) B)

Obr. 2: Mikrofotografie hepatopankreatické tkane P. scaber porizena fluorescencnim
mikroskopem.
(A) negativni kontrola, zadné nuklidy nejsou obarveny EB
(B) pozitivni kontrola, bunky s destabilizovanou membranou maji jadra obarvena EB
(oranzova). Zlutd Sipka na obrazku B predstavuje neposkozené jadro (neobarvené EB)
a Cernd Sipka predstavuje poskozené jadro (obarvené EB) [65].
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2.2.7 Bioakumulace

Suchozemsti stejnonozci jsou zndmi svou schopnosti bioakumulovat velké mnozstvi kovl
ve svych tkanich a ptrezit tak i v primyslové zneciSténych oblastech. Rovnéz je znama jejich
schopnost reagovat na kontaminaci tézkymi kovy a to v zavislosti na jejich koncentraci. Tyto
schopnosti z nich délaji jednoho z nejoblibenéjsi experimentalnich organisma v terestrické
ekotoxikologii. Pro lepsi pochopeni, jak jsou tito jedinci schopni se vyporadat se znecisténym
prostiedim tézkymi kovy, jsou diilezité znalosti o pfijmu, asimilaci a vylu€ovani téchto prvki
z jejich tél [21,71].

Piijjem kovii je zavisly pfedev§im na mife konzumace stravy, na dostupnosti kovu
v potravinach a na pH ve vnitinim prostiedi stiev organismi [21,72].

P. scaber reaguje velmi dobie na vysoké koncentrace kovll v potravinach rliznymi zptsoby;
nejcastéjsi reakci je vSak odmitani konzumace této potravy a hladovéni. Na problematiku
bioakumulace kovi a jejich vliv na jedince bylo zaméfeno jiz n€kolik studii; naptiklad byly
testovany kovy jako je Cu, Ni, Mn, Mg, Zn, které byly v raznych koncentracich aplikované
do potravy stejnonozct [32,73-75].

Vysledkem studie vlivu zinku na P. scaber bylo objeveni jeho schopnosti vyhnout se otravé
timto kovem a to né¢kolika zplsoby; regulaci rychlosti konzumace kontaminované stravy,
unikovym chovanim, ukladanim kovii v hepatopankreatu ve formé¢ nerozpustnych granuli
a vylu¢ovanim zinku ve formé fekalnich peletek, popt. moci [21,52,72,76-78].

Nove¢ se zpracovavaji i studie zabyvajici se bioakumulaci nanoc¢éstic v tomto stejnonozci. Jiz
bylo publikovano nékolik studii zkoumayjici tuto schopnost u nanocastic ZnO,, Cu a CoFe;0s.
Obvykle se méii obsah téchto nanocastic v jednotlivych Castech testovaciho organismu
pomoci metod atomové absorpcni spektrometrie (AAS), hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS) nebo povrchové plazmové rezonance (LSPR)
[61,79,80,82,83].

2.2.8 Tloust’ka epitelu hepatopankreatickych bunék v travicich Zlazach

Tloustka epitelu je dalSim endpointem vyuzivanym pro sledovani negativnich dopadi
toxikantl. Po pitv€ organismu na konci testu akutni toxicity se jedna z travicich zlaz pouziva
ke studiu vlivu testované latky na bunky traviciho epitelu. Okamzité po jejim odpreparovani
z hepatopankreatu se vlozi do Carnoy-B fixativa (absolutni alkohol, chloroform a ledova
kyseliny octova, v poméru 6: 3: 1).

O travicich Zlazach kazdého jedince se vede zaznam, kde je popsdn jejich tvar, barva
a jakékoliv odchylky od stavu bézné analyzovanych zldz. V Carnoy-B fixativu se pii
laboratorni teploté¢ ponecha tkan po dobu 24 hodin. Potom nésleduje dehydratace zlaz, a to
postupné v 70% alkoholu, 80% alkoholu, 96% alkoholu, absolutnim alkoholu a xylenu.
Dehydratovana tkan se vkladd do malého aluminiového boxu cca 1 x 1 x 1 cm obsahujiciho
vosk (Paraplast Plus); pfi teploté¢ 56° C se v ném tkan ponechava 24 hodin. Potom se vosk
nechd ztuhnout pii laboratorni teploté¢ po dobu nékolika hodin, odstrani se aluminiova folie
a zlaza se ptipravi na fezani pti¢nych ezl tzv. mikrotomd.

Pti¢né fezy jsou obvykle 8 mm Siroké, pficemz zlaza se feze po celé jeji délce. Tyto fezy jsou
potom obarveny barvivy eozinem a hematoxylinem a jsou pofizeny jejich fotografie pomoci
optického mikroskopu. Pro kazdou zldzu se analyzuje obvykle 10 az 20 histologickych fezi,
jak je vidét z nasledujiciho obrazku (Obr. 3b). Kazda Zlaza se da rozd€lit na Sest sekci
a z kazdé je obvykle analyzovan jeden az dva histologické fezy. Studie [66] prokézala, Ze se
nevyskytly zadné vyznamné rozdily mezi trdvicimi zlazami v jednom testovacim organismu;
proto se mohou ostatni z1azy pouzit k dal§im analyzam.
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Tloustka epitelu se stanovuje obvykle s pouzitim Imagel verze 1.48q softwaru pro analyzu
obrazu, podle studie [66]. Snimky z optického mikroskopu jsou do n¢ho importovany
a nasledn¢ analyzovany. Pro odhad primérné epitelialni tloustky (ET) kazdého pti¢ného fezu
hepatopankreatu se tento prifez zndzoriiuje jako kruh. Z hodnot vnéjSitho obvodu
hepatopankreatu (HP) se vypocte polomér hepatopankreatu (HR) (E6) a prostfednictvim
nasledujicich rovnic (E7, E8, E9 a E10) dojdeme az k ndmi sledovanému parametru tloustky
epitelu.

Vypocet parametri hepatopankreatu, lumenu a tloustky epitelu je nésledujici:

Polomér hepatopankreatu (HR) HR = P (E6)
Plocha hepatopankreatu (HA) HA = mHR* (E7)
Plocha lumenu (LA) LA=HA—EA (E8)
Polomé&r lumenu (LR) LR = [%ji (E9)
Tloustka epitelu (ET) ET=HR - LR (E10)

Takto vypocteny parametr predstavuje odhad primérmé (vyhlazené) tloustky epitelu.
Primérnd tloustka epitelu hepatopankreatu je stanovena jako primér ze vSech zkoumanych
ekvidistantnich sekci. Zména tloustky epitelu se vyhodnoti jako statisticky vyznamny rozdil
mezi kontrolni skupinou a exponovanymi skupinami zvifat a to i v tomto piipadé pomoci
Mann-Whitneyho U-testu (*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001) za pouziti softwaru OriginPro
8.0 (OriginLab, Northampton, USA) [66].

2.2.8.1 Cetnost vyskytu lipidovych kapének v B buiikdch

Cetnost lipidovych kapének v B buiikich v hepatopankreatu se klasifikuje Gtyfmi stupni [66].
Vychazi ze znalosti abundance v nestresovanych organismech, kterymi jsou jedinci odebrani
pfimo z terarii z laboratorni kultury a dale jedinci z kontrolnich skupin ztestu toxicity.
Hojnost lipidovych kapének v bunkach B hepatopankreatu je klasifikovana podle Ctyt tfid:
a) ridka, b) nizka, c) stiedni, d) vysoka.

Tloustka epitelu travicich zlaz P. scaber se hodnoti vizudlné na zakladé metodiky
prezentované v literatufe [84]. Podle histologického vzhledu (tvar a velikost) B bunék
travicich zlaz se organismy rozd¢li do péti stupiti posSkozeni. Stupen 1 pfedstavuje jedince,
kteti maji zcela zplostelé B buiky, stupenn 2 predstavuje jedince, kteti maji B bunky zcela
zplostélé spolu s oblastmi mirné zplostélych B buné€k, poptipadé B buiikky majici pyramidalni
tvar; stupném 3 je oznaceno poskozeni B bunék, které nabyvaji pyramidovy tvar a jen n¢které
jsou mirn€ ploché, stupeil 4 potom piedstavuje organismy, které maji velké B buiky ve tvaru
kopule s oblastmi B bun¢k pyramidového nebo mirné zplostélého tvaru a stupeni 5 predstavuje
jedince, ktefi maji velké B buniky ve tvaru kopule (Tab. 1) [66,84].

2.2.8.2 Stanoveni fyziologického stavu jedincii na zdkladé morfometrickych zmen
v hepatopankreatu

Na zéklad¢ tloustky epitelu travicich zlaz (tvar a velikost) B bunék (stupiii) a na zakladé
rozdeleni podle cetnosti vyskytu lipidovych kapi¢ek v B bunkach (tfid) se organismy
rozd¢€luji do tii skupin, z nichz kazda ma odlisny fyziologicky stav (Obr. 4) [84].

Do skupiny A patii jedinci, ktefi nebyli vystaveni stresu, ,, non-stressed®, tloustka epitelu
stupné¢ 4 a 5 a tfida abundance lipidovych kapének ¢ nebo d. Druhou skupinu B tvofi
organismy pod mirnym stresem ,,moderately stressed®, tloustka epitelu stupné¢ 3 a tfida
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abundance d nebo c. Treti skupinu tvofi jedinci velmi stresovani ,,severely stressed®, tloustka
epitelu stupné 1 a 2 a tfida abundance a az d (Tab. 1).
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Obr. 3: P. scaber.

(a) Schéma traviciho systému.

(b) Zony travici Zlazy

(c) Stanoveni epitelialni tloustky priifezu [66].
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Tab. 1: Fyziologicky stav jedincii na zakladé morfometrickych zmén v hepatopankreatu [85].

Endpoint Fyziologicky stav stejnonoZcu
Nestresované Mirné stresované Stresované
organismy organismy organismy
Tloustka  Stupenn 5  Stupen 4 Stuperi 3 Stupen 2 Stupert 1
epitelu %‘* Ry, I 3 - TN = o
travicich @ %" 4 \
Zldz gl

(stupné)

Nestresované Mirné stresované Stresované

organismy organismy organismy
Cetnost Trida d T rlda c Trida d T fl'da c Trida a T f_ida b
lipidovych : s
kapenek
gLl

bunkach ;.' - : ;
(tridy)

Ti"/l’da d_ Tfida c

Obr. 4: Cetnost lipidovych kapének v B buiikach v hepatopankreatu (a-d).
Hojnost lipidovych kapek: (a) ridké; (b) nizka; (c) stredni; (d) vysoka [84].
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2.2.9 Test tinikového chovani v padé

Test unikového chovani je rychly screeningovy test pro hodnoceni ptidy a vlivu znecistujicich
latek a chemikalii na chovani testovacich organisml. Tento zplsob testovani odrazi
biologickou dostupnost kontaminantu v ptidach.

Test unikového chovéani vici zamémé kontaminované pud¢ s terestrickymi stejnonoZzci byl
proveden s né€kolika zastupci téchto druhl: Porcellio laevis, Porcellionides pruinosus
a P. scaber. Testovanymi latkami byly pesticidy, kovy (zinek a kadmium) a veterindrni lé¢iva
[86-90].

Princip tohoto testu spoiva v tom, ze urCity pocet dospélych jedinct je ve stejném Case
vystaven pusobeni kontrolni a testované pfirodni pidé nebo puadé, ktera byla v laboratofi
kontaminovana testovanou latkou. Obé dvé tyto piady jsou pfitom obsazeny v jednom
testovacim systému a jedinec ma moznost prestupu do preferované ptidy. Délka testu se lisi
v zé&vislosti na druhu pouzit¢ho organismu (od né€kolika hodin do né€kolika dni); nejcastéji
vSak tento test trva 48 hodin.

V testovacim systému jsou umistény dvé plastové nadobky, které jsou naplnény ovlhéenymi
substraty do vysky nckolika, obvykle tfi centimetrd. Jedna nadobka je naplnéna
nekontaminovanou kontrolni ptidou, zatimco druhd obsahuje kontaminovanou ptidu; mezi
témito dvéma naddobkami je propojeni plastovou trubici o priméru 1 cm a délce 2 cm, pies
kterou mize testovaci organismus volné migrovat mezi obéma druhy ptd (Obr. 5).

Po vlozeni organismu do plidy se nadobka oznaci a uzavie plastovym vickem s otvory, které
umoziuji dostate¢né provzdus$néni. Migrace organismii mize bez problémul probihat mezi
obéma substraty. Test probiha v termostatu nebo klimatizované mistnosti se stalym svételnym
a teplotnim rezimem; krom¢ toho se dohlizi na humiditu prosttedi, kterd by se méla blizit ke
100 procentiim. V pribchu testu se celkem desetkrat kontroluje a zaznamendva pozice
testovaciho organismu v kazdém testovacim systému. Obvykle je zapotiebi dvanact az patnact
jedinct pro jednu testovanou koncentraci.

Odectena data v prabéhu testu jsou transformovana na podklad€é nésledujici rovnice
na hodnotu A, tzv. Ginikovost.
A= N—2sT

. (E11)

Hodnota N je pocet kontrol uskute¢nénych za test a hodnota T je pocet kontrol, pfi kterych
byli sledovani jedinci v kontaminované pudé. Pokud je hodnota unikovosti negativni, nejedna
se o preferenci kontrolni pidy a testovana latka v dané koncentraci neni testovacimi
organismy vyhodnocena jako nebezpecna.

Ve statistické analyze vyhodnocenych dat unikovosti se zpravidla pouziva tzv. "funkce
habitatu". Tato funkce znamend, Ze pokud je unikovost z kontrolni ptidy pod hodnotou
dvaceti procent, nejedna se o tnikovost vii€i testované substanci. Plati to také opacné; pokud
je méné jak 20% unikovost z kontrolni plidy, nejedna se o preferenci kontrolni pady [87,91].

tunnel

Obr. 5: Schéma unikového testu v pude. C - kontrolni cast, T - kontaminovand cast.
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2.2.10 Test tunikového chovani vici potravé

V porovnadni s testem unikového chovani v padé¢, ktery je spiSe rychlou screeningovou
metodou trvajici 48 hodin, se jedna o test probihajici za stejnych podminek jako test akutni
toxicity.

V tomto testu je posuzovana latka opét testovana v nékolika rozdilnych koncentracich,
tj. koncentracni fadé, kterd ma minimaln¢ tfi koncentrace. Z divodu posouzeni optimalniho
priabéhu testu a jeho podminek je do testovaciho schématu rovnéz zarazena kontrola.
Zpravidla se testuje pro kazdou koncentraci a kontrolu skupina dvanacti az patnacti jedincu.
Test probihd v Petriho miskdch, pficemz do kazdé misky je vloZen testovaci jedinec
samostatné spolu se dvéma zdroji potravy; jedna se vzdy o jeden list lisky obecné, ktery je
rozdéleny na dvé Casti; prvni ¢ast cca 50 mg je nekontaminovand, druhd ¢ast listu lisky
obecné, opét cca 50 mg, je kontaminovana.

Kontaminovana matrice se pfipravi stejné jako v testu akutni toxicity. Testované latky jsou
suspendovany v deionizované¢ vodé (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA
[pH=5,7, p = 18,5 MOhm < cm]), za pouziti vortexu (20 s, 2000 ota¢ek za minutu).
Chemikalie se pfipravuji Cerstvé pro kazdy experiment; 50 pl piipraveného roztoku se
aplikuje na 50 mg suchého listu lisky obecné §téteCkem a musi byt dikladné rozetfeno
po celém povrchu tak, aby testovand matrice byla co nejvice homogenni. Testovaci jedinci
maji soucasné umistény dva dily jednoho listu do Petriho misky, kazdy cca o hmotnosti
50 mg; na jeden je aplikovana testovana latka a na druhy pouze deinizovana voda. Jedinci
v kontrolni skupin€ jsou krmeni pouze dvéma kusy listu lisky obecné pokrytymi 50 pl
deionizované vody (kazdy listek). Horni vicko kazdé Petriho misky je ovlhéeno. Nasledné se
Petriho misky dikladné oznaci a vlozi se do plastového teraria, jehoz dno pokryvéa vrstva
mokrych papirovych tutérek. Toto terarium je piikryto vikem s otvory pro vyménu vzduchu
a dostatecné oroseno vodou, aby se humidita vzduchu blizila 100 procenttim [67].

V pribéhu testu se provadi kontrola kazdy den, ptficemz se ovlh¢uje horni vicko Petriho
misky a také se zaznamenava piipadna mortalita. Po sedmi a Ctrnacti dnech se sbiraji fekalni
peletky. Ty se sbiraji do predem zvazenych zkumavek Eppendorf, nechaji se jeden den
vysusit na vzduchu a zvazi se.

Po Ctrnactidenni expozici nastava jeden den v tzv. eliminacni fazi v Cistém prostiedi; jedinci
se prepravi do Petriho misky s listem lisky obecné cca 30 mg, kde jsou ponechani z divodu
vycCisténi stfev od zbytkii kontaminované stravy. Kromé poc¢tu uhynulych jedinct se
zaznamenava pocet a hmotnost prezivsich jedinct.

Zbytky kazdého kousku listu jsou zvazeny a hodnoty jsou zaznamenany. Vyhodnocuje se
pfedevS§im preference ve volbé potravy. Statistickd vyznamnost rozdild mezi konzumaci
kontaminovanych a nekontaminovanych listi pro vSechny koncentrace testovanych skupin
latek se opét hodnoti pomoci Mann-Whitneyho U-testu (*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001) za
pouziti softwaru OriginPro 8.0 (OriginLab, Northampton, USA).
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2.3 Nanocastice
2.3.1 Nanotechnologie

Nanotechnologie je definovana jako ,Technologie, kterd se zabyva projektovanim,
charakterizaci, produkci a pouzivanim struktur, zafizeni a systémi v méfitku fadove
nanometrti (obvykle 1-100 nm).”“ Za jednoho ze zakladatelli nanotechnologie je povazovan
Richard P. Feynman, ktery svoji zcela ptelomovou vizi pfedstavil na zaseddni Americké
fyzikalni spolec¢nosti na Kalifornské technologické univerzité v prosinci 1959; jeho prednaska
nesla nazev ,,There is plenty of room at the bottom* (,,Tam dole je spoustu mista®) a jeji
obsah byl smérovan do oblasti ,,nanosvéta“. Tento prikopnik byl mnohymi povazovan za
snilka a ptedbéhl svou dobu o n€kolik desetileti [92].

2.3.2 Nanomaterialy

Nanomateridly jsou materidly, které maji strukturované komponenty s alespoil jednim
rozmérem mensim nez 100 nm. Materidly se dé€li podle poctu rozmérti v nanomeéiitku.

Jeden rozmér v nanometrickém métitku - vrstvy, tenké filmy.
Dva rozméry v nanometrickém méfitku - nanodratky a nanotrubicky.
Tti rozméry v nanometrickém méfitku - nanocastice, kvantové tecky [92].

2.3.3 Pouziti nanomateriala

Vyznam nanomateridli a nanotechnologii prudce vzrlstd, a to vzhledem k Sirokému poli
uplatnéni a pouziti v riznych primyslovych odvétvich, konzumnich produktech a také ve
zdravotnické péci. V soucCasné dob¢é dochdzi k intenzivnimu priniku nanotechnologii
do mnoha primyslovych odvétvi; velky potencial skyta zejména uplatnéni na poli
katalyzatori z nanostrukturovanych materialt, aplikovanych pfedevS§im v chemickém
prumyslu a v polovodi¢ovych strukturach [93].

DalSim prudce rostoucim odvétvim je molekuldrni medicina. Produkty nanotechnologii maji
schopnost praniku k cilovym organim a tkanim s jejich naslednym ovlivnénim. Nékteré
nanomateridly mohou snadno pronikat dokonce az do jednotlivych bun€k, kde mohou
fungovat jako nosice 1¢Civ nebo jako nosice kontrastnich latek pro zobrazovani tkani nebo pro
diagnostiku nékterych onemocnéni, dale v regenerativni medicing, kde se jedna o hojeni ran a
v tkdiovém inzenyrstvi a v nanobiofarmaceutice. Vyznamny rozvoj nanotechnologickych
aplikaci je rovnéz ocekavan v potravinafstvi, zejména ve vyvoji novych obalovych materiald,
aditiv, stabilizatorti nebo pfi pfipravé novych potravin a rovnéz pti vyvoji nanofiltrii pro
filtraci pitné a podzemni vody [94-99].

Nanotechnologie se také uplatiiuji ve velmi citlivych nanosenzorech, ve fotonice, plazmonice,
textilnim a automobilovém primyslu. V oblasti ochrany Zivotniho prostiedi potom nachéaze;ji
nanocastice uplatnéni v nanoremediacich, tj. pfi odstraiiovani a CiSténi rozsahlych
kontaminovanych oblasti [94].

2.3.4 Nanodastice

Jednd se o material, ktery méa vSechny tfi rozméry v nanometrickém rozsahu. Bézné
pfipravované nanocastice dosahuji rozmértt 1-100 nm. V soucasné dob¢ existuje velké
mnozstvi riznych typti nanocastic, a to at’ jiz z hlediska struktury nebo chemického slozeni.
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Na zakladé¢ struktury jsou vyznamné tyto typy nanocastic:

Nanoklastr: soubor atomil nebo molekul vazany slabymi interakcemi.
Nanokrystal: krystalickd nanocastice, atomy jsou vazany kovalentnimi vazbami.
Kvantové tecka: polovodicova nanocastice [92].

Z hlediska vyuziti nanocastic jsou typickymi zastupci:

fullereny, uhlikové nanotrubky, stfibrné nanocastice, zlaté nanocastice, oxid titanicity, oxid
zine¢naty, oxid méd’naty, oxid ceriCity, oxid hlinity, kvantové tecky a magnetické nanocastice
zeleza a jeho oxidd.

2.3.5 Zlaté nanocastice

Historie zlatych nanocastic je dlouhd, protoze byly nevédomky piipravovany jiz pred
pocatkem letopoctu ve starém Egypté, dale také starofimskymi a pozdéji sttedovekymi sklafi
pii vyrobé uméleckych artefaktti nebo honosnych vitrazovych oken. Tyto pfedméty ptisobi
svou schopnosti odrazet vinové délky v rubinovych barvach uhranc¢ivé na mysli mnoha lidi
dodnes. Dilezitou aplikovanou piimési bylo tzv. tekuté zlato, ze kterého redukci za
specifickych podminek vznikaly v roztaveném skle nanocastice.

V dnesni dob¢ se nejcastéji pouzivaji dvé syntézy zlatych nanocastic, a to redukce z roztoku
nebo vakuové napafovani. V laboratofi je syntéza nejCastéji provadéna ve vodném roztoku
redukei kyseliny tetrachlorozlatité (HAuCl[4]) citratem sodnym (Faraday, Turkevich), a to za
varu pod zpétnym chladi¢em. Takto pfipraveny koloid by spravné m¢l mit hlavni absorp¢ni
pik pfi 520 nm a jeho barva by méla byt jasn¢ cervend. Druhym pouzivanym zptsobem je
vakuové napatfovani. Zlaty prasek je odpafovan ve vakuované aparatufe a zaroven je do
reaktoru pfivadéna vodni para. Pary kovu i vody nésledné kondenzuji na chlazenych sténach
reaktoru a tvoii takto ledovy povlak obsahujici nanocastice. Rozpusténim ledu vznika fialové
zbarveny koloid, jehoz odhadovand koncentrace zlata je 0,002 mol/l; tento koloid vykazuje
hlavni pik absorp¢niho spektra UV/VIS spektroskopie pii 550 nm. K takovému koloidu neni
tieba pridavat zadné stabilizacni Cinidlo a Castice jsou stabilni i po dobu piesahujici jeden rok
[100,101].

Koloid nanocéstic malych velikosti (9 - 40 nm) se jevi jako jasné Cerveny. Pro jeho optické
vlastnosti jsou rozhodujici jeho velikost a tvar ¢astic. U vétSich nanocastic a celych agregata
dochazi naopak k modrému posunu a koloid ma modrou barvu. Pfi absolutnim vysradzeni
¢astic je roztok naSedly az bezbarvy. Bylo prokazano, ze zménu barvy z ¢ervené na modrou
vyvolava pfitomnost kationtli ze soli, které se pouzivaji na stabilizaci koloidi. Kationty se
adsorbuji na povrch nanocastic, pficemz méni velikost jejich vzdjemné elektrostatické
odpudivé sily dané jejich pfirozenym negativnim nabojem, coz jim umoziiuje se dostat k sobé
blize. Castice, ptipadné cely agregat je potom schopen rezonance s del§imi vlnovymi délkami
a nasledné emituje kratsi vinové délky [100,101].

MozZnost pouziti zlatych nanocastic je pomémé Sirokda, zejména pokud jsou aplikovany
v oblasti biosenzord, katalyz, elektroniky a také kosmetiky. Zlaté nanocastice, a to specialné
modifikované riiznymi funk¢énimi ligandy, jsou posuzovany piedevSim z hlediska vyuziti
v analyticko-biochemickych metodach, pifipadn¢ vzhledem k jejich elektrochemickym a
optickym vlastnostem, vyplyvajicim z velikosti ¢astic nebo agregatii. Také jiz byly vyvinuty
kolorimetrické detekéni metody pro rakovinné buiky v suspenzi pouzivajici modifikované
nanocastice (oligonukleové kyseliny nebo proteiny, které vazou specifické cilené molekuly);
vtomto pfipad¢ dochdzi ke zméné barvy indikujici pfitomnost rakovinnych bunék.
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Publikovany byly rovnéz metody vyuzivajici zlaté ¢astice k méfeni enzymatické aktivity
[102,103].

2.3.6 Toxicita nanocastic - Nanotoxicita

Rychly rozvoj produkce nanomateridld, predevSim jejich pouziti v tadé¢ primyslovych
odvétvi, vSak s sebou nese zvySenou potifebu hlubSiho porozuméni mechanismii jejich
interakce s Zivymi organismy. Tato potfeba je dana predevS§im unikatnimi vlastnostmi
nanocastic plynoucimi z jejich malych rozmérii a tim 1 jejich schopnosti pronikat v organismu
do tkani 1 bunék [104].

Toxicita nanocastic se od konvencnich chemickych latek 1i$i, coz je déno piredevsSim
odli$nosti zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Pfevazné se pfitom jednd o velikost
castic a jejich povrch. S klesajici velikosti ¢astic nepfimo umérné roste plocha jejich povrchu
a dochazi ke zvySeni volné Gibbsovy energie, kterd odrazi reaktivitu danych ¢astic. Gibbsova
energie vyrazn¢ roste s klesajici velikosti Castic, coz se projevuje vyrazné vyssi chemickou
reaktivitou mensich ¢astic [105].

Predpoklada se, ze pravé vyznamné odlisSné a specifické fyzikalné-chemické vlastnosti
nanomaterialii, a to spolu s jejich chemickym slozenim, jsou primarné zodpovédné za jejich
samotny toxicky ucinek a toxikokinetiku (jejich absorpci, distribuci, biotransformaci
a eliminaci v organismu); také ovliviiuji jejich osud a transformaci v zivotnim prostiedi.
Zatim neni zcela jasné, které charakteristiky jsou pfesn€ spojeny s nebezpecnym potencidlem
riznych nanomaterialti. Tato skute¢nost pfinasi urcitou nejistotu pii rozhodovani; je zapotiebi
se rozhodnout, jaké parametry je nezbytné zjiStovat prostfednictvim studii zaméfenymi na
posuzovani rizik spojenych s expozici nanomateridliim. Navic mohou byt pro rizné typy
nanomaterial stéZejni jiné charakteristiky; napiiklad nanocastice stejného chemického
slozeni mohou vykazovat rozdilnou toxicitu, a to v zavislosti na odlisSné velikosti Castic,
povrchové modifikaci apod. [106].

Rozdily mezi testovanim toxicity nanocastic a konvencnich chemickych latek daly vznik
novému oboru, nanotoxikologii, kterd je zaméfena zejména na testovani toxicity
nanomaterialii. Pfitom ma brat v potaz nové vlastnosti téchto materialti (Obr.6) [105].

Testy toxicity nanocastic se provadi v akvatickém 1 v terestrickém prostfedi. Publikované
védecké prace s vodnimi organismy vSak znacné prevySuji. Mezi nejCastéji pouZzivané
akvatické testy patii testy toxicity na sladkovodnich organismech, tj. zastupci nizsiho koryse
Thamnocephalus platyrus, dale na zastupci planktonnich korysd, napt. Daphnia magna
a Caeriodaphnia dubia, ptipadné na nezmaru Stihlém (Hydra attenuata). V prostiedi slané
vody jsou pouzivani zéstupci podtiidy klanonozct, vzndSivky (Gymmoplea), buchanky
(Cyclopoida) nebo plazivky (Harpacticoida), ptiCemz nejcastéji byva zvolen organismus
slavky jedlé (Mytilus edulis) [107].

V oblasti terestrickych organismi jsou testovacimi organismy piredevsim zizaly Eisenia fetida
a Lumbricus terrestris, hlistice Caenorhabditis elegans, chvostoskoci Folsomia candida,
roupice Enchytraeus crypticus a stejnonozci P. scaber [107].
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Klasicka toxikologie

Nanotoxikologie

Klicové parametry | 1. Hmotnost / koncentrace

Obr. 6: Stezejni parametry pro vyjadreni davky v klasické toxikologii a nanotoxikologii [105].

Dalsim problémem krom¢ toxicity nanocastic je jejich dosud tézko definovany osud
v zivotnim prostiedi; sice existuje n€kolik praci zabyvajici se touto problematikou, avSak
vzhledem k rozliénym vlastnostem téchto materiall je i t€zké predikce jejich transportu mezi
distribuce, transformace nebo potencialu

jednotlivymi sloZzkami zivotniho prostiedi,
pro dalkovy ptenos (Obr. 7) [108-110].
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Obr. 7: Zivotni cyklus nanomateridlii v prostiedi [104].
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2.3.7 Testovani toxicity nanocastic na terestrickych stejnonoZcich

Suchozemsti stejnonozci, vcetné¢ druhu P. scaber, jsou Casto pouzivanymi organismy
v testech toxicity, pficemz se hodnoti ptedev§im jejich reakce na riizné fyziologické nebo
experimentalni podminky, na zmény okolniho prostfedi a stravy. Tento organismus se
prokézal jako velice vhodny pro testovani toxicity nanocastic, protoze jiz bylo publikovano
nekolik studii, které se zabyvaji vlivem nanocastic na riznych biologickych trovnich v tomto
testovacim organismu.

Mezi nejcastéjsi testované nanocastice patii nanocastice stiibra a rozlicné oxidy, napt. oxid
titanic¢ity, oxid zine¢naty a oxid cericity.

Ve studii [61] byla zkoumdna moznost bioakumulace oxidu zinecnatého do jednotlivych ¢asti
téla P. scaber; u tohoto organismu dochédzelo k bioakumulaci v zavislosti na davce, avSak
potencial pro bioakumulaci byl znacny.

U oxidu titanicitého, ktery byl pfedmétem vyzkumu ve vice studiich, nebyly prokazany zadné
nezéadouci ucinky v expozicni koncentraci az do 5000 pg nanoc¢éstic/g suché stravy, a to i pro
expozice trvajici 14 az 28 dnti. Sledovany byly zejména vlivy na mortalitu, zménu hmotnosti
organismu nebo na stravovani a asimilaci pfijaté potravy. Mensi a statisticky nevyznamny
efekt na integritu bunééné membrany a indikace oxidac¢niho stresu byla prokdzéna v jiné
publikaci [67]. V nésledujici praci [85] byl zase sledovan vliv na tloustku epitelu travici zlazy
organismu a na hojnost vyskytu intracelularnich lipidi v tomto epitelu. Tyto dva parametry
byly zkombinovéany, a to jako vyjadfeni fyziologického stavu u téchto zvitat. Bylo zjiSténo,
ze negativni vliv na fyziologicky stav testovacich organismi byl zfejmy jiz od koncentrace
1000 pg nanocastic/g stravy [67,85,111].

V dalsi praci [65], kterd se zabyvala pfedevSim testovanim oxidu titanicit¢ho, oxidu
zineCnatého a fulerenu C60, byl proveden test integrity bunééné membrany v travicich
zlazach tohoto organismu. Fulereny C60 byly nejvice biologicky ucéinné a jejich efekt
na bunécnou membranu byl znacny (Mann-Whitneyho U-testu, p <0,01).

V praci, ktera byla zamétena na studium toxicity nanocastic stiibra, nebyl zaznamenéan zadny
nepiiznivy vliv na klasické toxikologické parametry, jakymi jsou mortalita, zména hmotnosti
a vliv na pfijem a asimilaci potravy. V tomto ptipad¢ vSak byla prokdzana piitomnost Ag
uvnitt bunck, pravdépodobné v dusledku asimilace rozpusténych Ag iontl z testovanych
nanocastic. Asimilace vétStho mnozstvi kovovych ionti v S-buiikach je dobfe znama, a to
jako detoxika¢ni mechanismus stejnonozct [62].

Rovnéz byla sledovdana kombinovand toxicita nanocéstic a polyaromatickych uhlovodikt
[112]. ZnanoCastic byl testovan CeO,, které se pouziva jako aditivum pohonnych
hmot dieselovych motort, kde mé funkci katalyzatoru oxidacnich procest. Z uhlovodikti byl
vybran fenantren, a to jako jedna z hlavnich slozek obsazenych ve vyfukovych plynech.
V ramci této studie nebyla prokazéna toxicita pro terestrické stejnonozce (P. pruinosus) a také
nebyl zjistén zadny vliv na mortalitu a rast téchto organismu [112].
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2.3.8 Toxicita zlatych nanoc¢astic

Toxicita zlatych nanocastic byla dosud posuzovana predevsim prostfednictvim akvatickych
testl. Vyuziti terestrickych test bylo spiSe sporadické. Z akvatickych testli provedenych
s nanoCasticemi zlata Ize v literatuie najit informace o testech na sladkovodnich ftaséch,
na sladkovodnich korySich D. magna, na embryich sladkovodnich ryb (Danio rerio)
a na dospélych sladkovodnich rybach (D. rerio) [113-119].

Nicméné, vysledky téchto studii nejsou jednotné; zatimco nékteti autofi uvadéji, ze zlaté
nanocastice jsou toxické pro testovaci organismy [116,118], jini autofi dochédzeji k zévéru,
ze nejsou toxické pro stejné druhy organismu [117,120]. Dalsi zajimavé studie pfinesla nové
poznatky, které byly ziskané pii provadéni testu na bakteriich Salmonella typhimurium;
vysledky ukazuji, ze zlaté nano¢astice mohou byt absorbovany na povrchu bakterie, avSak
nejsou schopny proniknout do bakterie [122].

Publikované c¢lanky naznauji, Ze toxicita nanocastic Uzce souvisi s vlastnostmi jejich
povrchu, vcetné potahového materialu, kterym je zajiSténa stabilita Castic, dale pak na
velikosti a tvaru nanocastice. Proto se vysledky jednotlivych studii od sebe vyznamné lisi.
Z vyse uveden¢ho vyplyva, ze je velice dilezit¢ vzdy piesné definovat fyzikalné chemické
vlastnosti testovanych nanocastic [121,122].

Studii vyuzivajicich terestrické organismy vzniklo pouze nékolik. Z jedné védecké publikace
[124] vyplynulo, Ze nanocastice zlata jsou biologicky dostupné z pidy pro modelovy
organismus FE. fetida a maji rovnéz potencidl vstupovat do potravniho fetézce. Zlaté
nanocastice byly distribuovany do tkéni a ovlivnily tak reprodukci u testovacich organismu.
Ve zminéné studii, ve které byly pouzity nanocastice o dvou rozmérech (@ 20 nebo 55 nm)
bylo zjisténo, ze velikost Castic v tomto piipadé neméla vliv na koncentrace nahromadéné
v jednotlivych tkanich. Naproti tomu, a to podle poc¢tu nahromadénych velikostnich frakci
castic, byly jako vice biologicky dostupné vyhodnoceny nanocéstice o velikosti 20 nm.
Rozdily v biologické dostupnosti mohou mit vztah k agregaci v poréznim prostiedi [124].
Dal$im modelovym pldnim organismem, ktery byl pouzit pro studium toxicity zlatych
nanocastic (@ 4 nm, potazené citratem), byl C. elegans (had’atko obecné). Zavér této studie
tvofilo posouzeni téchto nanocastic jako biologicky dostupnych, a to s moznym nepiiznivym
ucinkem na bunécné urovni. Toto tvrzeni vychéazelo z prokazané vyznamné diferencialni
exprese 797 genu [125].

Modelova rostlina Nicotiana tabacum a modelovy testovaci organismus jako zastupce
fytofagniho hmyzu Manduca sexta se pouzivaji ke sledovani ptijmu kontaminantt rostlinami
a ke zhodnoceni potencialu pro troficky prevod. Testovanymi latkami byly v tomto ptipadé
nanocastice zlata o velikosti @ 5, 10 a 15 nm. Vysledky této studie byly prioritni, protoze
poskytly prvni dikazy o trofickém ptenosu, a to z piidniho prostiedi primarnim producentem
na primarniho konzumenta, stejné¢ jako prvni diikaz o schopnosti bioakumulace téchto
nanocastic ve tkanich [126].

Utinky na testovaci organismus Drosophila melanogaster byly u téchto nano&astic rovnéz
studovany. Pti expozici doslo k silnému ndrtstu mortality a snizeni schopnosti reprodukce,
déle k fragmentaci DNA a k nadmérné expresi stresovych proteint HSP70. Nanocastice byly
homogenn¢ distribuovany do mnoha tkéani i do reproduk¢nich organti [127].
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2.4 Soli
2.4.1 Salinizace pud

Ptda neboli pedosféra je nejsvrchnéjsi vrstvou zemské kiiry. Vznikala v pribéhu dlouhych
let, a to zvétravanim matecnich hornin a organickych zbytkl. Na procesu zvétravani se podili
soubor pudotvornych faktorti, kterymi jsou ptedevsim voda, vitr, rostliny a zivocichové, dale
¢innost Clovéka aj. VSechny zivé slozky, které s pudou prichazeji do vzdjemné interakce, ji
zpétné zase ovlivilyji. Velmi vyznamné zasahuje ptida také do kolob¢hu vody a vzhledem k
destruenttim, ktefi se v ni vyskytuji, uzavira rovnéz cykly vSech zakladnich prvki [1,2].
Zasolené pudy jsou v disledku zvySené osmotické vazby vody suché. Divodem je zejména
vyss$i koncentrace soli. Ty se dostdvaji do pid obvykle nadmérnym pouzivanim mineralnich
hnojiv, dale posypem komunikaci v zimnim obdobi a nadmérnym zavlazovanim. Nejvétsi
podil na zasoleni piidy v naSich podnebnych podminkach méa chemicky posyp komunikaci.
Pro chemicky posyp se pouziva nejcastéji chlorid sodny, pfipadné v mensi mitfe chlorid
vapenaty a chlorid hotec¢naty. Chlorid sodny je nejCastéji pouzivana sul k oSetfeni vozovek;
jeho hlavni vyhodou je nizkd cena a snadnd skladovatelnost v porovnani s ostatnimi
(anorganickymi) solemi. Chlorid vapenaty je vzhledem k nepomérné vyssi cen€, v porovnani
s NaCl, méné casto pouzivany samostatné. Pridava se vSak k NaCl a to tak, Ze se suché
krystaly NaCl zkrapi roztokem CacCl,.

Utinek soli na pidu a organismy v ni Zijici je ovlivnén piedeviim polohou komunikace,
na kterou se posypova sul aplikuje a charakterem okolniho terénu (lokality pod turovni
komunikace, snizeniny, mokiady a obecné¢ podmacend mista s vysokou hladinou podzemni
vody, Spatn¢ propustné ptidy). Kromé toho je ovliviiovdna také intenzitou soleni a technologii
udrzby, kterou ovliviiuji nékteré faktory: potadi dilezitosti komunikace, hustota provozu,
frekvence udrzby, a to v zavislosti na povétrnostnich podminkéch, pluhovani a posypu.
DalSimi abiotickymi faktory jsou srazkova Cinnost, intenzita slune¢niho zareni a teplota.
Ptedpokladany osud soli v Zivotnim prostfedi je znazornén na nésledujicim obrazku (Obr. 8).
Vysoké slanost pudy snizuje jeji kvalitu, kterd je zpravidla spojovana s nahromadénim iontd
Na' a CI' v disledku pouzivani NaCl jako posypové soli pti tdrzbé komunikaci; toto zasoleni
je tzv. liniové. Rostliny v blizkosti silnic mohou byt poskozeny dvéma zplsoby: jednak
piimym stykem, tj. po aplikaci soli na povrch komunikaci. Nepfimo potom tak, ze soli jsou
pozménény vlastnosti pidy, zejména jeji struktura, dynamika pladnich procest a chemismus
pudy. Pies kotfenovy systém potom dochazi ke kontaktu rostlin s touto poskozenou ptidou.

U rostlin vyskytujicich se na zasolenych ptidach obvykle dochazi k sesychéni a nekrotizaci
listt a jehlic, u listnatych stromt k pfedCasnému podzimnimu vybarvovani a opadu; pii rastu
novych listd jsou listy men$i a je jich méné (rGstové odchylky). V literatuie se rovnéz
popisuje odumirani vétvi nebo ¢asti koruny, zpomaleny ruast, Spatnd nasada kvéth a také
plodi. V extrémnich pfipadech nejsou v dané padé rostliny schopné prezit vibec.
Na zasolenych ptidach jsou schopny riist halofyty preferujici vyssi obsah soli v ptidé. Casto se
mezi nimi nachéazeji sukulentni druhy. Obvykle na nich vSak nejsou schopné rist obiloviny,
piipadné dalsi rostliny pochézejici ze zemédélské produkee [10,11,128,129].
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Obr. 8: Popis osudu posypovych soli v zivotnim prostredi [129].




2.4.2 EKotoxicita soli

Jak je zminéno v piedchozi kapitole, nadmémé mnozstvi soli v pud¢€¢ nejen negativné
ovliviluje rostliny, avSak ma rovnéz dopad na organismy dalSich trofickych urovni. Vlivy
na pudni mikroorganismy byly sledovany v n€kolika studiich [12,13]; citlivé druhy byly
inhibovany v koncentracich obsahujicich 60 mg/kg sodiku a 90 mgkg chloridi.
Mikroorganismy jsou dilezité pfi udrzovani ptidni struktury; v ptipad¢, kdyz jsou inhibovany,
je puda nachylnéjsi k erozi [130,131].

Testy toxicity byly provedeny v nékolika Owojoriovych studiich na riznych terestrickych
organismech, napt. zizaldch E. fetida, roupicich Enchytraeus albidus a chvostoskocich
F. candida. V jeho studiich bylo pouzito metod aplikovanych v n€kolika testech: 28 denni test
toxicity podle OECD na Zzizalach, 28 denni test toxicity podle OECD na roupicich, 28 denni
test toxicity podle ISO normy na chvostoskocich a 48 hodinovy test unikového chovani zizal
podle normy ISO. Nejvice jeho publikovanych poznatkl je zaméfeno na testovani toxicity
NaCl na organismu E. fetida. V jeho studii z roku 2008 [132] jsou prezentovany hodnoty
toxicity NaCl pro Eisenia fetidu 1L.C50d28=5436 mg/kg suché pidy, EC50d28=4985 mg/kg
suché pudy a EC50d28=2020 mg/kg suché piudy pro produkci kokont. V jeho nésledujici
praci [15] jsou prezentovany letdlni koncentrace pro vybranou Skalu soli, tj. pro NaCl,
NaNO3;, NaHCO;, Na,HPO,4 a Na,SO4. Z téchto testovanych sloucenin byl nejvice toxicky
NaNOs; (LC50=4504,7 mg/kg suché piidy) a nejméné toxickymi slouc¢eninami byly NaHCO;
(LC50>7305,4 mg/kg suché pidy) a NaCl (LC50=9240,8 mg/kg suché pudy). Bylo zjisténo,
ze v porovnani s hodnotami stanovenymi pro mikroorganismy jsou zizaly méné citlivé
k zasoleni pudy [9,14,15,132].

V testech unikového chovéni byla sledovana rychla odezva na kontaminovanou ptidu u dvou
druht zizal. Hodnoty tnikovosti se pro jednotlivé druhy zizal liSily a poukazaly tak na obecné
znamé toxikologické pravidlo, tj. Ze kazdy organismus je viici testované latce jinak citlivy, tj.
ze vysledky ekotoxikologickych testi jsou neptenositelné; kromé toho je velice dulezité
dikladné posoudit, z jakych ekotoxikologickych testi se bude skladat cela testovaci baterie.
Bylo zjisténo, ze u prvniho druhu Zzizaly Aporrectodea caliginosa byla hodnota tnikovosti
667 mg NaCl/kg suché pidy a u druhého druhu zizaly E. fetida byla tato hodnota 1164 mg
NaCl/kg suché pudy, tj. téméf dvojnasobna. Zadny jiny test unikového chovani provadény
v souvislosti s testovanim soli nebyl v dostupné literatute nalezen [9].

Pti sledovani toxicity soli je rovnéz dilezité vzit v uvahu to, ze kazda stl se sklada z kationtu
a aniontu, a proto je toxicita soli vysledkem siln¢ zavislym na konkrétnim kation-anion péru.
Individuélni toxicita jednotlivych ionti, ze kterych se sklada testovana sil, miize byt proto
snizena nebo naopak zvySena; tento poznatek vSak je velice individudlni a u kazdé soli je
jedine¢ny. Tato problematika byla popsdna v n¢kolika studiich, napt. v nasledujici publikaci
je uvedeno [133], Ze rizné soli vykazovaly rozdilné G¢inky na testovaci organismy, prestoze
se testovalo pouze nékolik druhti kationti a aniontl; z vysledkli bylo patrné, Ze toxicita je
zpiisobena specifickymi mechanismy probihajicimi mezi ionty. Vysledky této studie
predstavuji obecny trend toxicity pro P. subcapitata: KCI=NaC >Na,SO,=CaCl, > K;SOy4;
obecny trend akutni a chronické toxicity pro L. minor byl v potadi: Na,SOs>NaCl=
KCI>CaCl,>K,SO04 [133].
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3 EXPERIMETALNI CAST

3.1 Chemikalie a material

Testované chemikalie

Nanocdastice zlata byly dodany spolecnosti INMETRO (National Institute of Metrology,
Quality and Technology; Rio De Janeiro, Brazilie). Jednalo se o rizovocerveny vodny roztok
obsahujici 0,006 % (w/w) zlata. Nomindlni primérna velikost ¢astic byla 15,7 nm, {-potencial
byl -30.4 mV a jejich tvar byl sféroidni, jak je vidét na nasledujicim obrazku (Obr. 9).
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Obr. 9. TEM fotografie zlatych nanocastic, fotografii dodal INMETRO.

Chlorid zlatity (AuCl; > 99.99% stopové prvky, CAS ¢islo 13453-07-1), Sigma-Aldrich
(Steinheim, Némecko).

Chlorid sodny, chlorid draselny, dusi¢nan sodny, dusi¢nan draselny, analytické Cistoty,
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).

Chemikalie potiebné pro pitvu zvirat nasleduji po expozici

Fyziologicky roztok pro P. scaber byl ptipraven podle publikovaného protokolu Hagedorn
& Ziegler [135]. Tris(hydroxymetyl)aminomethan, chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid
hotecnaty a glukoza byly dodany spolecnosti Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).
Viechny chemikalie byly analytické &istoty (EMSURE®™). Roztok byl pipraven pouZitim
deionizované vody (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA [pH=5.7,
p=18.5 MQ-cm)).

Chemikalie potiebné pro pripravu histologickych sekci

Absolutni ethanol, analytické &istoty (EMPARTA®, Merck, Darmstadt, Némecko).

Ledové kyselina octova > 99.85 %, analytickeé Cistoty (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).
Xyleny, ACS ¢inidlo, > 98.5 % xyleny + ethylbenzen (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) .
Chloroform, analytické &istoty (EMSURE®, Merck, Darmstadt, Némecko).

Paraplast Plus” vosk pro vkladani tkani (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).

Pertex” zalévaci médium (Leica Biosystems, Nussloch, Némecko).

Disodna stil eosinu Y, obsah barviva > 85 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).
Hematoxylin v krystalické formé pro mikroskopii (Merck, Darmstadt, Némecko).
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Deionizovand voda (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA [pH=5.7,
p=18.5 MQ-cm)].

Carnoy-B, histologické fixativiim, bylo pfipraveno smichanim absolutniho alkoholu,
chloroformu a ledové¢ kyseliny octové v objemovém poméru 6:3:1.

Chemikalie potiebné pro stanoveni integrity bunééné membrany

Akridinové oranz, dvouprocentni vodny roztok (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).
Ethidium bromid jednoprocentni vodny roztok (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).
Deionizovand voda (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA [pH=5.7,
p=18.5 MQ-cm)).

Chemikalie poti‘ebné pro pripravu vzorki pro méieni na AAS

65% dusi¢na kyselina, analytické Cistoty (Fischer Scientific, Loughborough, Leicester, UK)
30% H,0,, analytickeé Cistoty (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italie)

Deionizovand voda (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA [pH=5.7,
p=18.5 MQ-cm)).

Standard zlata pro AAS, 1 mg Au/ml (TraceCERT®, Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).

Chemikalie potiebné pro zavedeni testu v laboratofich CHTOZP
Chlorid kobaltnaty dihydrat (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko), destilovana voda.
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3.2 Testy toxicity v laboratoiich CHTOZP
3.2.1 Zavedeni testovani na P. scaber

Uspé&iné byl zaveden chov pozemnich stejnonoZcti a také byla provedena potiebna ptiprava,
ktera je nutna pied testovanim tohoto organismu.

Nejprve byly na podzim opatieny listy lisky obecné na nekontaminovaném uzemi Chranéné
krajinné oblasti Zd’arské vrchy. Vzdy se musi jednat o listy spadlé, které byly na pudé
ponechany minimalni dobu 14 dni, aby byly jiz ¢astecné natravené piidnimi mikroorganismy
(Obr. 10). Tyto listy se ponechaji na tmavém suchém misté volné oschnout a nasledné
se uchovaji do doby testovani. Pied testem se listy ponechaji namoceny v nadobé
s destilovanou vodou; staci 1 hodina. Dale se listy narovnaji a nechaji vylisovat a uschnout
mezi listy papiru. Listy se nasledn¢ upravi pro test tak, Zze zkazdého listu je obvykle
vystfihnut jeden az dva kousky o hmotnosti v rozmezi 90 az 110 mg, nejlépe vsak je, kdyz
listy dosahuji stejné hmotnosti cca 100 mg. Na takto piipraveny list se aplikuje testovana
substance ve vodném roztoku — 100 pl. Rozetfe se za pouziti Stétecku po celé¢ spodni Casti
listu, pficemz je vSak nutné se vyhnout drobnym zilkdm, které jsou pro tento organismus
nestravitelné a kde by testovana substance nebyla pro organismus dostupnd. Takto pfipraveny
list se ponecha uschnout cca 24 hodin na vzduchu za laboratorni teploty a zaznamena se jeho
pfesna hmotnost.

| S—
Obr. 10: Zobrazeni pripravy listii pro testovani s P. scaber.
DalS§im krokem bylo nachystat si chov stejnonozcti v naSich laboratornich podminkach.

Organismy byly sesbirany na jafe v oblasti Jizni Moravy ve staré zeméd¢lské usedlosti.
Do laboratote byly pfemistény v mensi plastové nadobé, kde na dno bylo umisténo cca 2 cm
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LUFA 2.2 pudy, nad kterou byla vrstva opadanky. V laboratoii bylo nachystdno prihledné
plastové terarium (popi. sklenéné) s hornim vikem perforovanym malym otvory slouzicimi
pro vyménu vzduchu. Na dno naddoby byla umisténa opét LUFA 2.2 piida ve vrstveé cca 5 cm.
Na ni potom vrstva opadanky obsahujici samoziejmée 1 listy lisky obecné, dale pak listy olse
lepkavé (Alnus glutinosa), btizy belokoré (Betula pendula) a javoru babyky (Acer campestr).
Dalsi vrstvu tvorily potom kameny, kiira a klacky, pod které se tito stin a vlhko vyhledavajici
jedinci mohou schovat (Obr. 11).

Organismy se nechaji po minimalni dobu dva tydny aklimatizovat viici novym podminkdm
a zkontroluje se jejich umrtnost. Ta by méla byt nizkd, neméla by ptekrocit 10 %. Potom se
Jiz organismy mohou pouzit do testu toxicity.

Obr. 11: Zalozeni chovu P. scaber.

3.2.2 Zavedeni testu toxicity 14 dni

Byl zaveden test toxicity a u ného byla dodrzena metodika detailné popsana v teoretické ¢asti.
Strucné vsak je v nasledujicim textu uvedeno shrnuti ptipravy, pribéhu a vyhodnoceni testu.
Pted testem byl kazdy jedince zvazen; jeho hmotnost by méla byt v rozpéti 40 az 60 mg.
Zkontroluje se jeho fyzicky stav, pfedevsim pak, jestli se nejedna o jedince, kteti se zacinaji
svlékat nebo oplodnéné samice. Pokud se pfesto tito jedinci v testech objevi, naptiklad se
zacnou svlékat v pribéhu expozice, jsou vysledky pomoci nich ziskané z toxikologické studie
vylouceny. Déle se urci jejich pohlavi a spolu s hmotnosti se tyto idaje zaznamenaji.

Test probihd v Petriho miskach; do kazdé taddné oznacené misky je vlozen jeden list
s testovanou substanci, popft. pouze s destilovanou vodou (kontrolni skupina) a jeden testovaci
organismus. Pro testovanou latku, v nasem ptipad¢ je standardni latkou chlorid kademnaty,
byla pfipravena koncentrac¢ni fada o tfech koncentracich, 1000, 2000 a 5000 pg/ml. Kazda
koncentrace mé¢la 15 opakovani a test obsahoval kontrolu rovnéz o 15 opakovanich.

Vsechny horni vicka Petriho misek byla pro zachovani dostatecné¢ vlhkého prostredi pred
testem lehce ovlhcena destilovanou vodu. Nasledné pak byly vSechny misky umistény
do plastového teraria.

V priibéhu testu bylo kazdy druhy den ovlhéeno horni vicko Petriho misky a zaznamenan
pocet piezivSich jedincii. Jednou v prubéhu testu, a to sedmy den, byly odstranény fekalni
peletky do pfedem zvazenych zkumavek Eppendorf o objemu 2 ml. Po skonceni expozicni
doby (14 dn) byly testovaci organismy zvazeny. Dale byly opét sesbirany fekalni peletky
a spolecn¢ s listy byly nechany 24 hodin uschnout na vzduchu, poté byly listy i peletky
zvazeny a hmotnosti byly zaznamenany. VSechny odectené hodnoty byly pouzity
pfi vypoctech tzv. Feeding parameters, tj. stravovacich parametr. Byla také ur¢ena mortalita
a vliv na hmotnost jedince v prabchu testu. Bylo prokézéano, ze chlorid kademnaty ma toxicky
vliv na testovaci organismus a jeho ucinky jsou koncentra¢né¢ zavislé.
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3.2.3 Zavedeni unikového testu v padé

Tento test byl zaveden jako rychly 48 hodinovy screeningovy test ukazujici prvotni reakce
organismu pii stykem s testovanou latkou obsazenou v rtiznych koncentracich v pade¢.

Tento test byl realizovan ve dvou polypropylenovych plastovych nadobkach o objemu
cca 100 ml propojenych polypropylenovou plastovou trubickou o délce 4 cm a Siice 1,3 cm,
ktera slouzi k premistovani organismu z jedné nadobky do druhé a zpét. V kazdé nadobce je
na dn¢ umisténo 20 grami pidy LUFA 2.2. (Obr. 12). V jedné nadobce je pouze kontrolni
ovlh¢ena plida a ve druhé ptida kontaminovana testovanou substanci, aplikovanou ve vodném
roztoku. I v tomto piipad¢ se jednalo o prvotni test s chloridem kademnatym, jako standardni
latkou pro testovani pozemnich stejnonozc.

Do testu byli rovnéz pouziti jedinci, a to alesponi po dvou tydenni aklimatizaci na laboratorni
podminky. Byli vybrani jedinci o hmotnosti v rozmezi 40 — 60 mg, bez stop svlékani vnéjsiho
skeletu a bez znamek pregnance. Do kazdé testovaci soustavy nadob byl umistén jeden
jedinec; opakovani pro kontrolu a pro kazdou koncentraci bylo 15. Byly testovany
koncentrace 1000, 2000 a 5000 mg soli/kg pudy, tj. 1,2 a 5 g soli/kg pudy.

V pribéehu testu bylo provedeno 10 kontrol pozice organismi. Tyto pozice byly zaznamenany
a byla vyhodnocena unikovost vii¢i kontaminované pude¢.

' i

Obr. 12: Schéma unikového testu v piide.

3.2.4 Zavedeni unikového testu viici potravé

Tento test je 14 denni test toxicity studujici preferenci ve volbé potravy testovacich
organismil. Kazdy organismus mé po celou dobu testu moznost konzumace kontrolniho listu
lisky obecné, tj. listu pouze po aplikaci destilované vody a také listu kontaminovaného
testovanou latku v dané koncentraci.

Do kazdé Petriho misky byly umistény dvou kousky (kazdy 50 mg) jednoho listu. Na prvni
cast byla aplikovana pouze destilované voda (50 pl), na druhou ¢ast potom testovana latka, tj.
chlorid kademnaty (50 ul) ve tfech koncentracich; 1000, 2000 a 5000 pg/ml. Ob¢ ¢asti byly
rozeznany na zaklad€ jejich tvaru; kontrola byla vzdy Etverec a kontaminovana ¢ast méla
nepravidelny, spise kulovity tvar.

Test probihal podobné jako test toxicity, trval 14 dni; na zac¢atku a potom kazdy druhy den
bylo ovlh¢ovana horni vicko Petriho misky. Po sedmi dnech a na konci testu byly presunuty
peletky do zkumavek Eppendorf. Zaznamenavéna byla v pribchu i pfipadnd mortalita.
Na konci testu byly organismy vyjmuty a zvazeny. Peletky a zbytky listi byly nechany
24 hodin schnout pfi laboratorni teploté a poté byly zvazeny a odectené hodnoty slouzily jako
podklad pro vyhodnoceni tinikovosti vii¢i potrave.
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3.3 Testy toxicity v laboratorich Bionanoteamu
3.3.1 Testy toxicity zlatych nanocastic
3.3.1.1 Test toxicity 14 dni

Tento test byl proveden presné podle vyse popsané metodiky.

Nejprve byly pfipraveny roztoky zlatych nanocastic a chloridu zlatit¢ho o koncentracich 10
a60 pg Au/ml v deionizované vodé (Milli Q, Millipore, Billerica, Massachusetts, USA
[pH=5,7, p=18,5 MOhmecm]) za pouZiti vortexu (20 s, 2000 otadek za minutu). Zadné
stabilizatory nebyly pouzity, a roztoky byly Cerstvé ptipraveny pro kazdy experiment, piicemz
100 pl ptipravenych roztoka bylo aplikovano na 100 mg listu, vzdy na jeho spodni stranu.
Vysledkem byla konecna koncentrace 10 a 60 pg Au/g suché listu. Na kontrolni listy byla
aplikovana pouze deionizovana voda. Listy byly ponechany schnout po dobu 24 hodin pfi
pokojové teploté a po uplynuti této doby byly suché listy zvazeny.

Pro kazdou koncentraci bylo uskutecnéno 15 opakovéani. Cely experiment byl rozdélen na dva
pokusy, nejprve byla testovana toxicita nanocastic zlata, potom chloridu zlatitého; oba pokusy
zahrnovaly kontrolni skupinu.

Po 14 denni expozici organismt testované substanci nasledovala tzv. elimina¢ni faze v ¢istém
prostiedi (jeden den), béhem které byli jedinci pfemistény do Petriho misky s listem lisky
obecné cca 30 mg a zde byli ponechani z divodu eliminace zbytki kontaminované stravy
ze stfev. Zaznamenan byl pocet uhynulych jedincl. Potom byli pfezivsi jedinci zvazeni
a nasledovala jejich pitva a analyza jednotlivych cCasti téla. Také byla zaznamenana hmotnost
fekalnich peletek a zbytkd listd ztestu (vSe bylo ponechidno uschnout pred vaZenim pfi
pokojové teploté po dobu 24 hodin).

Experiment byl povazovan za platny, protoze Umrtnost v kontrolni skupiné nepiekrocila
20 %. Ptezivsi organismy po testu byly postupné pitvany. Nejprve jim byla odstranéna hlava
pinzetou a nasledné pak mohly byt vyndany z jejich téla travici zlazy a stfevo. Béhem pitvy
byl u travicich zlaz a stiev zaznamenan jejich pfesny popis, pfedev§im pak veskeré
abnormality zjisténé u jejich barvy a tvaru. Okamzité po vyjmuti t€chto vnitinosti nasledovalo
jejich rozdéleni pro dalsi analyzy. Jedna travici Zlaza byla okamzité pievedena do Carnoy-B
fixacniho roztoku pro histologické stanoveni, druha travici Zlaza byla pouzita v testu stability
bunécné membrany, tieti spolecné se stievem a "zbytek" téla (tvoii odtrzend hlava a krunyr)
byly pouzity pro méfeni bioakumulace zlata. Ctvrta Zlaza byla ponechana jako rezervni
v piipad¢€ nejasnosti vysledku, nebo v ptipadé€ potteby opakovani jakéhokoliv stanoveni.

Integrita bunééné membrany v travicich Zlazach

Pro stanoveni integrity bunéné membrany byla pouzita zkouSka oznacovéana jako AO/EB
test, kde travici zlaza je vystavena ve zkumavce po dobu 5 minut pisobeni smési
fluorescencniho barviva - akridinovd oranz a ethidium bromid — a nasledné¢ pak byla
pfemisténa na podlozni skli¢ko a fotografovana Axioimager Z1 fluorescencnim mikroskopem
(Zeiss Carl, Jena, Némecko). U tohoto mikroskopu byly pouzity dvé rizné sady filtra.
Nejprve byl aplikovéan excitacni filtr s rozsahem vinovych délek 450 az 490 nm a emisni filtr
o vlnové délce 515 nm, které byly pouzity pro vizualizaci ¢asti zlazy obarvenych pomoci
akridinové oranze. Pro vizualizaci ¢asti obarvenych ethidium bromidem byl pouzit excitacni
filtr o vinové délce 365 nm a emisni filtr o vinové délce 397 nm.

Integrita bunééné membrany byla hodnocena na zékladé¢ zkoumani mikroskopickych snimku
vizualné a jednotlivé snimky byly klasifikovany od 1 do 10 stupné poskozeni podle predem
dané stupnice.
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Stanoveni bioakumulace zlata

Travici zlaza, sttevo a ,,zbytek* téla z kazdého organismu byly umistény do jedné zkumavky
Eppendorf o objemu 1,5 ml. Potom nasledoval jejich mikrovlnny rozklad v koncentrované
kyselin€ dusi¢né (65% HNOs, Merck, Darmstadt, Némecko) v Milestone Ethos E (Bergamo,
Itdlie), vybavenym SK-10 vysokotlakym segmentovanym rotorem a 3 ml kifemennymi
mikrozkumavkami. Digesce byla provedena pii teploté 180 °C a energii 600 W, s krokem
1 (ohtev) trvajici 15 min, krok 2 (konstantni teplota) v trvani 10 minut a nasledném 45
minutovym chlazenim na 60 °C. Celkova koncentrace Au byla méiena pomoci plamenové
AAS (Perkin-Elmer AAnalyst 100, Waltham, Massachusetts, USA).

Plamenovou AAS byla rovnéZ méfena koncentrace zlata na listech a to tak, ze po testu bylo
odvéazeno cca 25 mg listu, rozlozeno opét v koncentrované kyseliné dusicné mikrovinnym
rozkladem ve stejném programu; potom nasledovalo zméteni obsahu zlata pomoci plamenové
AAS, které bylo piepocteno na celkovou hmotnost listi a byla stanovena i skutecna
koncentrace, které byly jednotlivé organismy vystaveny Tab. 2.

Tab. 2: Nominalni a skutecné koncentrace zlatych nanocastic (Au NPs) a chloridu zlatitého.

Testovana Nominalni Koncentrace
latka koncentrace na listech

ng Au/g ng Au/g
Test toxicity
Au NPs 10 8,6

60 54,8
AuCl; 10 9,7

60 59,0

Test unikového chovani

Au NPs 10 8,9
60 55,6

AuCls 10 9,4
60 57,9

Priprava histologickych sekei travicich zZlaz

Jedna travici zlaza z kazdého testovaného organismu byla ihned po pitvé vlozena do Carnoy-
B roztoku a byla zde ponechdna po dobu 24 hodin pii pokojové teploté. Nasledné byly
jednotlivé travici zlazy dehydratovany postupné v 70% alkoholu, 80% alkoholu, 96%
alkoholu a v absolutnim alkoholu (vzdy po dobu cca 30 minut); potom byly zlazy pfeneseny
do xylenu (cca 20 minut) a nasledné vlozeny do aluminiového boxu o rozmérech 1x1x1 cm a
naplnény Paraplast Plus® voskem o teploté 56 °C, umistény do termostatického inkubatoru,
kde byly také ponechéany pies noc.

Nasledujici den byly zlazy v hlinikovych nadobkéach zalit¢ voskem vyjmuty a nechany
pfi laboratorni teploté ztuhnout. Potom byly z kazdé zlazy nafezany mikrotomy o Sifce 8 um
(Reichert-Jung 2.040 rotacni mikrotom, Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko). Takto
pfipravené fezy - mikrotomy byly Setrné pfemistény na mikroskopické sklicko. Nasledovalo
odstranéni vosku (fadou alkoholll a xylenil), obarveni eozinem a hematoxylinem, zafixovani
barviva kanadskym balzdmem a zhotoveni snimkii pod svételnym mikroskopem (Axioskop
2 MOT, Carl Zeiss, Jena, Némecko). Analyzovano bylo vzdy celkem 7 histologickych fezii
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z kazd¢ travici zlazy a tyto snimky pak slouzily jako podklady pro zhodnoceni fyziologického
stavu testovanych jedincti (Obr. 13).

Posouzeni fyziologického stavu stejnonoZci

Fyziologicky stav testovanych jedinct byl hodnocen na zdkladé kombinace dvou parametrt;
jednalo se o tloustku epitelu travicich zlaz (ve stupnich) a ¢etnost vyskytu lipidovych kapének
v B buiikach (tfidy). Tyto parametry travicich z1az byly sledovany u 39 jedinci; oba pak byly
zjistovany v travici zlaze téhoz zvirete. Hodnoceni odezvy na testované nanocastice zlata a na
chlorid zlatity potom vychédzelo z poznatkli o sledovanych parametrech prezentovanych
v publikaci [66], kde jsou tyto fyziologické parametry uvedeny pro organismy bez stresu,
napf. odebranych pfimo zchovu a potom jsou porovnany s kontrolni skupinou v testu
toxicity.

2
Obr. 13: Priprava histologickych sekci travicich zlaz organismu P. scaber.
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3.3.1.2 Test unikového chovani viiéi potravé

Tento test byl proveden v souladu s jiz publikovanym protokolem uvefejnénym v literatuie
[54]. Ptiprava testovanych latek, jejich aplikace na listy a vybér testovacich organismt byl
proveden stejnym zpusobem jako v testech toxicity. Kazdy testovaci organismus byl umistén
do plastové Petriho misky, ve které byly umistény dva kousky o hmotnosti 50 mg stejné¢ho
listu lisky obecné. Prvni Cast listu, cca 50 mg, je nekontaminovana (aplikovano pouze 50 pl
destilované vody), druhd cast listu lisky obecné, opét cca 50 mg, je kontaminovana
(aplikovano 50 pl testované suspenze). Listy jsou rozliSeny tvarem, cCtverec — kontrola,
trojuhelnik — testovanad latka. Testovany byly rovnéz nanocastice zlata, chlorid zlatity
(v koncentracich 10 a 60 pg Au/g suchého listu) a jako pozitivni kontrola byl pouzit chlorid
kobaltnaty (koncentrace 2000 ng Co/g suchého listu). Bylo testovano celkem Sest kombinaci:
"0 (kontrola) vs. 0 (kontrola) ", "pozitivni kontrola CoCl, vs. 0", "Au NPs 10 vs. 0", "Au NPs
60 vs. 0", "AuCls 10 vs. 0" a "AuCl; 60 vs. 0". Tento test byl proveden s 15 testovacimi
organismy pro kazdou kombinaci; doba expozice byla 14 dni. Experimentalni podminky byly
stejné jako v testu toxicity, kromé toho, Ze na konci testu zvifata nebyla podrobena eliminacni
fazi ani pitvé. Byla vypoctena celkova konzumace stravy (z obou zdroju nabizené stravy) a
nasledné pak procentudlni zastoupeni stravy kontaminované vs. kontrolni.

Skute¢né koncentrace zlata v ptipravenych suspenzich a taktéz na listech byly zjistovany
pomoci plamenové AAS; postupovdno bylo stejné jako v predchozim testu a vysledné
koncentrace jsou uvedeny v tabulce Tab. 2.

3.3.2 Testy toxicity anorganickych soli
3.3.2.1 Test toxicity 14 dni

Tento test byl proveden piesné podle vySe popsané metodiky; po 14 denni expozici organismil
testované substanci, v tomto piipad¢ chloridu draselného a sodného, dusi¢nanu draselného
a sodného, byla stanovena mortalita, vliv na svlékani exoskeletu (Moulting), vliv na
konzumaci stravy (Feeding Rate) a u¢innost ristu (Growth Efficiency). Tyto parametry byly
vybrany pro zhodnoceni toxicity.

Byly testovany koncentrace 1, 2 a 5 g soli/kg suchého listu, které jsou uvedeny v nasledujici
tabulce (Tab. 3), spolecné s koncentracemi jednotlivych ionti. Pro kazdou koncentraci bylo
pouzito 15 testovacich organisml a pro kontrolu potom 30 testovacich organismil. Test byl
validni, mortalita v kontrolni skupiné neptekrocila 20 %.

3.3.2.2 Test unikového chovadni v pidé

Byla pouzita nesterilni standardni ptirodni puda Lufa 2.2 (LUFA Speyer, Speyer, Némécko).
Jeji vlastnosti jsou nasledujici: 1.77 = 0.2% organické hmoty, 7,2 + 1,2 % jilu, pH 5,5+ 0,2
(0,01l M CaClp), kationtova vyménna kapacita (Cation Exchange Capacity) je
10,1 + 0,5 meq/100 g a kapacita pro zadrzeni vody (Water Holding Capacity) je 41,8 £3,0 g
H,0/100 g suché pudy.

Pied testem se stejnonoZzci byly definovany dalsi vlastnosti pidy, jako je jeji vodivost a pH
bez a s obsahem soli. Byl pouzit pH/konduktivity metr (Thermo Scientific Orion Star A215
Benchtop pH/Conductivity Meter); pH pidy bylo méfeno podle normy ISO DIN 10390:1994
a elektrickd konduktivita byla méfena ve vodném extraktu (1:5) s dvakrat deionizovanou
vodou. Stru¢né: pét gramil testované pudy bylo smichano s dvakrat deionizovanou vodou,
vznikla suspenze byla dukladné tfepana a ndsledné nechana odstat 2 hodiny pii laboratorni
teploté. Nasledné byly zméfeny a zaznamenany hodnoty pH a konduktivity ve vodné fazi
suspenze [15,135].
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Pida do testu byla pfipravena dle normy OECD ¢. 222. Kazda stl byla rozpusténa ve vodé
v objemu potfebném pro dosazeni 40 % WHC a pro ziskani findlnich koncentraci 1, 2
a5 gsoli/lkg suché pidy v separatnich nadobéach; plida byla nésledné premisténa
do testovacich nadobek. Kontrolni piida byla ovlh¢ena pouze deionizovanou vodou [136].
Test byl proveden podle vySe popsané metodiky, tj. dvé propojené plastové nadobky spojené
trubickou urcenou k migraci organismu. V kazdém testovacim schématu byla ¢ast kontrolni a
cast kontaminovana; 0-0, 0—1, 0-2 a 0-5 g soli/kg suché piidy. Pro kazdou koncentraci bylo
provedeno 12 opakovani po jednom testovacim organismu. Testy probihaly v inkubacni
komote, teplota byla 22 + 1 °C, relativni vlhkost 80 % a denni svételny rezim 16/8 hodin
svétla/tmy. V prabehu testu probéhlo zaznamenani polohy organismu 10krat. Tyto pozice
slouzily nasledné k vyhodnoceni selektivni unikovosti.

Tab. 3. Hmotnostni koncentrace testovanych soli (NaCl, NaNO;, KCI, and KNO3) a iontu
pouzitych v testu toxicity a v unikovém testu.

Testovana Iont Molarni hmotnost Hmotnostni koncentrace
sul [g/mol] [g/kg]
NaCl 58.4428 1 2 5
Na* 22.9898 0.393 0.787 1.967
Cr 35.4530 0.607 1.213 3.033
NaNO;, 84.9947 1 2 5
Na* 22.9898 0.270 0.541 1.352
NO;  62.0049 0.730 1.459 3.648
KCI 74.5513 1 2 5
K" 39.0983 0.525 1.049 2.622
Cr 35.4530 0.476 0.951 2.378
KNO; 101.1032 1 2 5
K" 39.0983 0.387 0.773 1.934
NO;™  62.0049 0.613 1.227 3.066
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Testy toxicity v laboratofich CHTOZP

4.1.1 Zavedeni testu toxicity

Na konci ¢trnacti denni expozice byly zaznamenany tidaje o mortalité jedincti a hmotnosti
listi, fekalnich peletek a organismii; tyto udaje déle slouzily pro vypocet stravovacich
parametrl. Bylo prokazéano, ze mortalita byla ovlivnéna ve vSech testovacich koncentracich a
byla zavisla na koncentraci (Obr. 14). Na konci tohoto testu byl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou ve stravovacich parametrech, a to u nejvyssi
zvolené koncentrace 5000 mg testované latky/kg suché stravy. Na nasledujicich grafech (Obr.
15 a Obr. 16) jsou znazornény vysledky dvou stravovacich parametril, a to konzumace stravy
a ucinnost asimilace sravy (Mann-Whitney U-test, p<0.01).
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Obr. 14: Mortalita u stejnonozcii P. scaber ve 14 dennim testu toxicity, které je vyjadreno
v procentech z celkového mnozstvi organismui (100 % = 15 organismii).
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Obr. 15: Zobrazeni konzumace stravy testovacich jedincui P. scaber v testu toxicity. Symboly
) predstavuji maximdlni a minimdini hodnoty, symbol (c) stiedni hodnoty, statisticky
vyznamny rozdil je oznacen hvezdami: p<0,01 (**).
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Obr. 16: Zobrazeni ucinnosti asimilace stravy testovacich jedincii P. scaber v testu toxicity.
Symboly (L) predstavuji maximdlni a minimdini hodnoty, symbol (c) stiedni hodnoty,
statisticky vyznamny rozdil je oznacen hvézdami: p<0,01 (**).

4.1.2 Zavedeni unikového testu v piadé

Vysledky testu unikového chovani v padé mohou byt prezentovany dvéma odliSnymi
zpusoby, jedna se:

a) z celkového poctu kontrol (10) jsou vypocteny preference kontrolni anebo kontaminované
strany v procentech

b) jako tnikovost jednotlivych zvitat, ktera je vyhodnocena podle ISO 2008 kritérii [143].
Oba zpiisoby vyhodnoceni jsou uvedeny pro testovani anorganickych soli (Kapitola 6.2.2.2.).
Ve vyhodnoceni zavedeni tohoto testu na chloridu kobaltnatém byl pouzit pouze zplsob
druhy, tj. tnikovost jednotlivych organisma, ktera je vyhodnocena dle ISO 2008 (Obr. 17).

P. scaber je schopny si vybrat mezi kontrolni a kontaminovanou ¢asti, a to podle toho, jak mu
vybrany kontaminant vadi a v jaké je koncentraci. Jak vyplyn ulo z vysledkt testu s chloridem
kobaltnatym, tato stil mu vadi ve vSech testovanych koncentracich, a pokud muze, snazi se
travit Cas na pud¢ nekontaminované. Pti koncentraci 5000 mg/kg suché pidy stravi
v nekontaminované ¢asti téméf 70 % Casu.
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Obr. 17: Vysledky unikového testu v piide pro P. scaber. Znazorneny dle normy ISO 2008.
(osa x — koncentrace soli v g/kg, vs. — versus, cernd barva — individualni hodnota, cervenda —
primer).

4.1.3 Zavedeni unikového testu viici potravé

Vysledky tohoto testu jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (Obr. 18), kde je u kazdé ze Ctyt
expozi¢nich kombinaci zndzornéno procentudlni zastoupeni kontaminované a kontrolni
stravy z celkového zkonzumovaného mnozstvi v procentech. Hmotnost zkonzumovanych
listi se statisticky vyznamné neliSila (Mann-Whitney U-test, p>0,01) u expozi¢nich
kombinaci: "0 (kontrola) vs. 0 (kontrola)", "0 vs 1000". Statisticky vyznamny rozdil byl
pozorovan pouze u "0 vs 2000" (Mann-Whitney U-test, p<0,05) a u "0 vs 5000" (Mann-
Whitney U-test, p<0,001).
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40% -

Preference stravy

30% -

20% -
10% -
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Ovs. O Ovs. 1000 Ovs. 2000 Owvs. 5000
Obr. 18: Zobrazeni konzumace kontrolni vs. kontaminované stravy v procentech u P. scaber
v testu unikového chovani viici potrave. Nomindlni koncentrace chloridu kobaltnatého

(mg/kg suché stravy) jsou uvedeny na ose x, statisticky vyznamny rozdil je oznacen hvezdami.
p<0,05 (*); p<0,001 (***).
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4.2 Testy toxicity v laboratorich Bionanoteamu
4.2.1 Testy toxicity zlatych nanocastic
4.2.1.1 Test toxicity 14 dni

Na konci ¢trnacti denni expozice testu toxicity a nasledné elimina¢ni fazi trvajici jeden den,
byl test ukoncen a zaznamenané hmotnosti listi, fekalnich peletek a organismti byly pouzity
pro vypoCty vlivu testovanych latek na stravovaci parametry. Kromé toho byly pouzity
zdznamy o mortalit¢ jedinct v pribéhu testu; tento parametr nebyl ovlivnén ani v kontrolni
skupin¢. Vysledky dvou kontrolnich skupin byly slouceny. Na konci tohoto testu nebyl
pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou v end-pointech
mortalita, zména hmotnosti testovacich organismi v testu (Obr. 19) a konzumace stravy (Obr.
20), (Mann-Whitney U-test, p>0.05).

70 ~

- |
50 - I .

1 . 1 .

= | .. ' J

Primérna hmotnost organismuv pribéhu testu (mg)

30 A J I
20
10 -
O ¥ H i 3 i
kontrola AuCi3 10 AuCI3 60 AU NPs 10  AuNPs 80
n=23 n=10 n=10 n= 10 n=11

Nominalni koncentrace zlata (ug/g suché stravy)

Obr. X19: Zobrazeni priumerné hmotnosti testovacich jedincii P. scaber v testu toxicity.
Hodnoty kontroly z prvniho i druhého experimentu byly slouceny; symboly (&) predstavuji
maximalni a minimalni hodnoty, symbol (m) stredni hodnoty a n je pocet jedincii v kazdé
testované skupine.
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Obr. 20: Zobrazeni konzumace stravy testovacich jedincii P. scaber v testu toxicity. Hodnoty
kontroly z prvniho i druhého experimentu byly slouceny; symboly (1) predstavuji maximalni a
minimalni hodnoty, symbol (m) stredni hodnoty, symbol (-) odlehlé hodnoty a n je pocet
Jedincu v kazdé testované skupiné.

Integrita bunééné membrany v travicich Zlazach

Integrita buné¢né membrany byla hodnocena na zéklad¢ posouzeni mikroskopickych snimkt
vizualng. Jednotlivé snimky byly klasifikovany od 1 do 10 stupné posSkozeni, a to podle
pfedem dané stupnice. V kontrolni skupiné bylo méné nez 10 % bunéénych jader obarvenych
ethidium bromidem klasifikovano stupném 1 az 2. Organismy po expozici zlatych nanoc¢astic
nebo chloridu zlatit¢ho vykazovaly také méné nez 10 % bunéénych jader obarvenych
ethidium bromidem; také byly klasifikovany stupném 1 az 2 stejné jako kontrolni skupina.
Cim vys§i je hodnota stupné poskozeni, tim vice je membrana destabilizovana a bun&éné
membrany jsou povazovany za zcela zni¢ené, pokud jsou hodnoceny stupném 10. V ramci
této studie se u organismii z chovu, z kontrolnich skupin a dokonce ani z testovanych skupin
neprokazalo poskozeni, stupen nebyl nikdy vyssi nez dva. Na nasledujicim obrazku (Obr. 21)
nasledujicim obrazku (Obr. 22) je ptiklad obarvené travici zlazy z organismu ze skupiny
vystavené pusobeni zlatych nanocastic.
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Obr. 22: Travici zlazy z organismu ze skupiny testované zlatymi nanocdsticemi po testu
AO/EB.
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Bioakumulace zlata

Obsah zlata u jednotlivych organismt byl méfen po jejich mikrovinném rozkladu plamenovou
AAS. Zlato nebylo detekovano v zddném organismu, bez ohledu na jeho formu (chlorid nebo
nanocastice). Velmi dilezité je vSak zminit limit detekce zlata, ktery je pro tento pfistroj
5 nug/L. Pokud obsahovaly jednotlivé organismy mén¢ jak 7 ug Au/g, jeho obsah nemohl byt
detekovan.

Vliv na fyziologicky stav

U koncentrace 10 ug Au/g suchého listu zlatych nanocastic 1 chloridu zlatit¢tho nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a testovaci skupinou organisml u
parametri ztencovani tloustky epitelu u travicich zlaz nebo cetnosti vyskytu lipidovych
kapének v B bunikach, tj. ani na fyziologicky stav jedincii (Obr. 24 az 26) (Mann-Whitney U-
test, p>0.05). Nicméng¢, u koncentrace 60 pg Au/g suchého listu zlatych nanocéastic i chloridu
zlatit¢ho byl zaznamenan vliv na ztencovani tloustky epitelu u travicich Zlaz v porovnani
s kontrolni skupinou (Obr. 23,24) (Mann-Whitney U-test, p<0,05 a p<0,001, respektive);
cetnost vyskytu lipidovych kapének v B buitkach se u téchto dvou expozi¢nich skupin
statisticky vyznamné neliSila od kontroly (Obr. 23,25) (Mann-Whitney U-test, p>0,05).
Potom byly tyto dva parametry zkombinovany do vysledného vlivu na fyziologicky stav
jedinct a pouze testovaci skupina byla vystavena plisobeni zlatych nanocastic o koncentraci
60 png Au/g suchého listu - jevila znamky stresu (Obr. 23, 26) (Mann-Whitney U-test,
p<0,001).

|‘1ﬂﬂEm|

Obr. 23: Histopatologické rezy travici zlizy organismu P. scaber. Zliza z kontrolni skupiny
organismu vs. zlaza ze skupiny organismii vystavené koncentraci 60 ug Au/g suchého listu
zlatych nanocastic.
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Obr. 24: Zobrazeni tloustky epitelu travicich zZlaz P. scaber v testu toxicity. Podle
histologického vzhledu (tvar a velikost) B bunék travicich zZlaz se organismy rozdéli do péti
stupnii poskozeni. Stupenn 1 znaci nejvetsi poskozeni, pricemz stupen 5 Zadné. Hodnoty
kontroly z prvniho i druhého experimentu byly slouceny; n je pocet jedincu v kazdé testovaci
skupiné, nomindlni koncentrace zlata jsou uvedeny na ose x, statisticky vyznamny rozdil je
oznacen hvezdami: p<0,05 (*), p<0,001 (**%*).
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Obr. 25: Zobrazeni cetnosti vyskytu lipidovych kapének v B bunkach, travicich zlaz P. scaber
v testu toxicity. Tato Cetnost je klasifikovana podle ctyr tiid: a) ridka, b) nizka, c) stiedni, d)
vysoka. Hodnoty kontroly z prvniho i druhého experimentu byly slouceny; n je pocet jedincii
v kazdé testovaci skupiné, nominalni koncentrace zlata jsou uvedeny na ose x.
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Obr. 26: Zobrazeni fyziologického stavu P. scaber v testu toxicity v procentech. Hodnoty
kontroly z prvniho i druhého experimentu byly slouceny; n je pocet jedincii v kazdeé testovaci
skupiné, nominalni koncentrace zlata jsou uvedeny na ose x, statisticky vyznamny rozdil je
oznacen hvezdami: p<0,001 (***).
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4.2.1.2 Test unikového chovani viiéi potravé

Vysledky tohoto testu jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (Obr. 27), kde je u kazdé z Sesti
expozi¢nich kombinaci zndzornéno procentudlni zastoupeni kontaminované a kontrolni
stravy, a to z celkového zkonzumovaného mnozstvi v procentech. Hmotnost
zkonzumovanych listl se statisticky vyznamné neliSila (Mann-Whitney U-test, p>0,05) u péti
expozic¢nich kombinaci: "0 (kontrola) vs. 0 (kontrola)", "Au NPs 10 vs. 0", "Au NPs 60 vs. 0",
"AuCl; 10 vs. 0" au "AuCl; 60 vs. 0". Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan pouze u
pozitivni kontroly — chloridu kobaltnatého (Obr. 27) (Mann-Whitney U-test, p<0,001).

ks

100 ~ 1| Kontrola
[ Test

80

Preference stravy (%)

0 +kontrola  AUNPs 10 AuNPs 80 AuCl3 10 AuCl, 60

vs. O vs. 0 vs. 0 vs. 0 vs. 0 vs. 0
n=14 n=9 n=15 n=14 n=14 n=13

Obr. 27: Zobrazeni konzumace kontrolni vs. kontaminované stravy v procentech u P. scaber
v testu unikového chovani vuci potrave. Nominalni koncentrace zlata jsou uvedeny na ose x, n
Jje pocet jedincu v kazdé testovaci skupiné, statisticky vyznamny rozdil je oznacen hvézdami:
p<0,001 (***).
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4.2.2 Diskuze vysledku testii toxicity zlatych nanocastic

V ptedchézejici Casti jsou shrnuty vysledky ptsobeni zlatych nanocastic a chloridu zlatitého
ziskané pomoci dvou testl toxicity, tj. 14 denniho testu toxicity a 14 denniho unikového testu
toxicity. U testu toxicity jsou nepiiznivé biologické ucinky testovanych latek detekovatelné
jak béznymi toxikologickymi parametry (zména télesné hmotnosti, konzumace stravy a
mortalita), tak také pomoci morfometrickych charakteristik hepatopankreatického epitelu.
Kromé toho byl pouzit test integrity bunééné membrany, v ramci kterého byl zjistovan
pfipadny potencial sloucenin zlata pro destabilizaci bunéénych membran, coz by patrné
mohlo vést k piimému vstupu zlatych nanocastic do hepatopankreatickych bunék. Spojenim
tohoto testu s méfeni na AAS doslo k ovéfeni mozné internalizace zlata nebo asimilace
zlatych iontl do tkani. V nasledujicim testu bylo potom pozorovano chovani suchozemskych
stejnonozci, a to v ptipadé moznosti vybéru kontrolni nebo kontaminované stravy.

Vysledky téchto testl byly porovnany s jiz publikovanymi daty, napf. vliv nanocastic zlata
na mortalitu byl pozorovan u organismi D. melanogaster a C. elegans, avSak vliv na timrti
organismil E. fetida pozorovan nebyl [124,125,127,137,138]. U organismu D. melanogaster
byl pozorovan vliv stravy kontaminované 15 nm nanocasticemi zlata povrchové
modifikovanych solemi kyseliny citronové v koncentracich 3 az 27 pg Au NPs/g stravy
na sniZeni piezivSich organismu za den, a to v porovndni s kontrolou o 24 a 41 % respektive
[137]. Ve stejném experimentalnim uspotfadani a se stejnymi nanocasticemi byla délka zivota
sniZzena na 62 %, jestlize byly D. melanogaster vystaveny 12 pg Au NPs/g stravy za den
[127].

Pokud bychom vysledky této studie porovnali s jiz publikovanymi vysledky nasi
predchazejici studie, ve které byla testovana toxicita stfibrnych nanocastic pro stejné
organismy pfi velice podobném experimentdlnim uspotadani [62], dojdeme ke shodnym
vysledkim. PiSedevSim bylo prokazano, Ze ani umrtnost nebo rust jedincli v testu nebyl
ovlivnén pfi srovnatelnych expozi¢nich koncentracich. Jinymi slovy feceno, vysledky zcela
zieteln¢ prokéazaly, ze Au NPs a AuCls nemaji vliv na end-pointy na Grovni organismu v
realnych expozi¢nich koncentracich.

Destabilizace bunééné membrany mize byt zpisobena riznymi druhy nanoc¢éstic (napt. oxid
titani¢ity a nanotyCinky oxidd wolframu), které mohou prochdzet ze stieva
do hepatopankreatu béhem traveni a nasledné destabilizovat bunéénou membranu [80,111].
Avsak ani Au NPs ani AuCls nezptsobily snizenou integritu bunééné membrany. Vysledky
testu integrity buné¢né membrany odpovidaji vysledkiim méfeni bioakumulace. Tzn., Ze ani
jedna z Casti téla ze vSech testovacich organismt neobsahovala zlato. Na podkladé tohoto
poznatku miizeme konstatovat, ze AuNPs nebyly internalizovany do tkani a Au’" ionty
nebyly asimilovany do bungk travicich Zlaz. V tomto ohledu se Au NPs a Au’" ionty zna¢né
lisi od Ag NPs, u kterych byly zjisténo, Ze se rozpusti uvniti zazivaciho traktu a Ag’ ionty
mohou byt asimilovany do travicich zlaz pti srovnatelnych expozi¢nich koncentracich ve
stejném testu toxicity [62]. Celkove vSak plati, Ze nemlizeme vyloucit moznost, ze P. scaber
disponuje asimila&ni kapacitou pro Au’” ionty, protoZe zlato ma afinitu k sife nesouci ligandy
[139], které jsou pfitomny v granulich typu B v hepatopankreatickych S bunkach [21] a
umoziuji asimilaci jinych kovi s afinitou k sife, jako je napt. kadmium, méd’, olovo, rtut,
stfibro a kobalt [21,62,80].

Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze potencial travicich zlaz pro asimilaci zlata u P. scaber je
velice nizky. NaSe vysledky se tak 1isi od téch, pro E. fetida [124], a D. melanogaster [127],
kde Au NPs podavané spolecné se stravou v testu toxicity byly nalezeny v tkanich
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obklopujicich gastrointestinalni trakt (v€etné epitelu traviciho traktu v E. fetida), stejn¢ jako
u reproduk¢nich organi v D. melanogaster. Piitomnost a lokalizace zlata byla potvrzena
transmisni elektronovou mikroskopii (TEM), spojenou s energetickou disperzni spektroskopii
(EDS) [124] nebo synchrotronni X-ray fluorescencencni mikrosondou (uXRF) [126,142].
Z4dny diikaz o rozpusténi Au NPs ve tkanich testovacich organismi nebyl pozorovan v zadné
z citovanych studii [124,126,127].

Histopatologické zmény jsou zdakladni ukazatele GCinku na fyziologické a biochemické
systémy v organismech vystavenych piirodnimu nebo antropogenniho stresu [140]. U
stejnonozcii byla tloustka epitelu v travicich zlazach prokdzéana jako mira G¢ink testovanych
latek rozlicného chemického slozeni, nejvice dosud publikovanych studii v§ak bylo zaméteno
bylo pozorovano rovnéz u organismil po jejich pfenosu do laboratorniho chovu, pfipadné v
kontrolni skupinég testu toxicity. NejspiSe to bylo zptisobeno stresem organisml z neznamého
prostiedi a z jejich izolace od ostatnich jedinct [66,141]. Tato skute¢nost miize vysvétlit, pro¢
nékteré kontrolni organismy v testu mély ztenCen epitel v trévicich zlazach. Nicméné,
statisticky vyznamné ztenceni epitelu ve srovnani s kontrolni skupinou bylo prokézano, a to u
organisml vystavenych plsobeni AuCls, tak také u Au NPs, avSak pouze pfi nominalni
koncentraci 60 ug Au/g suché potravy. To znamend, ze AuCl; a Au NPs mohou mit
biologicky ucinek pii velmi nizkych expozi¢nich koncentracich. Ztencovani epitelu travicich
zlaz je obvykle spojeno se snizenym obsahem zésobnich lipidii, coz miize byt odpovéd’ na
rizné nutri¢ni stresory, napt. hladovéni nebo konzumace stravy kontaminované kovy nebo
pesticidy. Lipidy z hepatopankreatu slouzi jako hlavni zdroj energie u P. scaber béhem
hladovéni nebo pod stresem [66,141]. V této studii nebyl pozorovan zadny statisticky
vyznamny rozdil u sniZzeni poctu lipidovych kapének u zaddné z testovanych skupin organismu
v porovnani s kontrolni skupinou. Avsak pii kombinaci abundance ¢ili vyskytu lipidovych
kapének s tloustkou epitelu travicich zlaz do jediného endpointu — vliv na fyziologicky stav
organismu v testu, byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil, a to v porovnani s kontrolni
skupinou u organismu vystavenych expozicni koncentraci Au NPs 60 ug Au/g suché stravy.
Zavérem lze proto konstatovat, Ze jak chlorid zlatity, tak také zlaté nanocastice maji velice
nizky, avSak detekovatelny toxicky potencial u testovanych expozic¢nich koncentraci.
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4.2.3 Testy toxicity anorganickych soli
4.2.3.1 Test toxicity 14 dni

Test toxicity byl validni, spliioval podminku mortality niz8i v kontrolni skupiné nez je 20 %.
Na nésledujicim grafu (Obr. 28) je zndzornéna mortalita, NaNO;3 (k 33 %), KNO; (k 42 %)
KCI (k 53 %), u NaCl nizsi nez 20 %. Jak je patrné z nasledujiciho grafu, hodnota mortality
neni zavisla na dévce. Také byly zaznamendny hodnoty svlékani exoskeletu. U soli KNOs
a KCI byl pozorovan narustajici trend, zatimco v kontrolni skupiné a sodnych solich nebyl
tento trend pozorovan vibec.
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Obr. 28: Mortalita a svlékani exoskeletu u stejnonozcii P. scaber ve 14 dennim testu toxicity,
které je vyjadieno v procentech z celkového mnozZstvi organismii (100 % = 15 organismii).

K — kontrolni skupina, cervend primka oznacuje maximalni moznou mortalitu v kontrolni
skupiné (20 %).

Ze stravovacich parametri byly vybrany pro monitorovani tohoto testu a jako vhodné
pro naslednou publikaci dva parametry, tzv. Feeding rate — konzumace stravy (Obr. 29)
a Growth efficiency — ucinnost rastu (Obr. 30). V piipad¢ chloridu sodného a draselného
nebyl pozorovan zadny vliv na konzumaci stravy ani piinejvyssi koncentraci. Zatimco
v ptipad¢ dusi¢nani byl tento efekt markantni, zejména pak v ptipadu dusi¢nanu draselného,
testované koncentrace 1 a 2 g/kg (**p<0.01), u nejvyssi testované koncentrace dosahl az
5 glkg (***p<0.001). Stravovaci parametr u¢innost riistu byl ovlivnén zcela jinak, v piipadé
chloridu sodného a dusi¢nanu draselného nedoslo k zddnym zménam, u dusi¢nanu sodného
dosSlo ke snizeni toho parametru a to ve vSech koncentracich na statisticky vyznamnych
rozdilech 1 g/kg (**p<0.01) a u koncentraci 2 a 5 g/kg (***p<0.001). Ke zvySeni potom
doslo u chloridu draselnéh,o a to u koncentraci 1 /kg (*p <0.05) a 2 g/kg (**p<0.01).
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Obr. 29: Konzumace stravy u stejnonozcii P. scaber ve 14 dennim testu toxicity. Statisticky
vyznamné rozdily v porovnani s kontrolni skupinou (C) jsou oznaceny hveézdami (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001); n = pocet organismii, u kterych byl tento parametr vypocten.

54



MNaCl NaNO, ‘ KCl ] KNO,

ik L L wEE - -

- i -

L
-+
{1
T+
=1 Hb

Ucinnost riistu (%/den)

24

Koncentrace soli (g/kg suché stravy)

n= 27 13 13 13 10 12 10 8 13 6 i 8 1

Obr. 30: Ucinnost riistu u stejnonozcii P. scaber ve 14 dennim testu toxicity. Statisticky
vyznamné rozdily v porovnani s kontrolni skupinou (C) jsou oznaceny hvezdami (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001); n = pocet organismii, u kterych byl tento parametr vypocten.
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4.2.3.2 Test unikového chovani v pudé

Vysledky testu unikového chovani v pidé mohou byt prezentovany dvéma odliSnymi
zpusoby, a to:

a) z celkového poctu kontrol (10) jsou vypocteny preference kontrolni anebo kontaminované
strany v procentech (Obr. 31)

b) jako unikovost jednotlivych zvifat, ktera je vyhodnocena podle ISO 2008 kritérii (Obr. 32)
[143].

Z obou vybranych zptsobli vyhodnoceni a prezentace vysledkii jsou patrné stejné zaveéry
tohoto testu, takze je pouze na nas, jaky zplsob prezentace zvolime. P. scaber je schopny
vybrat si mezi kontrolni a kontaminovanou ¢asti, a to podle toho jak mu vybrany kontaminant
vadi a v jaké koncentraci. Jak je patrné z vysledkd testu s chloridem sodnym, tato sil mu
vubec nevadi, dokonce ji preferuje pied kontrolni pidou a to az do maximalni testované
koncentrace 5 g/kg. Tento trend byl obdrzen také u nejnizsi koncentrace 1 g/kg chloridu
draselné¢ho, pificemz ve vysSich koncentracich uz tyto preference nebyly pozorovany. U
dusi¢nanu sodného a draselného nebyly ziskany zadné preference kontaminované nebo
kontrolni strany; Cas, ktery v prib¢hu expozice organismy stravily v obou castech byl témét
totozny, okolo 50 %, a proto zadny statisticky vyznamny rozdil nebyl pozorovan.
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Obr. 31: Vysledky unikového testu v pudé pro P. scaber. Organismy byly vystaveny
nekontaminované LUFA 2.2 pudé a této piidé kontaminované ctyrmi individuadlnimi solemi
((A) NaCl, (B) NaNQO;, (C) KCI, a (D) KNO3). Nominalni koncentrace soli a kontroly byly 0—
0, 0-1, 0-2, and 0-5 g soli/kg suché pudy. Data jsou prezentovana jako priimerna hodnota
v procentech pro cas straveny na jednotlivych strandch testu a nejistota meéreni je vyjadrena
Jjako smérodatna odchylka (SE); kontrola je zobrazena bilou barvou.
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Obr. 32: Vysledky unikového testu v piide pro P. scaber. Znazornény dle normy 1SO 2008.
(osa x — koncentrace soli v g/kg, vs. — versus, cerna barva — individuadlni hodnota, cervend —
prumeér, modra — median).
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4.2.3.3 Meéreni pH a vodivosti pudy s obsahem soli

V nasledujici tabulce (Tab. 5) jsou prezentovany hodnoty molarnich koncentraci, elektrické
vodivosti (EC) a pH jednotlivych piid s obsahem soli. Jak z tabulky vyplyva, nejsou patrné
zadné rozdily v hodnotach pH u jednotlivych druhti soli. Hodnoty elektrické vodivosti pro
NaCl a KCI byly srovnatelné; v rozmezi od 0,46 do 1,87 dS/m a 0,43 az 1,67 dS/m. Také
elektrickd vodivost pro KNO3; a NaNOs byly v podobném rozsahu; 0,32-1,18 dS/m a 0,35-
1,25 dS/m, respektive.

Tab. 5: Hodnoty molarnich koncentraci, elektrické vodivosti a pH pro jednotlivé pidy

s obsahem soll.

Testované latky Hmotnostni Molarni EC+SD pH £ SD
koncentrace  koncentrace [dS/m]
[mg/ke] [mM]

Kontrola - Kontrola 0 0 0,10 £ 0,00 6,18+ 0,10

Kontrola — NaCl 1000 17,11 0,46 + 0,00 5,86 = 0,00
2000 34,22 0,81 +0,03 5,77+ 0,02
5000 85,55 1,87 £ 0,05 5,71 £ 0,01

Kontrola — NaNO; 1000 11,77 0,35+0,01 5,95+ 0,07
2000 23,53 0,60 = 0,01 5,78 £ 0,01
5000 58,83 1,25+0,03 5,73 £0,01

Kontrola — KCI 1000 13,41 0,43 £ 0,01 5,79 £ 0,03
2000 26,83 0,74 £ 0,01 5,71 £0,01
5000 67,07 1,67 0,08 5,64 £ 0,01

Kontrola — KNO; 1000 9,89 0,32 +0,01 5,80 +0,01
2000 19,78 0,55+0,02 5,72+ 0,03
5000 49,45 1,18 £ 0,04 5,69 +0,01
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4.2.4 Diskuze vysledku toxicity anorganickych soli

V ptedchazejici ¢asti jsou shrnuty vysledky ptsobeni Ctyt soli (NaCl, KCI, NaNO3; a KNO3), a
to ve dvou testech toxicity (14 denni a 48 hodinovy unikovy).

Z prvniho testu je patrny vliv KNOs; a NaNOs na konzumaci stravy v prubchu testu, ktera
vSak neni zavisla na koncentraci testované substance (velikosti davky). Tento trend vsSak
nebyl pozorovan u soli NaCl a KCI. Vliv na u¢innost riistu byla pozorovana ptedevsim
u NaNOs, Na zakladé téchto vysledkt, kdy nebyl pozorovan zadny vliv soli NaCl a KCl, ani
u jednoho sledovaného stravovaciho parametru bylo posouzeno, Ze testované koncentrace Cl ,
K" a Na' iontl (az do 3,0; 2,6 a 1,995 g soli/kg suchého listu, respektive) nemaji zadny vliv
na stravovaci chovani a na mortalitu a svlékani exoskeletu u P. scaber. U soli KNO;
a NaNO;_ koncentrace K™ a Na' iontl (az do 1,934 a 1,352 g soli/kg suchého listu, respektive)
jsou dokonce nizs$i nez u soli KCl a NaCl (az do 2,622 a 1,967 g soli/kg suchého listu,
respektive), a proto 1ze konstatovat, ze vliv testu toxicity u KNO3; a NaNO3; muze byt pouze
nasledkem plisobeni dusi¢nanti. Dusi¢nany obsazené v kontaminované stravé mohou mit za
nasledek ovlivnéni stravovaciho chovani, avSak mechanismus tohoto piisobeni neni dosud
jednoznacné znam. V literatuie byl dohleddn a jako nejvice pravdépodobny se jevi toxicky
zpusob pusobeni dusi¢nani na pigmenty, které jsou sice schopny nést kyslik (napf.
methemokyanin, hemokyanin) do formy, kterd vSak neni schopna jeho ptfenosu (napf.
methemoglobin) [144]. Podrobné zkoumani tohoto jevu je vSak nad ramec této prace, ktera se
zabyva jinymi end-pointy testu toxicity.

Ve studii [15] byl podobné jako v této praci zkouman vliv soli, a to v 28 dennim testu toxicity
na zizalach (E. fetida); u soli NaCl (ECs5¢=5,318 g/kg pudy), u KCI (EC5¢=5,890 g/kg pudy)
au NaNO; (ECs5y=4,845 g/kg ptudy) byl zjistén vliv na konzumaci stravy (pokles hmotnosti
testovanych jedincii po skonceni expozice). Tento jev mohl byt podle autora studie zpiisoben
unikovym chovani zizal vic¢i kontaminované potravé, protoze toto chovani bylo pozorovano
v jeho ptfedchozi praci [9], kde byly sledovany cCisté tnikové reakce u dvou druht zizal
A. caliginosa a E. fetida u pidy kontaminované NaCl (ECsy=0,667 g NaCl/kg pudy
a 1,164 g NaCl/kg ptudy, respektive).

Vysledky druhého testu ukazuji preference pobytu P. scaber pii moznosti volby
kontaminované versus €isté pudy. U soli NaCl (vSechny testované koncentrace) a u KCI
solemi kontaminovany. U zbylych dvou koncentraci KCI a u vSech testovanych koncentraci
KNO;3 a NaNOs nebyly pozorovany zadné preference. Tyto vysledky ukazuji na to, Ze vybér
organismu zcela nezavisi na pH a elektrické vodivosti pidy, ktera byla u vsech piid zméfena.
Jako ptiklad 1ze uvést, Zze u pidy obsahujici NaCl, jsou hodnoty elektrické vodivosti
v rozmezi 0,46 — 1,87 dS/m a u pudy obsahujici KCI jsou hodnoty elektrické vodivosti
v rozmezi 0,74 — 1,67 dS/m. Na zaklad¢ téchto poznatki miizeme konstatovat, ze je nanejvys
pravdépodobné, ze vybér pudy se fidi dle obsahu soli.

U soli KNOj; a KCl se v prubchu testu vyskytoval vétsi vyskyt jedincti svlékajicich exoskelet
v porovnani s kontrolni skupinou a s organismy vystavenymi pusobeni NaNO; a NaCl.
Na zékladé vysledki uvedenych v praci [145], bylo zji§téno, Ze koncentrace kationtli K™ a Na"
v hemolymf¢€ a v tzv. moulting fluid (tekutin€ vyskytujici se v pribéhu vymény exoskeletu) se
meéni v prubchu svlékani exoskeletu. V tzv. moulting fluid se méni kationtové slozeni, které
ovlivituje ukladéni vapniku. Také v nasledujici praci [146], podobné jako u jinych
stejnonozcil (Ligia oceanica) bylo prokazéano, ze osmoticky tlak v hemolymf¢ se méni béhem
cyklu vymény exoskeletu. Z tohoto ditvodu je mozné, Ze zmény osmotického tlaku, které jsou
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vyvolané piisobenim soli (v tomto pfipadé K'), mohou ménit cyklus vymény exoskeletu.
Nicméné, pro takové zavéry je vSak nutné provést dalsi experimenty, a to za ucelem zjisténi
. r r . o . w M o ’ . 7w + .
potencialnich mechanismil téchto zmén zplsobenych solemi, zvlasté pak K iontem.

Vysledky mortality ukazuji jeji zvySeni u soli NaNOs;, KNO; a KCl a soucasné zadné zvyseni
u soli NaCl. V ramci této studie jsme schopni porovnat pozorovanou mortalitu pro vybrany
kationt/aniont par. Z vysledkd je patrné, Ze mortalita je zavisla na plsobeni konkrétniho
kationt/aniont paru. Toto zjisténi je ve shod¢ s dosud publikovanymi vysledky, které
poukdzaly na to, Ze nelze toxicitu vyhodnocovat jakou soucet toxicity pro kationt a aniont,
z nichz se sul sklada [15]. Ale vzdy je nezbytné ji posuzovat jako individualni toxicitu dané
soli, kde plisobeni kationtu a aniontu mize byt aditivni, synergické nebo antagonické [133].

Nase vysledky dale ukazuji na to, ze stejnonozci jsou schopni tolerovat vysoké koncentrace
NaCl (5 g soli/g suchého listi ¢i suché pudy), a to v porovnani s ostatnimi suchozemskymi
bezobratlymi zivoc€ichy, jako jsou napi. zizaly [15]. Toto zjiSténi je v souladu s udaji jiz
drive publikovanymi; stejnonoZzci P. scaber jsou euryhalinni organismy, tj. organismy schopni
snaset velké zmény v koncentracich soli a majici extrémni schopnost osmoregulace [147].
Schopnost osmoregulace tizce souvisi s akumulaci Na' iontii (a pravdépodobné i chloridi)
ve stfevé a hepatopankreatu [147]. Stejnonozci byli zavleceni a nasledné byli schopni piezit
v nékterych z nejvice extrémnich oblasti Zivotniho prostfedi, vcetné¢ pousté v Izraeli
avseverni Africe a zasolenych oblasti v Australii [148]. Ve skuteCnosti vSak vysledky
z analyzy jejich distribuce u 19 druht suchozemskych stejnonozct v tuniskych mokiadech
ukdzaly, Ze stejnonozci jsou piitomni v pudé s obsahem soli v rozmezi 0,9 az 35,4 g/kg.
Zejména stejnonozci z rodiny Porcellionidae (Porcellio variabilis, P. laevis a P. pruinosus)
jsou schopni tolerovat Sirokou skélu zasoleni, a to az do obsahu soli 35,4 g/kg pady [149].
Podobné i1 vodni stejnonozci jako je napt. beruska vodni (4sellus aquaticu) maji ptirozeny
rozsah vyskytu ve velmi velkém rozpéti slanosti, protoze byly nalezeny v mistech od 0,0035
az do 2,358 g Na/l vody az do extrémnich koncentraci 6,896 g Na/l vody [150]. V dalsi
publikované studii [151] se uvadi, Ze z 27 rtznych sladkovodnich vodnich bezobratlych
pochézejicich z raznych taxonomickych skupin (plosténky, malostétinaté, pijavice, mekkyse,
koryse a larev hmyzu) byli korysi A. aquaticus a Gmelinoides fasciatus nejvice tolerantnimi
jak ke sniZeni, tak ke zvySeni obsahu soli ve vodé¢, a to v rozsahu od 0,02 do 8,10 g/ 1.

Na zavér této diskuze lze konstatovat, ze 14 denni expozici P. scaber soli NaCl (do 5 g/kg
list) neovlivnilo stravovani, rlst a preziti tohoto organismu. Ostatni soli, tj. KCI, NaNOs a
KNO;3; mély na tento organismus negativni dopad. Spolecné tyto vysledky, a to spolu s jiz
publikovanymi udaji o toxicité na zizalach [15] poukazuji na to, Ze i jiné soli, kromé bézné
testované¢ho chloridu sodného, by meély byt testovany, a to pro stanoveni odpovédi na
potenciondlni nebezpeci zasoleni pidy pro suchozemské organismy.
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5 ZAVER
Ucelem této prace bylo ziskani nékolika dil¢ich poznatkGi a cili z oblasti terestrické
ekotoxikologie.

Prvotnim cilem bylo zavést chov a provést tfi testy toxicity s organismem P. scaber. Toto
testovani bylo provadéno na ustavu CHTOZP. Chov byl Gisp&$né zaveden a testovani na tomto
organismu miize nyni doplnit baterii ekotoxikologickych testli zde provadénych. Jedna se
piedevsim o vhodny test pro doplnéni testovani na vétSich terestrickych organismech, jako
jsou napi. zizaly (E. fetida nebo E. andrei) nebo Sneci (Helix aspersa), jejichZ testovani je
vice Casové 1 prostorové ndarocné. Rovnéz bylo prokazano, Ze diky schopnosti velké
bioakumulace kovli u P. scaber se vysledky mohou znacen¢ liSit a mizeme tak dosdhnout
objektivnéjSiho zhodnoceni kontaminantii vstupujicich do zivotniho prostfedi a poukazat
na dulezitost rozmanitosti zvolenych testovacich organismii.

Dalsim mezikrokem bylo potom testovani vybranych zlatych nanocastic. Tento druh
nanocastic byl zvolen z n¢kolika diivodi; jednim z nich je jejich zvySena produkce a pouziti
v priubéhu poslednich nékolika let a s tim souvisejici také zvySené riziko vstupu do Zivotniho
prostiedi, a to jak do akvatického, tak také do terestrického ekosystému. Z dostupné literatury
bylo ziejmé, ze testy v terestrickém prostiedi, a to na vSech tfech trovnich Zivé hmoty
(organismus, tkan, bunka), jsou ve velice omezeném mnozstvi pouzivany, na rozdil od testi
s vodnimi organismy. Na zaklad¢ toho byly zvoleny jako nejvySe vhodné do této dizertacni
prace. Dalsim divodem bylo celkové omezené mnozstvi studii toxicity zlatych nanocéstic
v porovnani s vice pouzivanymi nanoc¢asticemi, jakymi jsou naptiklad oxidy rozli¢nych kovi
nebo stiibrné nanocastice. Dulezitym krokem v této praci bylo data, kterd byla ziskana
v testech toxicity, spravné statisticky vyhodnotit, protoze naméfend data vesmes spadajici
do oblasti neparametrického rozdé¢leni, Proto byla rovnéz dilezitd spravna interpretace
ziskanych vysledkii a jejich nasledna publikace. Vysledky vlivu nanocastic v testech
ekotoxicity na zvoleném organismu a nasledné pak jejich porovnani s jiz publikovanymi
a dostupnymi daty jsou prezentovany v diskuzi.

Dalsi ¢ast této prace se zabyva moznou toxicitou vybranych anorganickych soli pro P. scaber.
Vychazi z mysSlenky salinizace terestrického ekosystému nadmérnym pouzivanim soli jak pii
upravé komunikaci v zimé, tak také nadmérnym pouzivanim hnojiv nebo nespravnym
zavlazovanim. Tyto soli, pfedevS§im chlorid sodny, ale nejen ten, se pak nachazeji
v nadmérnych koncentracich a mohou tak ohrozovat pfedevSim organismy zijici v takto
zasolené pid¢ a konzumujici stravu s nadmérnym obsahem soli. Do testu byly vybrany, jak
jiz bylo zminéno Ctyfi soli, avSak v soucasné literatuie byly dostupné informace predevsim
tykajici se toxicity chloridu sodného. Bylo tak nanejvyS vhodné, Ze jsme mohli spiSe kusé
informace o toxicit¢ zbyvajicich slouc¢enin doplnit naSimi vysledky, které byly ve velice
kratké dobé uspésné opublikovany. Souhrnné vysledky testii a jejich néasledna diskuze, a to
spolecné¢ s porovnanim vlivu soli na ostatnich terestrickych organismech, je uvedena
v ptedchozi kapitole.
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Salinization of soil as the main cause for soil degradation is a global issue. Despite this, the data
concerning the effects of different salts on terrestrial organisms are still missing. Our aim was to address
the effects of four different salts (NaCl, KCl, NaNO5, and KNO;) on terrestrial isopods Porcellio scaber. Two
types of experiments were performed. In the first experiment, the isopods were exposed to 1,2, and 5 g
saltfkg dry leal for 14 days and afterwards animal mortality, feeding activity. moult and growth were
monitored. In the second experiment, a 48-h soil selection tests was done to investigate their preference)

’::J‘r:‘e':ltr:j;I oA avoidance to certain salts. The feeding rate and growth efficiency of 1sopods decreased in a dose-
Salinity dependent manner after 14 days exposure to KNOy and NaNOy. We suggest that nitrate {(NO3~ ) may be the

predominant reason for these effects, because (i) the effects were only observed in the case of N0z —-salts,
and (ii) K" and Na“ induced no effects in the case of CI™-salts where the concentrations of these two
cations were even higher as in the case of MOy~ salts. 48-h soil selection test showed that isopods were
able to choose berween MaCl dosed and unamended soil: the isopods preferred to spend time on NaCl
spiked soil (up to 5 g saltkg dry soil). In the case of KNDOz and NaNOs no significant soil selection by
isopods was found. In these two exposures isopods spent approsimately 50% of their visits on both sides
of the soil. The survival of isopods decreased in a dose independent manner when exposed to NaNO,,
KNO;, and KC|. We conclude that MaNO;, KCl, and KNO; affect the isopods, while no effects were caused
by MaCl under the exposure conditions of this study. This study implies that also other salts besides
commaonly investigated NaCl should be tested when the potential hazard of soil salinization to terrestrial
OTganisms is in question.

Sodium/potassium chloride
Sodium/potassium nitrate
Growth

Moult
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1. Introduction

Salinization is the process that leads to an excessive increase of
water-soluble salts in the soil (Varallyay et al, 2006) Soil
salinization is a global problem and has been recognised as one
of the major reasons for soil degradation (Taoth et al., 2008; Com.,
2012; Environment Canada, 2015; USDA, 2015). This phenomenon
is either a result of erosion of parental material and natural
processes or is induced by anthropogenic activities, such as the
salting of roads during winter in temperate and subarctic regions
(Environment Canada, 2015), the use of fertilizers, excessive
irrigations, (Tath et al., 2008) or the use of snow additives for the
production of artificial snow for winter tourism {Rixen et al., 2003).
Besides sodium chloride (NacCl), the snow additives also contain
calcium chloride (CaCly), potassium chloride (KCl), wurea,
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magnesium chloride, sedium acetate, calcium magnesium acetate,
ammonium nitrate and ammonium sulfate (Peters, 2006).
Potassium and sodium nitrate (KNO,, and NMaNOy) are common
composites of fertilizers (Haifa, 2014).

An excessive amount of salts in the soil has been shown to affect
terrestrial organisms, such as earthworms (Owojorl and Reinecke,
2009, 2014; Owojori et al. 2008, 2009a,b; Guzyte et al., 2011).
enchytraeids (Owojori et al., 2009b), collembolans (Owojori et al.,
2009a) and plants (Rixen et al., 2003; Hu and Schmidhalter, 2005).
Most of the studies conducted up until now have focused on soil
contaminated with NaCl or Kl or natural saline soil {Owojori et al.,
2009a). Most commonly observed effects of NaCl on earthworms
(Eisenia fetida) were decreased survival (28 days LCyy=5436g
MaCl/kg soil and 5.623 g NaCl/kg soil), decreased growth (28 days
ECsy in range from 2.512-4985g NaCllkg soil) and decreased
cocoon production (28 days ECsp in range from 1.00-2.02 g NaCl/kg
sail) {Owojori et al, 2008; Guzyte et al., 2011). In a recent study,
Owojori and Reinecke (2014) showed that besides NaCl, other salts
like MaNO,, Ma HPO, Na,S0,, KCl, CaCly, and MgCl, can cause
saline-induced effects on earthworms. Among these the most toxic
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to earthworms E. fetida was NaNO; (28 days LCsy 5.354 g/kg soil).
while NaCl was among the least toxic (28 days LCsn=6.428 gfkg
soil) (Owojori and Reinecke, 2014).

Other relevant terrestrial invertebrates potentially exposed to
salt-affected areas are isopods such as the species Porcellio scaber
Latreille, 1804 (lsopoda, Oniscidea, Porcellionidae), which live
predominately in forests and grasslands of temperate climates, but
are also very commeon in urban and agricultural areas (Harding and
Sutton, 1985). They have been recognized as a suitable ecotoxicity
test organism because their biology and physiology i1s well-known,
it is relatively easy to maintain them as a laboratory culture and
handle individual animals in the experiment and, above all, it is
possible to obtain individual toxicity data at different levels of
biological complexity (Hassall et al., 2005). These organisms have
been used successfully in toxicity testing on a variety of organic
pollutants (Drobne et al., 2008) and inorganic pollutants, such as
metals (Drobne and Hopkin, 1995; Zidar et al, 2003) and
nanomaterials (Drobne et al., 2009). Generally, a decreased feeding
rate of isopods denote an adverse effect of the test chemical on the
isopods [Drobne and Hopkin, 1995). At the moment there is a lack
of knowledge regarding the effects of salinity on these organisms.

The aim of the present study was to assess the effects of four
commonly used salts in agriculture (NaNOz and KNOs) and in ice=
melting compounds (MaCl, KCI) on terrestrial isopods P scaber.
Nadl is also the predominant salt in most saline environments
(Owojori et al, 2008). Isopod feeding behaviour, moult and
mortality were monitored. A 48-h soil selection tests was done to
investigate their selection of certain salts. The prime goal was to
determine the differences in adverse effects caused by different
salts.

2. Materials and methods
2.1. Test chemicals

Four analytical grade salts, namely NaCl, NaMNO,, KCI, and KNO,
were purchased from Sigma=Aldrich (Germany). The concentra=
tions tested in this paper (1, 2 and 5g salt/kg dry leaf or dry soil)
were selected based on previous work done by other researchers in
this field (Crwojori and Reinecke, 2009). These authors exposed the
earthworms to a concentration range 1-4g NaCllkg dry soil
corresponding to electrical conductivity (EC) in range from 0,12 to

Table 1

1.31dS/m. These exposures already induced adverse effects on
earthworms. The EC of the soil in our case (soil choice experi-
ments) was in the same range (0.32-1.87 dS/m, Table 1). Further-
more, these EC values are in range of those reported for natural
saline soils (0.08-1.62 d5/m) (Owojori and Reinecke, 2010).

2 2. Test species

Isopods P scaber originated from the synchronized laboratory
culture at the Department of Biology., University of Ljubljana
(Vetna pot 111, Ljubljana). Cultures of P scaber were derived from
individuals collected from an unpolluted site in Polhov Gradec,
Slovenia (46°3'0"N, 14°18'0"E). Animals were kept in a climate
chamber at 22 + 1*C with a 16/8 h light/dark period (120 and 161x,
respectively; measured wusing LI=1000 Data Logger, LI=COR,
Nebraska, USA), caged in glass containers with moist loamy sand
and peat at the bottom. They were fed fallen leaves from various
trees, with periodical additions of potatoes, fresh vegetables, and
apples. Only adult animals {(30-60 mg fresh body mass) of both
sexes were used for the rest. Particular attention was paid to
include only the specimens with intact antennae. Moulting
individuals and gravid females were excluded (Zidar et al., 1998).

2.3, Experimental design for [4-days feeding exposure

2.3.1. Food preparation

Partially decomposed hazel leaves (Corylus avellana) were
collected in the Karavanke region, Slovenia ([46°213229N,
14°16"36.12"E), for the purpose of the experiment. Leaves were
air dried at room temperature (24 £ 1 °C) and stored in a cardboard
box until use. Bigger leaves with minimally damaged leaf lamina
were straightened and the serrated leaf edge was cut off. Leaf
lamina were cut into pieces of 120 + 20 mg. NaCl, NaNQO,. KCl, and
KNO; were individually dissolved in bideionized water [MilliQ,
Millipore, Billerica, Massachusetts, USA [pH 5.7, p=18.5M{lcm]),
to obtain nominal concentrations of 1, 2, and 5 g salt/kg dry leaf.
The nominal mass concentrations were also converted to molarity
for a better comparison to previously published data (Supplemen-
tary information Table S1). For 100 mg of leaf, 100 pL of deionised
water (control) or freshly prepared salt solution hwas applied to the
bottom side of the leaf and spread over the surface as evenly as
possible, using a paintbrush. After application, leaves were allowed

Elecrrical conductivity and pH measured in the test soils at the beginning {day 0) of the soil selecrion test with Porcellio scaber (EC, electrical conductivity) (n of independent

measurements=3).

Test groups Mass concentration (g/kg) Molar concentration {mbd) Mean EC £50 (dS/m) Mean pH + 50
Cantrol 1] Li] 010 + 000 618 + 00
Natl 1 171 046 £ 0.00 5.86 + 000
2 3422 0.E1 £ 0.03 577 £ 002
5 8555 LET + 0.05 551 + 0N
Kl 1 1341 043 + 0.01 5.79 4+ 003
2 2683 074 £ 001 571 + 0
5 &.07 1.67 + 0.08 564 + 01
NaNO, 1 1737 0.35 £ 001 5.95 + 007
2 2353 BD £ 0.01 5.78 £ 0N
5 SBE3 125 + 0.03 573 £ 0
KMNDy 1 989 032 +0m 580 + 001
Fi 1978 055 £ 0.02 572 + 003
5 49.45 118 £ 0.04 5.59 £ 01

75
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to dry for 24 h at room temperature. After 24 h, dry pieces of leaves
were re-weighed and this data was then used for further
calculations.

2.3.2. Feeding assay

The feeding assay was conducted according to the protocol
described by Drobne et al. (2009). Briefly, individual animal was
placed in a petri dish (@ 9 cm) along with the prepared leaf with the
contaminated side facing up (15 animals per each concentration
and 30 animals per control). Humidity in the petri dish was
maintained by periodical spraying with deionised water on the
internal side of the lid. The experiment was maintained for 14 days
in controlled and stable conditions at 22+1*C, BO¥ relative
humidity (TFA, Dostmann GmbH & Co., KG, Wertheim, Germany),
with a 16/8 h light/dark period (120 and 16 Ix, respectively). The
experiment was monitored on a daily basis. The food was not
replaced during the exposure period, and fecal pellets were
collected weekly. At the end of exposure, animal mortality was
recorded and the surviving animals were weighed. Uneaten leaves
were dried in a laboratory dryer (SP120 Easy, Kambit Laboratory
Equipment d.o.o., Semi&, Slovenia) at 50°C for 24h prior to
weighing. The experiment was considered valid if the mortality of
controls did not exceed 20% (Hornung et al., 1998)

24, Experimental design for 48-h soil selection behaviour test

2.4.1. Soil preparation

Non=sterile standardised natural soil Lufa 2.2 [(LUFA Speyer,
Speyer, Germany) was used for the test. It was characterized as a
loamy sand with 1.77 £0.2% organic matter, 72 +1.2% clay, pH
5.5=0.2 (0.01M CaCly), Cation Exchange Capacity 10,1 =0.5 meq/
100 g, and water holding capacity (WHC) 418 £ 3.0g H,0/100 gdry
s0il. The pH of the test soil was measured according to 150 DIN
10390:1994 using a pHfconductivity meter (Thermo Scientific
Orion Star A215 Benchtop pH/Conductivity Meter). The electrical
conductivity (EC) of the tested soil was measured in a soil-water
extract {1:5 =w:v){Owojori and Reinecke, 2014 ). Shortly, 5 g of test
soil was thouroughly mixed (1:5=w:v) with bideionized water.
The resulting suspension was left to settle for 2h at room
temperature and the EC of the liguid phase was measured using a
pHjconductivity meter (Thermo Scientific Orion  Star
A215 Benchtop pHfConductivity Meter).

The soil was prepared in accordance with the OECD test No. 222
(OECD, 2004). Individual salt, NaCl, MaNOy, KCl or KNOs, was
dissolved in a volume of deionized water necessary to reach a final
moisture content equivalent with 40% of the WHC of the soil.
Individual salt solution was then mixed thoroughly with the soil
before introducing it into a test vessel. Control soil was moistened
with deionized water only. The final nominal concentrations of
selected salts in the Lufa 2.2 soil were 0 (control), 1, 2, and 5 g saltf
kg dry soil.

2.4.2 Soil selection behaviour test

The test container comprised two identical polypropylene
vessels (0.1 L) connected with a fixed polypropylene tunnel (1.3 cm
wide, 4 cm long) to enable animal migration between two qualities
of soil and covered with Petri dish covers (# 6cm) (Fig. 1). Vessels
were filled with 20-25 g of moist standard soil Lufa 2.2. Animals
were exposed to clean Lufa 22 soil (0, control) and soil
contaminated with individual salt simultaneously for 48h. The
nominal concentrations of pairs used in the test were 0=0, 0=1,0=2,
and 0=5g salt/kg dry soil. The soil selection test was run with
12 replicates per treatment, each replicate contained 1 animal. Pre=
weighed adult {non-depurated) isopods were individually intro-
duced into the test containers randomly to one side or the other.
Incubation took place in a climate chamber at 22 +1°C, with 80%

tunnel

Fig. 1. Scheme of the rest set up for 48-h soil selection test with isopods Porcellio
soeber. The test container comprised two identical polypropylens vessels (00 L)
connected with a fixed polypropylene tunnel (1.3 cm wide, 4 cm long) to enable
animal migration between two qualities of soil and covered with Petri dish covers (@
& cm). Both vessels were filled with 20-25 g of moist standard soil Lufa 2.2: one with
clean soil (C) and the other with soil contaminated (T) with individual salt {MaCl,
KCL, NaMOy, or KNOy)L

relative humidity and a 16/8 h light{dark period cycle (120 and
16 Ix, respectively). During the 48-h exposure period, test vessels
were monitored 10 times at regular time intervals and the location
of individual animal was recorded (control vs. contaminated side)
(Warburg, 1993 ). This data was then used for the calculation of soil
selection response. Mo food was offered to animals during the
experiment. Moisture content was checked at the beginning and at
the end of the experiment by weighing the test containers.

2.5. Data analysis

The following feeding parameters were calculated for each
individual animal: feeding rate (FR), and growth efficiency (GE).
Data from dead animals was not included in the calculation of
feeding parameters. The calculation of feeding parameters (for an
individual animal) was as follows:

FR =M+Nd (1)
sopa
ce= W - Wises) 100 =Ny (2)
isop s

where, dw—dry weight; fiw—fresh weight; W, —dry leaf weight on
start (mg dw); Wy.—dry leaf weight at the end {mg dw); Wisopa—
average isopod fresh weight (mg fw); Wiops—isopod fresh weight
on start (mg fw); Wisop.—isopod fresh weight at the end (mg fw);
Ng—number of days; FR—feeding rate (mg of consumed food{mg
isopod/day); GE=growth efficiency (%/day).

The soil selection was calculated as follows. In each test vessel
one individual animal was monitored 10 times during the
48 exposure (only at daylight). The position of the animal on
certain side of the soil was recorded. At the end of experiment the
percentage of visits on each soil was calculated. Based on
12 replicates for each exposure group, the mean share of visits
on each soil was calculated. The uncertainties were expressed as
standard errors (SE). The statistical significance of differences
between the control and the exposed groups of animals (in both
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14 days and 48 h food selection experiment) was assessed by the
Mann-Whitney U-test ("p< 005, ""p<001 and ""p<0.001),
using OriginPro B.0 software (OriginLab., Northampton, MA,
USA). Non=parametric statistics was used because the dataviolated
the assumption of the parametric test. Data from the soil selection
behaviour test was also evaluated according to IS0 (2008) criteria
(see Supplementary material Fig. 51).

3. Results
3.1. 14-days feeding assay

An increased mortality of isopods in comparison to control was
observed in the case of NaNO; (up to 33%), KNOy (up to 42%), and
KCl {up to 53%), however the mortality was not dose-dependent.
The survival of control was within acceptable limits (<20%) (Fig. 2).
We also recorded the moult of animals during the 14 days of
exposure. We found increase in moult in the case of KNOy and KCl
(Fig_ 2).

The feeding rate of isopods decreased in the case of NaNO; and
KNO; exposure, but not in the case of NaCl and KCl up to nominal
5 gfkg dry leaf (Fig. 3). The feeding rate was decreased after 14 days
of exposure at 2 and 5 g/kg dry leaf in the case of NaNOs and at 1, 2,
and 5 gfkg dry leaf in the case of KNDs. The growth efficiency was
also affected: it decreased after 14 days of exposure at 1, 2, and
5 gfkzinthe case of MaNOs; and increased at 1 and 2 gjkg dry leafin
the case of KCI (Fig. 4).

3.2, Soil selection behaviour test

The data on soil selection are presented in two ways: (a) as the
mean percentage (%) of isopod visits in each side of the vessel
(Fig. 5) and (b) as the avoidance response of individual animals
evaluated according to 150 (2008) criteria (Supplementary
information Fig. 51). From both data presentations, it is evident
that during a 48-h exposure set-up, isopods are able to choose
between Mall dosed and unamended soil: the isopods prefer to
spend time on NaCl spiked soil (up to 5 g salt/kg dry soil). This was
also observed at the lowest KCl exposure concentration (1 g salt/kg

100 4 NaCl
90 4

BO +

2

60 4

Mortality and moult (%)
& 8

204

c 1 2 5 1 2 2
Salt concentration (g/kg dry leaf) gmﬁ""

NaNQ,

dry soil), but at higher concentrations this was not evident (Fig. 5).
In the case of KNOy and NaNOy no significant soil selection of
isopods was found. Im these two exposures isopods spent
approximately 50% of their visits on both sides of the soil (Fig. 5).

To elucidate whether the animal selects the soil based on pH
and EC of different exposures, we present these data in Table 1.
There were no differences in the pH among the soils treated with
different salts. The EC values for NaCl and KCl were comparable; in
range from 0.46 to 1.87dS/m and 043 to 1.67 dS/m, respectively.
Also, the EC for KNOy and NaNOy; were in a similar range:
0.32-1.18 d5/m and 0.35-1.25 d5/m, respectively.

4. Discussion

In the present study, we assessed the effect of four salts NaCl,
KCI, MaMOy and KMNO; (up to 5g/kg dry leaf) on isopods P. scaber
after 14 days of exposure to contaminated food. Additionally, the
isopod selection between the non-spiked soil and salt amended
s0il was tested in a 48 h soil selection set-up (up to 5 gfkg dry soil ).

After 14 days of exposure to KNOy and MaMO;, the feeding rate
of isopods decreased in a dose=dependent manner. but no such
changes were found upon NaCl and KCl exposure. The growth of
isopods decreased after exposure to NaNQOs. Since no effect was
found in the case of MaCl and KCl, we deduce that the tested
concentrations of C1-, K* and Ma® (up to 3.0, 2.6 and 1.995 g/kg dry
leaf, respectively) do not pose any effect on the feeding behaviour
of P. scaber. In the case of KMO4 and MaMOy, the concentrations of K*
and Na* (up to 1.934, and 1.352 gfkg dry leaf, respectively) are even
lower than in the case of KCl and NaCl {up to 2.622 and 1.967 gjke
dry leaf, respectively) therefore the effects caused by KNOy and
NaMOy may be a result of NOy~ present in the food. A decreased
feeding activity and growth may not have been a result of food
selection, because the isopods did not aveid N0y~ containing soil.
This indicates that NOy~ could have affected the feeding
physiology of isopods, but the mechanism of action is unknown.
The main suggested MOy~ toxic action in the literature is the
conversion of oxygen-carrying pigments (e.g., methemocyanin,
hemaocyanin) to forms that are incapable of carrying oxygen (e.g.,
methemoglobin) (Camargo et al., 2005 ). However, it remains to be

KCl KNO,

B 1 2 ] 1

Fig. 2. Mortality and moult of isopods Porcelfio scaber fed for 14 days with NaCl, KO, NaNQy, or KMNO, spiked food in controlled laboratory conditions. Mortality and moult were
expressed as percentage of animals that died and moulted {in comparison to the total number of exposed animals) within 14 days of exposure [ C—control ). Red line shows the
allowed morality in controls { Hornung et al,, 1998 ){For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the webversion of this amicle.)
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Fig. 3. Feeding rate of isopods Porcellio scaber fed for 14 days with MaCl, KCL NaMNOs, or KNGy spiked food in controlled laboratory conditions. Significant differences in
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Fig. 4. Growth efficiency of Isopods Porcellio scaber fed for 14 days with MaCl, KC1, Mai
comparison to respective control (C—control) are shown as an asterix (*p<0.05; *p

investigated and is beyond the scope of this work, how this is
related to the decrease in the feeding and growth of isopods.

Similarly as in this work, a decrease in body weight was also
observed in the case of earthworm E. ferida 28-day exposure to
MNaCl (ECso="5.318 g/kg soil), KCl (EC5p=5,.890 g/kg soil) and NaNO,
(ECsn=4.845 gfkg soil) (Owojori and Reinecke, 2014). However, in
this case the authors suggested that the decrease in feeding was
due to food avoidance. Mamely, earthworms Aporrectodea caligi-
nosa and E. fetida exhibited clear avoidance behaviour towards
MaCl spiked soil (ECsy=0.667 g NaCl/kg dry soil and 1.164 g NaClfkg
dry soil, respectively) {Owojori and Reinecke, 2009).

Owr results show that in comparison to non-spiked soil the
isopods prefer to spend time on NaCl spiked soil {1-5 g saltfkg dry
soil) and at the lowest KCl exposure concentration (1 g salt/kg dry

04, o7 KNO4 spiked food in controlled laboratory conditions. Significant differences in
< 0.01; ***p < 0.001). n=number of animals per treatment.

soil), but no significant soil selection of isopods was found in other
exposures (two higher concentrations of KCI, KNO4 and NaNQ,),
The result showed that the isopods do not select the soil based on
pH, because there were no differences in the pH among the soils
treated with different salts. The same also holds true for electrical
conductivity (EC). For example, the isopods prefer the NaCl
amended soil at all concentrations where the EC is in range of 0.46-
1.87 dS{m, but they do not show any preference to the two higher
KCl exposures, where EC is in a similar range (0.74=1.67 d5/m).
Therefore the soil selection is most probably governed by the
compaosition of the salt.

In the case of KNOy and KCl exposure the isopods exhibited
increased occurrence of moult in comparison to control and both
Ma-zalts. It has previously been reported that the concentrations of
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Fig. 5. Soil selection of isopods Porcellia scaber. Animals were exposed to clean Lufa 2.2 soil (C) and soil contaminated with individual sale ({A) MaCl, (B) MaMOy, (C) KCL, or (D}
KNO,) simultaneously for 4% h in contrelled laboratory conditions. The nominal concentrations of pairs used in the test were 0-0,0-1, 0-2, and 0-5 g salt/kg dry soil. The data
are presented as the mean percentage of visits on each soil and the uncertainties are expressed as standard error ($E) (control is shown as white colour; test was mun with

12 replicates per treatment, each replicare contained 1 animal)

K* and Ma* in the moulting fluid and haemolymph of P. scaber differ
throughout the moult cycle. The cationic composition of the
moulting fluid {within ecdysial space of the anterior sternites)
affects the deposition of calcium (Ziegler, 2008). Also, similarly in
other isopods (Ligio oceanica) it has been shown that osmotic
pressure in the haemolymph alters during the moult cycle (Parry.
1953 ). Therefore, it is possible that alterations of osmotic pressure
induced by salt exposure (in our case K') may alter the moult cycle.
However, further experiments are needed to investigate the
potential mechanisms of sopod moult alteration by salts, in
particular K.

The results show that the survival of isopods decreased in a
dose independent manner when exposed to NaNOy, KNO; and KCI,
but no effect on survival was found in the case of NaCL We are
unable to link the observed mortality to a particular anionfcation.
It seems that the effect on mortality at certain concentrations is a
result of joint action of a particular cation/anion concentration.
This is in line with previous studies, where it has also been pointed
out that it may not be considered particular anionsjcations as
individual constituents, but as a combination of both (Owojori and
Reinecke, 2014). The individual toxicity of a cation or anion may be
masked or inseparably affected by the associated anion or cation
(Simmons, 2012)

This study shows that isopods are able to tolerate high MaCl
concentrations (5 g saltfkg dry leaf and dry soil) in comparison to
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other terrestrial invertebrates (earthworms) (Owojori and Rein-
ecke, 2014). This is supported by the fact that isopods P scaber are
euryhaline species and have extreme osmoregulatory abilities
{Wright et al, 1997). Osmoregulation of the haemolymph is
associated with the accumulation of sodium (and probably
chloride) in the hind gut and hepatopancreas (Wright et al,
1997). lsopods have colonised some of the most extreme
environments including deserts in Israel and Morth Africa and
hypersaline pools in Australia (Hopkin, 1991 ). In fact, a distribution
analysis of 19 species of terrestrial isopods in Tunisian wetlands
has shown that isopods are present in soil having salinity between
09 and 354glke In particular isopods from the family of
Porcellionidae [ Porcellio variabilis, Porcellio laevis, and Porcellionides
pruinosus) are able to tolerate a wide range of salinities up to 35.4 g/
kg soil (Khemaissia et al, 2010). Similary, also aquatic isopods
Asellus aguaticus have a very large natural salinity range, as they
were found in locations from 0.0035-2 358 g NafL water and even
at extreme Ma concentrations (6.896g NajL water) (Lockwood,
1959). Berezina (2003 ) reported that out of 27 different freshwater
aquatic invertebrates from different taxonomic groups (tubellar-
ians, oligochaetes, leeches, molluscs, crustaceans, and insect
larvae) crustaceans A aguaticus and Gmelinoides fasciatus were
most tolerant to both decrease and increase in  salinity
{0.02-8.10g/L water).
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Conclusion

This study shows that a 14-day NaCl exposure (up to 5 g/kg leaf)
did not affect the isopods feeding, growth and survival, while the
other salts KCI, NaNOs, and KNOs affected the terrestrial isopods.
Along with the already published data on earthworms (Owajori
and Reinecke, 2014), this is another confirmation that also other
salts besides commonly investigated NaCl should be tested when
the potential hazard of soil salinization to terrestrial organisms is
in question.
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ABSTRACT

This work aims to evaluate ecotoxicological endpoints
for selected pollutants by applying suitable statistical meth-
ods and to assess the ecotoxicity of these pollutants. The
tested substances were pesticides, pharmacevticals, syn-
thetic musk compounds and foam extinguishing agents.
These pollutants were chosen according to the fact that
they can eazily enter various parts of environment, both in-
tentionally and non-intentionally. The tests were performed
on fresh water invertebrate crustaceans Daphwmia magna and
Thamnocephalus platyurus and on terrestrial annehd Ki-
senia fetida. On the basis of calculated values of the eco-
toxicological endpoints, toxicity and danperousness of pol-
lutants in relation to the environment were determined.

KEYWORDS:
toxicity; Daphaia magna; Thamnocephalus plafyurus; Elsenia fei-
ida; generalized linear regression; binomial test

1. INTRODUCTION

Chemicals are an integral part of everyday life; never-
theless they may affect the environment and human health.
Prediction of their impact on the environment, its biotic
component above all, iz possible thanks to the results of
ecotoxicological tests performed on represenmtatives of
aquatic and terrestrial ecosystems.

Pesticides are intentionally applied into the environ-
ment where they become a part of terrestrial ecosyatem and
create possible danper for soil organisms. Soil loss and
seepage may also cause contamination of the aquatic eco-
system [1. 2]. Pharmaceuticals and synthetic musk com-
pounds become part of sewage waters and of the sludge of
treatment plants. As they cannot be fully removed, they
may contaminate surface water. They also may enter the
environment in the form of applied sewage sludgze and ef-
fluent used for irrigation [3-7]. Another testing group, fire
extinguishing agents based on fire-fighting foams, 1s often

* Comesponding author

used for fire suppression. These chemicals can also easily
enter terrestrial and consequently aguatic ecosystems [B-
10]. Many works confirm that usual disposal processes in
sewage treattnent plants are not sufficient [11-13].

The effect of the pollutant concentration rate on test
orgamisms 15 assessed by methods of mathematical statis-
tics. The toxicity tests serve to monitor the dependence of
a gubstance content on the organizm mortality. Hence, the
main objective is to determine the median lethal concentra-
tion wvalve LC30. For this purpose, a proper statistical
model should be considered. Especially, due to the bound-
edness of mortality, attention 15 paid to the theory of gen-
eralized linear regression, often used in practical situations.
Commeonly used are so-called logit or probit models [14,
15], models based on other S-curves, eg. Gomperz or
Weibull curves are rarely applied [14]. For the analysis of
earthworm avoidance behaviour classical statistical proce-
dures based on binomial tests were performed; homogene-
ity testing of repeatedly conducted trialz was done by
Fisher's exact test [146, 17].

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Representatives of the tested substances

From the group of foam extinguishing agents, five con-
centrates foaming agents were selected, ie. Sthamex F-13,
Expyrol F-15 and Finiflam F-15 representing a group of
standard synthetic foaming agents, Mouwssol APSF-15as a
representative of flucrosyntetic foaming agent forming wa-
ter film and Pyrocool B, which iz a multipurpose synthetic
foaming agent. For ecotoxicological testing, the individual
foam concentrates were mixed with water in the ratio they
are most often muxed in standard firefighting practice.
Sthamex F-15 was prepared as a 3% solution, Moussol
APSF-15, Expyrol F-13, Finiflam F-135 and Pyrocool B are
applied as a 3% solution. These solutions represented the
basic solutions which were diluted to prepare concentration
series for the ecotoxicological effects evaluation.

Diclefenac and ibuprefen were zelected from the group
of non-steroidal anti-inflammatory pharmaceuticals, and
penicillin G and ampicillin from the group of antibacterial

A
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agents. Synthetic musk compounds were linear (alicyclic)
substances namely lilial linalool, arocet and arofloron. Pesti-
cides were represented by Topsin M 500 SC and Perfekthion.
The former is a systemic fungicide recerved by leaves and
roots of plants containing 500 gL of the active ingredient
thiophanate-methyl. The latter iz a systemic insecticidal
mixture used for controlling aphids and beetroot flies with
the active ingredient dimethoat 400 gL'

2.2 Test organisms

For an assessment of the negative impact of the men-
tioned substances on organisms of the aquatic ecosystem,
two microbiotests were used. Thamnotoxkit F ™ and Daph-
toxkit F™are performed on aquatic invertebrates Thamo-
cephalus platvurus and Daphnia magna, which represent the
trophic level of consumers [18, 19]. The organism Daphria
magna falls in the subphylum Crustacea, the class Branchi-
opoda and the order Cladocera. It occurs in large quantities
in freshwater habitats as part of the zooplankton together
with rotifers and copepods [20].

To evaluate the negative impact on the biota of terres-
trial ecosystem, testing organism Eisenia fefida (redworm)
was selected, belonging to the phylum Ammelida, the class
Clitellata and the family Lumbricidae. Earthworms have a
number of unique functions in the soil. First of all, it 1s their
significant contribution to sodl formation, sodl profile crea-
tion and decomposition activity. It is a typical gechiont,
which means that the entire development cycle takes place
in the so1l. They have significant bicaccumulation and bio-
concentration capability and therefore belong among macro
concentrators. The presence of earthworms mn soil i3 indis-
penisable, and therefore it i3 very important to know that xe-
nobictics located in the terrestrial ecosystem are not toxic
for them [21].

2.3 Ecotoxicological tests
2.3.1 Daphtoxkit F™

Acute toxicity test uses crustaceans Daphnia magna as
a test organism and is based on an aszzessment of immobi-
lization or mortality of these organisms after 48 hours ex-
posure to the tested substance. The number of immobilized
or dead organisms iz counted after 24 and 48 hours. From
obtained data, the degree of immobilization and mortality
can be calculated as values 24h EC30, 48h EC50, and 24h
LC50, 48h LC50, respectively. This test 13 very sensitive,
feasible and user friendly. It i3 also supplied in the kit form,
which mcludes material for six complete toxicity tests, -
cluding dormant eggs of test organisms in the form of so-
called ephippia [18]. This test was used for testing foam
extinguishing agents, synthetic musk compounds and phar-
maceuticals.

2.3.2 Thamnotoxkit F™

Thamnotoxkit FIM iz a toxicity test with high sensitiv-
ity and it iz based on the vse of test organizms Thamno-
cephalus platyurus. These organisms are characterized by
their occurrence in not only pure nature water, but also in
extreme habitats, e.g. muddy water with an alkaline re-
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action. This bioassay is supplied in the kit form, which in-
clodes material for six complete toxicity tests. The set com-
prises test organisms in the form of dormant eggs (cysts).
Their recovery and preparation for the test takes about sev-
eral tens of hours. During the test, hatched organisms are ex-
pozed for 24 hours to the test substance. After this period,
mortality in different concentrations of the substance is as-
sessed, and 24hL.C30 value i3 evaloated [19]. This test was
used for testing foam extinguishing agents. synthetic musk
compounds and pharmaceuticals.

2.3.3 Earthworm, Acute Toxicity Test OECD 207

In this test, acute toxicity 13 determined after 14 and
28 days of exposure. The test is conducted in an artificial
soil, treated with the test substance in the specified concen-
tration. The artificial 30il (730 g) i3 placed into the test con-
tainerz and pH iz adjusted to 6.0=0.3 by veing CaCO:. The
soil 1s moistened to 40 - 60 % WHC (Water Holding Ca-
pacity). Earthworms should be adult (at least two months
old with clitellum) with an individual weight from 300 to
600 mg. The optimal temperature for the experiment iz 20
= 2°C. Ten test organismas (Eisenia fefida) are placed into
each test vessel and two replicates for each treatment are
performed. After 14 and 28 days earthworms weight and
mortality are determined. The resulting values are used for
caleulation of the final value LC30 [22]. This test was used
for testing pesticides.

2.3.4 Earthworm, Avoidance test 150 17512-1:2008

Avoidance test determines the quality of soils and the ef-
fects of chemicals on behaviour of earthoworms. This screen-
ing test is rapid, it takes only 48 hours. The principle of this
test lies in the fact that adult organisms (usually 10 individu-
als) are at the same time exposed to the control artificial soil
and alzo the soil contaminated by tested substance. This
test 13 called a two-chamber test, as both soils are placed in
one test vessel. The vessel is labeled and closed by a plastic
cover after introducing organisms into the soil. Holes in the
cover allow sufficient aeration. The migration of crgan-
isms can take place smoothly between two tested sub-
strates. At the end of test, the soils are separated and in each
test substrate (artificial soil and artificial soil treated by
tested substance) the number of individuals is counted. The
sensitivity of the organism to the test substance iz deter-
mined [23]. This test was used for testing foam extinguish-
ing agents.

2.4 Statistical methodology
2.4.1 The mortality-concentration dependence analysis

The dependence of organism (Thammocephalus
pPlatvurus, Daplmia magna, Eirenia fetida) mortality on
pollutant concentration was assessed by independent repli-
cations of the test for different concentrations correspond-
ing to the appropriate concentration series. Thereby, inde-
pendent pawrs (Z;, X;) of mortality-concentration measure-
ments were observed. Here, Z; denotes the number of dead
individuals from a total of n reference organisms and X;
denotes the substance concentration. For a given concen-
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tration the variable Z; 13 distributed according to a binomial
distribution. An appropriate mortality-concentration de-
pendence can be described by generalized linear model
[14, 15, 24]. The widely used logistic model [14, 24] was
applied in the study.

Let us denote ¥ the proportion of dead organisms, ie.
¥ = Z/n. The logistic model iz

(1)

¥
——) = 8.+,

where on the left zide 1z a so-called logit link function,
and B = (1, Bz2) 1= a vector of unknown real regression
parameters. The estimates of these parameters, further de-
noted as b = (by, by), can be obtained on the basis of max-
imum likelihood method. Such estimates show usually de-
sired properties, as they are known to follow a normal dis-
tribution. Let us denote V = (D’fj}[j_i 5 the variance ma-
trix of the estimated parameters. The median lethal concen-
tration LCS50 corresponds to a substance concentration
causing 30% mortality of reference organisms, and can be
obtained from the model (1) for the level ¥ = 12, Simple
derivation leads to the following estimator

logit(¥) i=1n (

LC50 = — b, /b, (2

In order to assess a precision of estimator (2), the con-
fidence intervals were evaluated. The 100{1-u)% confi-
dence intervals were obtained by the delta method [16, 17],
and are of the form

LC50 + u_g /28, (3)

where w,_,,; denotes the (1 — a/2) quantile of stand-
ard normal distribution. The standard error & was obtained
by the variance matrix ¥ as follows

52 = ;—f{vn +2LC50V,, + LC50%W,,). )

2.4.2 Binomial test

The earthworm avoidance test was independently
twice repeated. First homogeneity of these repetitions was
assesszed by Fisher’s exact test[16, 17] in order to exclude
any inter-zample variability. This test is appropriate espe-
cially because of low observation frequencies. In caze of
homogeneity acceptance, the observations may be brought
together. As it 15 further shown in section 3, the homoge-
neity was rejected in neither cases.

Obviously, the number of earthworms in control sedl
follows binomial distribution Bi(n, p). The assesament of
the influence on the presence of organisms in contaminated
soil 15 performed by the binomial test. Being the effect of
substance presence insipnificant, the parameter p should be
equal to 1/2. Thus, the null hypothesis to be tested iz H:

= ; with two-sided alternative A p & ; The binomial
test belongs to standard statistical tests, and in detail 13 it
described for example in publications [16, 17].
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Acute toxicity test

The mortality-concentration dependenice was mod-
elled by logistic regression (1) described in section 2.4.1.
The values 24h LC50 and 48h LC30 were estimated inde-
pendently from the observations of 24-hours and 48-hours
mortalities. Similar procedure was applied for the earth-
worm acute toxicity test with 14 and 28 days exposttion.
Typical situations of estimated logistic curves are visual-
ized in Figure 1. All evalupations and maximum likelithood
estimations were carried out in Matlab 8.1, computational
environment.

Daphnig moagne. teat subxlance Sthamex F-15

100

2dn

miaraity

€ (i)

Thamnocenhaivs plahyunsg, 12t substance Pyroceal B

modaldy 24k 100%)

&l 3 6
& (i)

FIGCUEE 1 - Estimated logistic regression carves with 95% confi-
dence intervals for the curves. Left: Daphnia magne and substance
Sthamex F-15 at 24 hour test; right: Thamneecphalus plapviwrus and
substance Pyrocool B at 24 hour test. Estimated values 24hLC50 and
their 95% confidence intervals are visualized with vertical lines.

Results of acute toxicity test Thamnotoxkit FT(Table 1)
indicated that from the tested substances, foam extinguizhing
agents are the most toxic for the organism Thamnocephalus
platyurus 24hL.C50 values for these foamers ranged from 3.7
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FIGURE 1 - Estimated values 24hL.C50 and 48hL C50 with corresponding 95% confidencs intervals for organism Daphric magna and selected
pollutants from the class of foam extinguishing agents, synthetic musk compounds and pharmacenticals.

TABLE 1 - Results of Thamnotoxkit F™ a Daphtoxkit F™ test: Estimated valoes 24hL C50 and 48hL.CS0 with 95% confidence intervals.

84

Thamnotoxkt F* Daphtoxlt F*
Test substance MBLCS | 93% confidence intarval | 24hLC30 | 93% confidence interval | 4BWLC30 | 95% confidence interval
0 for 24WLC30 for 24hL.C30 for 48hLC30
Foam extinguithing agents
Pyrocool B 33 36 39 19 15 25 11 V3 15
Sthamex F-15 39 36 42 15 13 18 0.7 0.3 09
Expyrol F-15 39 36 41 16 14 18 1.1 0 13
Finiflam F-15 4.4 4.1 4.6 1.8 17 19 15 13 1.7
Mouszol APS F-15 18 771 812 659 616 70.3 318 456 36.0
Synthetic musk compounds
Lilial 136 123 149 6.0 49 72 25 16 35
Linaloaol 341 428 634 154.1 140.1 185.1 130.0 1135 1446
Arocet 629 512 6B.6 709 526 79.3 448 363 33.0
Aroflorone T0.3 66.3 740 61.8 515 66.1 435 332 493
Pharmaceuticals
Diklofenalk 19.8 16.5 230 395 50.2 6B.8 311 225 193
Ibuprofen 2132 1956 2308 103.8 36.7 1209 68.0 564 9.7
Ampicillin 6583 3947 7420 10572 8908 1214 6 855.0 3064 2056
Penicillin & 8838 3424 0a52 1073.5 9121 12349 8757 7934 953.0
1695
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TABLE I - Results of acute toxicity test OECD 207 for pesticides: Estimated valoes 14dL.C50 and 38dL.C50 with 95% confidence intervals,

Test substance 14dL.C=0 95% confidence 18dL.C20 25% confidence
interval for 14dL.CS0 interval for 28dLC50
Topsin M 500 5C 164.1 11240 2162 1445 795 2097
Perfekthion 145.4 08.3 1922 473 193 757

to 4.4 mg L™} The only exception was represented by Moussol
APSF-13, 24h LC50 value was 79.2 mg L. From the group
of synthetic musk compounds, lilial exhibited much higher
toxicity than the other musks (13.6 mg L), while the low-
est effect was observed in arofloron (70.3 mg L. The
lowest toxicity among all the tested orpanic compounds
was found in pharmaceuticals. The 24hI.C30 value for [pen-
icillin G was 883 8 mg L., for ampicillin 6683 mg L™, for
ibuprofen 213 2 mg L-1and for diclofenac 198 mg L. As
it is apparent from the results presented, diclofenac exhib-
ited ten times higher toxicity than the other pharmacewuti-
cals.

Daphtoxkit FT™ (Table 1) showed higher sensitivity in
comparizson to the Thamnotoxkit F™™ test, particularly
among foam extinguishing agents. On the other hand, it
showed lower sensitivity for pharmaceuticals. The
24hI.C30 values for each test substance were higher than
the 48hL.C30 values. Therefore, the evaluation shows that
the toxicity to organisms increases with increasing expo-
sure time. The 24hLC30 values of the foam extinguizshing
agents ranged from 1.1 to 1.9 mg L and 48h1.C50 values
ranged between 0.7 and 1.5 mg L\ As an exception, the
Moussol APS F-15 24hL.C50 value was 659 mg L1 and
the 48hL.C30 value 32.8 mg L. Among the group of syn-
thetic musk compounds, lilial was found to be the most
toxic substance; its 24hL C30 value was 6.0 mg L1 and its
48hL.C50 value was 2.3 mg L. The 24hL.C30 values for
other syathetic musk compounds, e linalool, arofloron
and arocet were 134 1; 61 8 and 709 mp 1! respectively,
and the 48hL.C50 values of those were 130.0; 489 and 44 .8
mg L!, respectively. Pharmaceuticals in this case repre-
sented the group of substances exhibiting the lowest tox-
icity to these testing organisms. The only pharmaceutical
substance with higher toxicity was diclofenac with the
24hL.C50 value of 39 5 mg 1! and the 48hL.C50 values of
31.1mgLl

The most toxic to both testing aquatic orgamisms were
foam extinguishing agents, except for Moussol APS F-13.
The least toxic were pharmaceuticals (except for dicle-
fenac). The most toxic syathetic musk compound was lilial.

Via the earthworms acute toxicity test, the toxieity of
pesticides Topzin M 300 SC and Perfekthion was deter-
mined after 14 and 28 days of exposure (Table 2). While
the toxicity of Topsmn M 5005C increased only slightly
during the test (the 14dLC350 value was 164.1 mg kg dry
soil and the 28dLC30 value was 144.6 mgkeg! dry soil),
the Perfekthion mixture showed a significant increase in
toxicity over time (the 14dLC30 value was 143 4 mg kg’
ldry soil and the 28dL.C30 value was 47 Fmg kg 'dry soil).

During the Daphtoxkit F™ test, both the 24hL.C30 val-
ues and the 48hLC30 values were observed. Therefore, it is
possible to make comparisons of variation for these esti-
mates. As seen from the 93 % confidence intervals (Table 1),
the variability of the estimates does not significantly alter
with the length of exposure (in most cases it iz slightly
amaller than that of the 48hT C30 estimated values). How-
ever, significant variations were obhserved, for substances
penicillin G and ampicillin, where the determined variabil-
ity decreases significantly with increasing duration of ex-
posure (Figure 2).

3.2 Earthworm avoidance test

For homogeneity comparison of two aveidance test
repetitions was applied Fisher's exact test. The numbers of
orgamisms in chambers with contaminated soil are de-
scribed by binomial distribution with the same number of
trials n, and suceess probabilities py and p,. Thus, the noll
hypothesis to be tested is H: py = p; with alternative hy-
pothesis A:py F p,. Specific results for particular test sub-
stances can be found 1in Table 3, the values h = 0and h =
1 correspond to acception and rejection of the null hypoth-
eais at significance level @ = 0.03, respectively.

TABLE 3 - Results obtained by Fisher's exact test. The value h indi-
cates rejected hypotheses at sigmificance level 0.05,

Test substance h p-value
Sthamex F-15 0 =]
Moussel APS F-15 0 03498
Expyrol F-15 0 =1

Pyrocool i 04737
Finiflam F-15 0 0.4737

TABLE 4 - Resnlts of binomial test for particular substances, The
value h indicates rejection of hypotheses at significance level g =10.0%.

Test substance h p-value
Sthamex F-15 1 15907e-6
Mouszzel APS F-15 0 0,263
Expyrol F-15 1 18076
Pyrocool 1 402524
Fimiflam F-15 1 402524

Since the homogeneity was rejected in neither cases,
particular repetitions of an avoidance test were brought to-
gether for all particular test substances. Further, in order to
assess an influence of contamination presence on the or-
ganism behaviowr, two-sided binomial tests were per-
formed. Hereby, the null hypothesis to be rejected is
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H: p; = 1/2. Results in Table 4 show that (with one ex-
ception being Moussol APS F-13) there were significant
differences between cccurrences in contaminated and con-
trol zoils. Specific results support the negative impact of
substance presence on the organisms.

4. CONCLUSION

The aim of this study was to assess the negative impact
of selected analytes to the terrestrial and aquatic ecosystem
by ecotoxicological tests, based on ecotoxicological pa-
rameters calculated by appropriately selected statistical
methods. Daphtoxkit F ™ and Thamnotoxkit F™ tests were
veed for testing choszen foam extinguishing agents, phar-
maceuticals and synthetic musk compounds. Daphnia
magna exhibited higher sensitivity to the foam extinguish-
ing agents and lower sensitivity to the pharmaceuticals than
the Thamnocephalus platyurus testing organism. As a con-
clusion from the comparison of these two tests results, it 1s
always advizable to use a battery of tests invelving more
types of testing organizms to avoid incorrect evaluation of
the ecotoxicity of studied substances. Every organism has
different sensitiveness to the tested substance and therefore
the rezults of the individual tests are not transferable.

Anpther important parameter is the time of exposure.
With the extension of the testing period, we can evaluate
the hazards of substances much more objectively. After the
extension of the exposure time from 24 hours to 48 hours,
an increase in the toxicity of tested substances was ob-
served. It is therefore appropriate to include not only acute
toxicity tests, but chronic toxieity tests too. This observa-
tion was confirmed by the results of many studies [23-27]
and by our results of acute toxicity test on earthworms,
where the test period was extended from 14 days to 28
days. Both tested substances showed inecreased toxieity
with prolonged exposure. While the toxicity of the product
Topsin M 300 SC was increased only slightly within the
exposure titne, the increase of toxicity of Perfelithion was
much more pronounced.

The foam extinguishing agents were also tested in the
avoidance test of earthworms (Eisenia fefida), to make a
rough estimation of hazards that these substances represent
to the terrestrial ecosystem. This test resulted in an uneven
incidence of test organizms for all foam extinguishing
agents, with the exception of Mouszol APS F-13, in the
control and the test soil with a preference for contrel. All
the results of the statistical evaluation of the negative im-
pact of extinguishers on the testing organisms were com-
puted at the standard significance level of 0.03.
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8.2 PUBLIKACE V RECENZOVANEM CASOPISE
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Gold nanoparticles do not induce adverse effects on terrestrial isopods
Porcellio scaber after 14-day exposure

Nanodele1 zlata nimajo negativnih u¢inkov na kopenske rake vrste Porcellio
scaber po 14-dnevni izpostavitvi
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Abstract: Despite the anticipated environmental release of anthropogenic gold
nanoparticles (AuNPs), there iz currently not enough data on their potential impact on
terrestrial environment. In the current study, we investigated the effects of considerably
low concentrations of AulNPs on terrestrial isopods (Porcellio scaber) after 14 days of
exposure. The effects on mortality, weight change, feeding rate, avoidance/preference
feeding behavior, and cell membrane destabilization of digestive gland cells were
followed. In parallel, the accumulation of Au in the digestive glands was measured.
Qur results show that none of the tested parameters was affected in isopods under
given exposure doses (10 and 60 pg Aw'g dry leaf) and exposure duration. No Au was
assimilated in the digestive glands. Also, the same doses of the reference chemical,
AuCl;, showed no effect. We conclude that these concentrations of AuNPs are safe for
terrestrial 1sopods. We encourage reporting the results showing no adverse effects of
nanoparticles to balance the prevailing publication of their adverse effects. This will
help to build a realistic public perception of the environmental risk of nanomaterials.

Keywords: nanoparticles, Au”", avoidance behavior, bioaccumulation, safety

Izvlecek: Eljub naraséujoéi uporabi nanodelcev zlata (ND Au) trenutno Se vedno ni
dovolj podatkov o njithovih potencialnih negatrvnih uéinkih na kopenske organizme. V
teg Etudijt smo proudevali vpliv relativno mzkih koncentracy ND Au na kopenske rake
viste Porcellio scaber po 14-dnevmi 1zpostavitvi. Proufevali smo vpliv na smrtnost,
maso #ivali, stopnjo prehranjevamja, izogibalno vedenje in destabilizacijo membrane
celic prebavnih Zlez Tzmerili smo tudi asimilacijo Au v prebavnih Zlezah Rezultati so
pokazali, da testirane koncentracije ND Au (10 in 60 pg Aw'g lista) pri kopenskih rakih

1 Current address: SEYENS Information Sclutions and Education Ltd., Krimska ulica 20, 1000 Ljubljana,
Elovenia
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niso vplivale na nobenega izmed testiranih parametrov po danem fasu izpostavitve.
V prebavnih #lezah nismo 1zmerili Au. Enake rezultate smo dobili tudi z referenéno
kemikalyo, soljo AuCl;. Zakljuéuyjemo, da so testirane koncentracije ND Au vame
za kopenske rake. Nade mnenje je, da se na podro&ju nanotoksikologije trenutno
objavlja predvsem rezultate, ki kakorkoli nakazyejo na negativii vpliv nanodelcev
na organizme. Zato Eclimo stimulirati tudi objave rezultatow, ki kaZejo nasprotno. Na
ta nafin bomo pripomoghi k bolj uravnote#enemu 1n realistiénemu mnenju javnosti o

okoljski vamosti nanomaterialov.

Kljufne besede: nanodelci, zlato, izogibalno vedenje, bioakumulacyja, varnost

Introduction

Gold 15 a trace element in lithosphere, hy
drosphere, and biosphere. It occurs naturally
at concentrations around 4 ug'kg in the Earth’s
crust, <2200 pg'ke in rocks, <2 mg'kg in zoils, <1
ng/L in freshwaters and <3 ng/L 1n marine waters,
while waters from auriferous deposits may contain
up to 1 mg/L of gold. In living organisms, such
as microorganisms from ore fields and marine
invertebrates, gold was found at concentrations
30-750 pg'kg (Korobushlina et al. 1983). Gold
has no known physiological functions and it 1s
usually considered as inert in the elemental form,
An® (Sadler 1976, Eizler 2004). However, exposure
to gold jewelry, gold dental restorations, gold
implants, and beverages containing fake gold
hae been linked to contact allergy in susceptible
individuals, mostly in the form of dermatitis Tt
has been proposed that dark discolorations of skin
in contact with gold jewelry and dermatitic are
associated with formation of the more reactive
Au” and Au® species due to extra- or intracellular
dizzolution of Au®, e g by sweat or in lysozomes
(Rapszon 1984, Eisler 2004).

Gold nanoparticles ( AulNPs) — or the so-called
“colloidal gold™ — may be of either natural or
anthropogenic origin. In the nature, AuNPs are
formed by weathening of ongin rocks or by mi-
crobial precipitaton in auriferous zoils (Southam
et al. 2009). Production of anthropogenic AuNPs
has been increasing due to thewr use 1 consumer,
industrial and medical producte. AuNPe are uzed
for numerous applications, ranging from biosensors
to catalysts, electromics, cosmetics, and cancer
treatment (Unrine et al. 2010). According to the
Consumer Products Inventory, there are currently
25 products (out of 1331 1 total) listed contamming

AuNPs, mostly dietary supplements and cosmet-
ics (Project on Emerging Nanotechnologies,
2015, retrieved on June 21%, 2016). Az a recult
of a variety of uses, environmental release of
anthropogenic AulNPs 1s anticipated and there 13
a need of further regsarch regarding the impacts
of AuNPs on the environment. At the moment,
no measured environmental concentration data
for AuNPg are available. However, according to
Mahapatra et al. (2015}, the mean annual predicted
environmental concentration of AuNPs in sludge
15 estumated at 0.120 and 0,150 ng'g for UK and
US, respectively, and in sludge-treated soil 2t 300
and 150 ng'kg vearly for UK and US, respectively.
Although vearly concentration 1s considerably low,
it may increase due to continuous application over
years.

The bioavailability of AuNPz and their effects
on terrestrial invertebrates have been studied in
earthworms (Eisenia fetida; Unnne et al. 2010,
2017), fruit flies (Droraphila melomogaster; Pompa
etal 2011; Sabellaetal 2011, Vecchioetal 2012a,
2012b) and tobacco hornworms { Manduca rexta;
Judy et al. 2010, 2012). However, for terrestrial
1sopod crustaceans, no data on bioavailability
or ettects ot gold 10ns or AuNPs exists to date.
Terrestrial ssopods (Porcellio scaber) are su:table
model terrestrial organizms for testing effects of
chemuicals, since they enable precise monitorng ot
the exposure dose together with itz conzsequences
on different levels of hiological organization
(Drobne 199/). Being hyperaccumulators of vari-
s metals (Hames and Hopkin 1989), they are
especially convenient in studying the hiological
effects of metal salts and nanoparticles (Pipan-
Tkaler et al 2010, Golohi& ef al 2012, Novak
etal 2012).
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In isopods, the most sensitive biological
endpoints for studying the effects of chemicals
are biochemical, histological, and physiological
(Drobne 1997). These endpoints can be simul-
taneously investigated in the digestive glands
(hepatopancreas), which are in direct contact with
the substances in food. Isopod digestive glands
consist of four blind-ending tubes with intestinal,
hepatic and pancreatic functions. The digestive
gland epithelium is built of two cell types: larger
B cells with secretive and absorptive functions,
which contain lipid droplets and glycogen, and
smaller 8 cells, which predominantly accumulate
metals (Hames and Hopkin 1989). After consump-
tion of metal salt- or NP-spiked food, the digestive
gland epithelium can be often found containing
elevated concentrations of metal ions accumulated
in storage granules (Pipan Tkalec et al. 2010,
Golobié et al. 2012). Accumulation of metals in
digestive glands in msoluble form i1s considered
as a means of detoxification under exposure to
elevated concentrations of metals in food (Hopkin
1990). Destabilization of the digestive gland cell
membrane by NPs 1s a measure of cytotoxicity;
however, damaged cell membrane also permits
cellular mternalization of NPs, which may lead
to further cytotoxic effects (Novak et al. 2012).
The biological endpoints at the cellular and tis-
sue level can be combined with orgamism-level
endpoints, such as body mass change, mortality,
and avoidance behavior (Skarkova et al. 2016)
to elucidate a broad picture of the effects of the
tested NPs on isopods.

The aim of our present study was to investigate
the effects of ingested AulNPs and AuCl; (10 and
60 ng Aw'g dry leaf) on terrestrial 1sopods as well
as potential bioaccumulation of gold into digestive
gland cells. AuCl; was used as a positive control
to account for potential dissolution of AuNPs
inside the 1sopods’ digestive tract (Eisler 2004;
Golobié et al. 2012) and to differ between the
effects of AuNPs and Au* ions. We related the
data on Au bioaccumulation in digestive gland
tissue to the data on the effects of Au exposure,
such as mortality, weight change, feeding rate,
and cell membrane destabilization of digestive
gland cells. A 14-day food selection behavior test
was also done to investigate their selection of the
Auv-spiked food.

90

Materials and methods

Test chemicals

AuNPs were synthetized by the INMETRO
(National Institute of Metrology, Quality and
Technology: Rio De Janeiro, Brazil) as a part
of the EU FP7 NanoValid project under project
label NNV-004. The data on particle size, shape,
{-potential, and metal content was provided by the
supplier. Gold (IIT) chlonde { AuCl;, =99 99% trace
metals basis, CAS Number 13453-07-1) and gold
standard for AAS (1 mg Auw'ml, TraceCERT®)
were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany). Water used throughout the work (dH.O)
was first deronized and then further purified using
Elix 10/Milli-Q Gradient unit (Millipore, Bedford,
Massachusetts, USA[pH=5.7, p=18.5 MQ-cm]).
Physiological solution for P scaber was prepared
according to the protocol published in Hagedom
et Ziegler (2002). Tris(hydroxymethyl)amino-
methane, NaCl, KCl, MgCl,, and glucose were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All
chemicals were of the reagent grade (EMSURE®Y).
For the hepatopancreatic cell membrane stability
aszay, acridine orange solution (2% in dH;O) and
ethidium bromide solution for fluorescence (~1%
in dH:0) were used, both from Sigma Aldnch.
Microwave acid digestion was performed with
the reagent grade 65% HNO; (Fischer Scientific,
Loughborough, Leicester, UK).

Test organisms

Isopods P scaber originated from the syn-
chronized laboratory culture at the Department
of Biology, University of Ljubljana, Slovenia.
Cultures of P scaber were derived from individu-
als collected from an unpolluted site in Polhov
Gradec, Slovemia (462 3’ 0" N, 142 18’ 0" E).
Animals were kept in a climate chamber at 22 +
1°C with a 16/8 h hght/dark period (120 and 16
Ix, respectively; measured using LI-1000 Data
Logger, LI — COE., Nebraska, TUSA), caged in
glass containers with moist loamy sand and peat
at the bottom. They were fed with fallen leaves
from various trees, with periodical additions of
potatoes, fresh vegetables, and apples.
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Feeding exposure

Partially decomposed common hazel leaves
{Corylus avellana) were collected in the Karavanke
region, Slovemia (46° 21'32 29" N, 14° 16'36.12"
E), for the purpose of the experiment. Leaves
were air-dried at room temperature (24 £ 1 °C)
and stored in a cardboard box until use. Bigger
leaves with minimally damaged leaf lamina were
straightened and the serrated leaf edge was cut off.
Leaf laminas were cut into pieces of 100+ 10 mg.

The AuNPs or AuCl; were suspended in
dH,O using a vortex (20 s, 2000 rpm) to obtain
concentrations 10 and 60 pg Auw'ml. The higher
concentration corresponded to the Au concentra-
tion in the original AuNP suspension provided by
the suppliar (0008 % w/w), and the lower one
was chosen for comparison to the results of our
previous studies_ e g Pipan-Tkalec et al (2011).
Mo stabilizers were used, and the chemicals were
prepared freshly for each experiment. 100 pl of
AuNP dispersion or AuCl; solution per 100 mg of
leaf was applied onto the abaxial surfaces of dry
leaves. This resulted in two final concentrations
of 10 and 60 pg Au'g dry leaf for both sources of
Au. Control leaves were spiked with dH;O only.
Spiked leaves were allowed to dry for 24 hours
at room temperature. After 24 hours, dry leaves
were re-weighed and this data was then vsed for
further calculations.

Only adult 1zopods of both sexes, and with
30-60 mg body mass were chosen for the expen-
ments. Moulting animals (Zidar et al. 1998) and
gravid females were excluded in order to keep the
mvestigated population as homogenous as possible
in terms of its physiological state. Each animal
was placed individually in plastic Petri dishes (E
9 cm), to which individual pieces of Au-treated
drv leaves were added. Two experniments were
carried out. The first experiment (Experiment
1) consisted of the control group and the groups
exposed to AuNPs. The second experiment (Ex-
periment 2) consisted of the control group and
the groups exposed to AuCl;. In both experiments,
each experimental group comprised 12 amimals.
The exposure conditions were the same for both
experiments. Petri dishes were placed in a large,
plastic-covered glass container and their humid-
ity was maintained by peniodical spraving of the
internal side of the lids with dH,O. The experi-

ments were maintained for 14 days in controlled
and stable conditions at 22 = 1 °C, 80% relative
humidity (TFA, Dostmann GmbH et Co.KG,
Wertheim, Germany), with a 16/8 h light/dark
period (120 and 16 Ix, respectively) and monitored
on a daily basis. The food was not replaced dur-
ing the exposure period, and fecal pellets were
collected weekly.

Past-experimental sample praparation and
analysis

After the 14-day exposure period, the animals
were transferred to new Petn dishes and fed with
uncontaminated hazel leaves for 24 h to depurate
Au from their digestive system. The leaves and
fecal pellets from the experiments were collected
and weighed after drying at room temperature
for 24 h. On the 15% day, animal mortality was
recorded, and the survived animals were weighed.
The experiments were considered valid if the mor-
tality of controls did not exceed 20 % (Hornung
et al. 1998). The animals were decapitated, and
the hepatopancreas and gut were isolated with
tweezers. One gland tube was used for the cell
membrane stability assay, and other three gland
tubes, the gut and the “rest” of the body were further

processed for the measurments with flame AAS.

Hapatopancreatic cell membrane stability
ASSAY

Cell membrane stability was tested with a
modified method for the assessment of cell mem-
brane stability, previously described by Valant
et al. (2009). A single isolated hepatopancreatic
tube was incubated for 5 minutes 1n a mixture of
the fluorescent dyes acridine orange and ethidium
bromide and then put on a microscope slide. Fresh
samples were photographed and examined by
the Axioimager Z1 fluorescent microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) with two different sets
of filters. The excitation filter of 450 to 490 nm
and the emission filter of 515 nm were used to
visualize acridine orange- and ethidium bromide-
stained nuclei, and the excitation filter of 365 nm
and the emission filter of 397 nm were used to
visualize nucle: stamed with ethidiom bromide
only. Cell membrane integrity was assessed by
visual examination of micrographs and classified
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from 1 to 10 according to a predefined scale. On
the basis of preliminary experiments, the control
animals showing less than 10 % of nuclei stained
by ethidium bromide were classified as 1 or 2. The
animals exposed to AuNPs, AuCl:, but showing less
than 10 % of nuclei stamned by ethidium bromide,
were also classified as 1 or 2 (Valant etal , 2009).

Gold content determination

Each isopod body part was placed on a sepa-
rate small piece of a filter paper (approximately
4 mm=T7 mm size) and stored in a plastic tube.
Prior to analysis, samples were acid digested in
concentrated HNO; in the Milestone Ethos E
(Bergamo, [taly) microwave lab station equipped
with SK-10 high-pressure segmented rotor and
3 mL gquartz microsampling inserts. Digestion
was conducted at 180°C and 600 W power, with
step 1 (heating) lasting 15 min, step 2 (constant
temperature) lasting 10 min, and 45 min cooling
to 60°C. Total Au concentrations in the three parts
of each animal (one digestive gland, the gut and
the ‘rest” of the body) were measured by flame
AAS (Perkin-Elmer AAnalyst 100, Waltham,
Massachusetts, USA). Metal spiking recovery was
determined by measuring the Au concentrations
on the remnants of leaves after the experiment.

Food selection behavior fest

The food selection behavior test (Experiment 3)
was carried out according to the protocol by Zidar
et al. (2004). The preparation of spiked food
and the selection of animals were conducted in
the same way as in the toxicity endpoint tests.
Particular attention was paid to include only the
animals with intact antennae Each of the five
experimental groups included 15 animals, which
were caged individually in plastic Petr1 dishes
(£ 9 cm) and offered two hazelnut leaf pieces
(approximately 100 mg each) of different shape
(square and triangular) for 14 days. The two leaf
pieces had been treated differently. The first piece
was control (spiked with dH;O only) and the second
one was spiked with a test compound. The tested
Au sources and concentrations were the same
as 1n the toxicity endpoint tests, 1.e. AuCl; and
AuNPs at concentrations 10 and 60 pg Au/g dry
leaf. As a positive control, CoCly=6H;0 with the
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nominal exposure concentration 2000 pg Co™™'g
dry leaf was used. In our previous work (data not
published), isopods P scaber significantly avoided
Co™ contaminated food at the same nominal
exposure concentration, therefore we used only
10 animals in this group for ethical reasons. This
collectively resulted in 6 combinations of test
compounds: “0 (control) vs. 07, *+control (Co®™) vs.
07, “AuNPs 10 vs. 07, “AuNPs 60 vs_ 07, “AuCl;
10 vs 07 and “AuCl; 60 vs. 07 The experimental
conditions and post-experimental procedure were
the same as in the toxicity endpoint tests, except
that animal dissection and tissue processing were
not performed. The total food consumption rate
was calculated as the amount of food consumed
(both leaves offered) during 14 days, per fresh
animal weight. The consumption rate of a single
leaf was calculated as the percentage of the total
food consumption rate. This data was then used
for the calculation of food selection response.
Dead amimals were excluded from the calculations.

Data analysis

In all experiments, 12 or 15 animals per each
tested group were exposed, but the number of
analyzed amimals after the experiments was lower
due to mortality caused by moulting and due to
development of marsupia in females; all such ani-
mals were excluded from further data processing.
The numbers of analyzed animals are presented
in the Figures as part of the x-axis labels. Data 1s
presented 2s mean values, and uncertainties are
expressed as standard deviations (3D).

Average animal fresh body mass (per indi-
vidual) during the experiment was calculated as an
anthmetic average of fresh body masses recorded
before and after the experiment. Feeding rate (per
individual) was calculated by divinding the total
mass of consumed leaves during the experiment
with the average animal fresh body mass. Since
the animals collected for Experiments 1 and 2
belonged to the same population, the correspond-
ing control groups were tested for homogeneity
of variances with the Fliegner-Killeen test and
their average body masses and feeding rates were
compared by the Mann-Whitney L-test using R
statistical package (R Development Core Team
2015). Because no significant differences were
found (p=0.03), the controls were pooled before
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further data analysis. Statistical sigmficance of
differences between the pooled control and the
animals exposed to Au compounds was assessed
by the Mann-Whitney [U-test using OriginPro
8.0 software (OriginLab, Northampton, MA,
USA).

Results

Nanoparticle characteristics

Gold NPs were recerved from the INMETRO
as a reddish dispersion in water. As stated by the
manufacturer’s specifications, the Au NP disper-
ston contained 0.006 %% (w/w) of Au, the nominal
average particle size was 15 7 nm, and {-potential
was -30.4 mV. The shape of nanoparticles was
spheroidal (Fig. 1).

-

Transmission electron micrograph of Au
nanoparticles; the photograph was provided
by the INMETERO (National Institute of
Metrology, Quality and Technology; Ric
de Janeiro, Brazil).

Preszevna elektronska mikrografija nan-
ocdeleev Au; sliko je posnel INMETRO
(Macionalni ingtriut za metrologijo, kakovost
in tehnologijo; Rio de Janeiro, Brazilija).

Slika 1.

Mortality, body mass change and food
consumption of isopods

Fourteen days of exposure to Au compounds
had no statistically significant effect on mortality,
average body mass (Fig. 2a) or feeding rate (Fig.
2b) of the test animals in comparison to the control
in any of the exposure groups (Mann-Whitney
U-test, p=0.05, not marked on Fig. 2).

Digestive gland cell membrane stability

Valant et al. (2009) demonstrated that the
digestive gland cell membrane stability value was
rarely higher than 2 in the animals from the stock
culture, which are in good physiological condition,
and this was taken as a benchmark The higher
the value, the more the membrane 1s destabilized,
and the cell membranes are considered completely
destabilized when the value 1s 10. In the present
study, in the animals from the stock culture, in
control animals and in those exposed to Au-spiked
food, the values were never higher than 2, which
indicates that neither AuCl; nor AuNPs affected
membrane stability of the digestive gland cells
(data not shown).

Gold content in food and animal tissues

The measured metal concentrations on spiked
leaves were within 10 % of the nominal values for
both tested Au sources at both tested concentra-
tions. No Au was found in the hepatopancreas,
the gut or the rest of the body of the animals from
any of the exposure regimens, regardless of the
Au source or concentration (data not shown).
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Figure 2.

Slika 2.
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Average body mass (A) and feeding rates (B) of P seaber 1zopods during 14-day exposure to Au-spiked
food. The animals were fed non-spiked food (control) or food that was spiked with AuCl; zalts (AuCl;
10 and AuCl; 60, per nominal Au concentrations) or Au nanoparticles (AulNPz 10 and AulNPs 60, per
nominal Au concentrations). The controls from Experiment 1 (with AuNPs) and Experiment 2 (with
AuCly) were pooled because no significant differences between them were found in any of the tested
parameters. The nominal exposure concentrations of Au are provided on the x-axis. The symbols cn
the box plot represent maximum and minimum values (whiskers: 1), mean values (m), outliers (-); n
= number of specimens in each test group.

Povpreéna telesna masa (A) in stopnja prehranjevanja (B) enakonoZeev P seaber med 14-dhevno iz-
postavitvijo hrani, tretirani z Au. Zivali smo hranili z netretirano hrano (kontrola) ali hrane, na katero smo
nanesli AuCl; (AuCl; 10 in AuCl; 60, za nominalne koncentracije Au) oziroma nanodelce Au (AulNPs
10 in AuNPs 60, za nominalne koncentracije Aw). Kontrolni skupini iz poskusa 1 (z nanodelei Au) in
poskusa 2 (z AuCl:) smo zdruzili, saj med njima ni bile statistiCno znatilnih razlik v nobenem izmed
testiranih parametrov. Nominalne izpostavitvene koncentracije Au so navedene na x-osi. Simboli na
okvirjih z roéaji predstavljajo minimalne in maksimalne vrednosti distribucije (rofajic J—], povpredja
(m) in osamelce (—); n = Stevilo osebkov v vsaki testni skupini.
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Food selection behavior test

In the Experiment 3, avoidance or prefer-
ence behavior was not demonstrated (Fig_ 3). The
masses of consumed leaves did not significantly
differ (Mann-Whitney U-test, p=0.05) between
the two leaf pieces (control and Au-spiked) for
both tested Au compounds (AuNPs and AuCl;)

and at both exposure concentrations (10 and 60
ug Aw'g dry food) Significant preference for
non-spiked over CoCly-spiked leaves was found in
the positive control group (Fig. 3; Mann-Whitney
U-test. p<0.001).

100 4

Food choice in 14 days £ SD (%)

Ovs. O

ve. 0 vs, 0

n=14 n=g n=15

Figuge 3.

+control  AuNPs 10 AuNPs 80 AuCl 10

[___]control
[ treated

AuCl, 60

vs. 0 ve. 0 vs. 0

n=14 n=14 n=13

Food selection of P scaber 1sopods. Animals were exposed to untreated food (0) and food treated with

AuNP or AuCl; simultaneously for 14 days. The nominal exposure concentrations of Au are provided
on the x-axis (in pg An'g dry leaf). CoCly6H,0 with the nominal exposure concentration 2000 pg
Co®/g dry leaf was used as a positive control (+control). The food choice (%4) is presented as the ratio
between consumption rates of the two offered leaves, expressed as mean percentages of the total food
consumption rate for each exposure group. Uncertainties are expressed as standard deviation (SD).
Significant differences: p<0.001 (***); n = number of specimens in each test group.

Slikea 3.

Izbira hrane pri P scaber. Zivali zo bile 14 dni hlrati izpostavljene netretirani hrani (0) and in hrani,

na latero smo nanesli AuCl; oziroma nanodelce Au. Nominalne izpostavitvene koncentracije Au
s0 navedens na x-osi (v pg Aw'g suhe mase lista). Kot pozitivne kontrole (+control) smo uporabili
CoCly6H,0 v nominalni izpostavitveni koncentraciji 2000 pg Co™/g suhe mase lista. Izbira hrane
(%0} je predstavljena kot razmerje med stopnjama prehranjevanja z dvema ponujenima listoma ter
izrazena kot povpretna vrednost stopnje prehranjevanja za vsako testno skupino posebej. Negotovost
je izraZena s standardnimi deviacijami (SD). Statisticho znalilne razlike: p<0.001 (¥¥¥); n = tevilo

ozebkov v veaki testnd skupini.
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Discussion

In the present study we assesed the influence
of AuNPs and AuCl; on different biological end-
points in the model organisms, terrestrial 1sopods
P scaber. We tested the adverse biological effects
of AulNPs and AuCl; as detectable by common
toxicoloxical parameters (body mass change, food
consumption rate, metal feeding preference/avoid-
ance behavior, and mortality) and cell membrane
integrity assay, which provides information onf
the cell membrane destabilization_ In parallel, we
aszeszed the Au™ assimilation in digestive glands.

Our results show that AuNPs did not affect
P scaber mortality, body mass (Fig. 23) or food
consumption (Fig 2b) when exposed through food
at concentrations 10 and 60 pg Au/g for 14 days.
In other words, we showed that AuNPs and AuCl;
do not affect the organism-level endpoints in P
scaber at relatively low exposure concentrations.
Cwr results are in line with previous reports on
earthworms (Unrine et al. 2010). In E. fetida,
exposure to AulNPs (20 and 55 nm. 5 ug Au'g
dry mass spheres) 1n soil for 28 days did not
affect their mortality or growth (Unrine et al.
2010). In contrast, feeding with 15 nm citrate-
capped AuNPs at concentrations 3 and 27 ug
AuNPs/g food per day reduced the lifespan of D.
melanogaster for 24 and 41 %, respectively, in
comparison to control {average control popula-
tion half-life was 80 days; Sabellaetal 2011) Tn
the same experimental setup and with the same
AuNPs, the lifespan was reduced for 62 % when
D. melanogaster were exposed to 12 pg AuNPs/g
food per day (average control population half-life
was 37 days; Pompa et al. 2011). However, the
exposure doses for D. melanogaster (Pompa et
al 2011, Sabella et al. 2011) were higher than in
our study (0.7 and 4.3 pg Au/g food per day for
nominal exposure concentrations 10 and 60 ug
Av/g dry leaf, respectively), which may partially
explain why mortality in P seaber in our study was
not elevated in comparison to D. melanogaster.

In line with this, we also showed that isopods
show no preference/avoidance towards Au-spiked
hazelnut leaves for both tested Au compounds
(AuCl: and AulNPs; Fig. 3). This is in agreement
with the observation that feeding rate of 1s0pods
was unaffected upon Au exposure (Fig. 2b).
Avoidance behavior of 1sopods towards metal-
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contaminated food has previously been shown
(Zidar et al. 2004; Skarkovi et al. 2016).

Nanoparticles may pass from the gut into the
lumen of the P scaber hepatopancreas during di-
gestion, as it has been demonstrated for Ti0; NPs
(Wovak et al. 2012) and WOy nanotubes (Novak et
al. 2013), and cause cell membrane destabilization
(Novaketal 2012, 2013) However, neither AuNPs
nor AuCl; caused the reduced cell membrane integ-
rity of hepatopancreatic cells in our current study.
The results of cell membrane integrity assay match
the data on the Au assimilation. Namely, neither
of the P scaber body parts contained any gold,
which indicates that AuNPs were not internalized
into tissues and Au™ 1ons were not assimilated into
the digestive gland cells. In general, we cannot
exclude the possibility that P scaber possesses
the assimilation capacity for Au**, because Au
has the affinity for sulphur-bearing ligands (Ko-
robushkina et al 1983), which are present in the
type B granules of the hepatopancreatic 5 cells
(Hopkin 1990) and enable the assimilation of other
metals with affinity for sulphur, such as cadmium,
copper, lead and mercury (Hopkin 1990), silver
(Pipan-Tkalec et al. 2011) and cobalt (Novak et
al. 2013). Nor we can exclude the possibility for
the dissolution of AuNPs inside the P scaber
digestive tract (Golobi¢ et al. 2012), since the
dissolution of gold can be induced by biological
macromolecules, most notably amino acids and
proteins, as well as bacteria (Sadler 1976, Rapson
1982 Korohushkina et al 1983) However, under
employed exposure conditions, the internalization’
assimilation of Au into P scaber digestive glands
clearly did not occur.

Owur results contrast those for E. fetida (Un-
rine et al. 2010), M sexta caterpillars (Judy et
al. 2010, 2012), and D. melanogaster (Pompa et
al. 2011) where AuNPs, administered via food,
were found in tissues surrounding the digestive
tract (including the digestive tract epithelium in
E. fatida) as well as in the reproductive organs in
D. melanogaster. The presence and localization
of gold was corroborated by transmission electron
microscopy (TEM) coupled to energy dispersive
spectroscopy ([EDS] Unnine et al | 2010), X-ray
absorption near edge spectroscopy (UWXANES)
and synchrotron X-ray fluorescence microprobe
([LXEF]; Judy et al. 2010, 2012) or high angle
annular dark field scanning transmission electron
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microscopy ([HAADF-STEM]; Pompa et al.
2011). No evidence of dissolution of AuNPs was
ohserved in the quoted studies, so NPs were likely
assimilated intact (Unrine et al. 2010, Judy et al.
2010, Pompa et al. 2011).

In conclusion, our results denote that con-
centrations of Au salt and AuNPs tested in this
work (10 and 60 pg Aw'g dry leaf) do not induce
adverse effects on terrestrial 1sopods after 14 days
of exposure. These concentrations are higher
than currently predicted environmental levels
(Mahapatra et al. 2015), which further confirms
the finding that AuNPs are safe for isopods. In
general, AulNPs are among NPs with the least toxic
potential for test organisms commonly employed
in environmental studies. Namely, Bondarenko
et al. (2016) have vsed a set of assays to screen
sevenn NMs using 14 different test species and
cell lines. The toxicity decreased in the follow-
ing order: Ag = Zn0 > Cul = Ti0; = MWCNTs
= 510, = Au (Bondarenko et al. 2016). Accord-
ing to our perception, the majority of authors in
nanotoxicity research encourage the publication
of those results that show some kind of effects
of nanoparticles on organisms. We therefore
suggest that also those data with no documented
effects should be published in equal proportion
to help built a realistic public perception of the
nanomaterial environmental risk.
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Povzetek

Nanodelci zlata se éedalje pogosteje upora-
bljajo za razliéne aplikacije, kot je npr. v kozmetik,
barvah in elektrokemijskih senzorjih ter v detekey,
diagnostiki in zdravljenju tumorjev. Kljub temu e
vedno mi dovoly podatkov o nythovih potencialnih
negativnih uéinkih na kopenske organizme. V
tej Etudiji smo proufevali vpliv okoljsko rel-
evantnih koncentracij ND Au na kopenske rake
viste Porcellio scaber po 14-dnevii 1zpostavitvi.
Zivali smo izpostavili listom, na katere so bili
nanefeni nanodelei zlata. Proudevali smo vpliv
na smrinost, maso Zivali, hitrost prehranjevama,
1zogibalno vedenje in destabilizacijo membrane
celic prebavnih Zlez Temenili smo tudi asimilacyo
Au v prebavnih 2lezah. Rezultati so pokazali, da
nobena izmed testiranih koncentracy) ND Au (10 1n
60 ug Aw'g lista) po 14-dnevnem hramjenju ni imela
vpliva na kopenske rake Prav tako nismo 1zmerili
prisotnosti Au v prebavnih #lezah, karkaze, dase
ND Au niso niti raztapljali v prebavnem soku niti
vstopali v celice prebavnih zlez. Enake rezultate
smo dobili tudi z referencno kovine, soljo AuCls.
Zakljufujemo, da so testirane koncentracyje ND
Auvarne za kopenske rake. Nade mnenje je, dase
na podroéju nanotoksikologije trenutno objavlja
predvsem rezultate, ki1 kakorkoli nakazujejo na
negativni vpliv nanodelcev na organizme Zato
Zelimo stimulirati tudi objavo rezultatov, ki kazejo
nasprotno. Na ta nafin bomo pripomogli k bolj
uravnoteZzenemu ter realistiCnemu mnenju javnost
o okoljski varnosti nanomaterialov.
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Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi
Téma bakalatské prace:

Vyznam kontaktnich testii ekotoxicity

2003 — 2007
Stfedni primyslova skola chemicka
Ochrana zivotniho prosttedi

Vyzkumna ¢innost

Zahrani¢ni vyzkumné pobyty

01.10.2014 — 22.12.2014

MSMT pracovni staz na katedie Zoologie (Bionanoteam)
Biotechnicka fakulta, Univerzita Ljubljana, Slovinsko

07.10.2013 — 28.02.2014

Erasmus pracovni stdz na katedfe Zoologie (Bionanoteam)
Biotechnicka fakulta, Univerzita Ljubljana, Slovinsko
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Vyzkumné projekty

2016

Kontaminace Zzivotniho prostfedi kontaminanty na bdzi anorganickych a organickych
sloucenin.

2015
Posouzeni vstupu novych kontaminantt do slozek zivotniho prosttedi.

2014

Studium vlivu istirenskych technologii na eliminaci §kodlivin z vodniho ekosystému.
Hodnoceni  zneciSténi  zivotniho  prostfedi metodami environmentdlni analyzy
a ekotoxikologie.

2013
Zatizeni ekosystémil prioritnimi polutanty a moznosti jejich eliminace.
Aplikace modernich statistickych metod pro hodnoceni kontaminace zivotniho.

Publikacni ¢innost

Clanky s impakt faktorem

SKARKOVA, P.; KOS, M.; DROBNE, D.; VAVROVA, M.; JEMEC A. Effects of food
salinization on terrestrial crustaceans Porcellio scaber. APPLIED SOIL ECOLOGY, 2016,
ro€. 100, ¢. 4, s. 1-7. ISSN: 0929- 1393.

SKARKOVA, P.; ZLAMALOVA GARGOSOVA, H.; HOLESOVSKY, J.; VAVROVA, M.;
MICHALEK, J.; OLEINICKOVA, Z. Application of statistical methods for ecotoxicological
data evaluation. FRESENIUS ENVIRONMENTAL BULLETIN, 2015, &. 24, s. 1692-1698.
ISSN: 1018- 4619.

Recenzované ¢lanky

SKARKOVA, P.; ROMIH, T.; KOS, M.; NOVAK, S.; KONONENKO, V; JEMEC, A.;
VAVROVA, M.; DROBNE, D. Gold nanoparticles do not induce adverse effects on
terrestrial isopods Porcellio scaber after 14-day exposure. ACTA BIOLOGICA SLOVENICA,
2016, roc. 59, ¢. 1, s. 33-44. ISSN: 1854-3073.

Posterové prezentace

SKARKOVA, P.; KOS, M.; DROBNE, D.; VAVROVA, M.; JEMEC, A. Effects of food
salinization on terestrial crustaceans Porcellio scaber. IV Lodkie Sympozjum Dokrorantow
Chemii. Wolczanska 223, 90-924 Lodz, Polsko: Wydawnictwo Politechniki Lodzkiej, 2016.
s. 135-135. ISBN: 978-83-7283-741- 7.

SKARKOVA, P.; VAVROVA, M.; ROMIH, T.; KOS, M.; DROBNE, D. Toxic potential of
gold nanoparticles for the terrestrial isopods Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea). The Sth
Portuguese Young Chemists Meeting (5th PYCheM) and 1st European Young Chemists
Meeting (1st EYCheM). Guimaraes, Portugal: 2016. s. 212-212.

SKARKOVA P., VAVROVA M., ROMIH T., KOS M., DROBNE D. Hazardous potential of
gold nanoparticles identified by in vivo assay on Arthropod (Porcellio scaber, Isopoda,
Crustacea). 18th International Symposium on Environmental Pollution and its Impact on Life
in the Mediterranean Region - Book of Abstracts. 2015. s. 242-242.
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SKARKOVA, P.; VAVROVA, M.; JEMEC, A.; KOS, M.; DROBNE, D. Effects of Salinity
on Terrestrial Isopods P. scaber. Toxcon 2015: Brno: 20. Mezioborova Cesko-Slovenska
toxikologicka konference. 2015. s. 120-120. ISBN: 978-80-263-0933-8.

SKARKOVA, P.; DROBNE, D.; VAVROVA, M.; ROMIH, T.; KOS, M. Low toxic potential
of gold nanoparticles for a terestrial isopod P. scaber (Isopoda, Crustacea). Interdisciplinary
Toxicology. Bratislava: Slovenska toxikologicka spolo¢nost, 2014. s. 75-75. ISSN: 1337-
6853.

ZLAMALOVA GARGOSOVA, H., VAVROVA, M.; SKARKOVA, P. Environmental
problems connected with fire- fighting. In Book of abstacts. Beograd: Serbian Chemical
Society, 2013. s. 306-307. ISBN: 978-86-7132-052- 8.

SKARKOVA, P.; ZLAMALOVA GARGOSOVA, H.; VAVROVA, M. Using of organism
Eisenia fetida in ecotoxicity tests. Thematic workshop in Toxicology Related Topics: -eco, -
nano. Book of abstract. Nova Gorica: University of Nova Gorica, 2013. s. 26-26.

LACINA, P.; DVORAKOVA, P.; ZLAMALOVA GARGOSOVA, H.; OBORNA, J;
NEVRLA, J.; SKARKOVA, P.; VAVROVA, M. Study of bioaccumulation of selected
pharmaceuticals in terrestrial organism. In 13th European Meeting on Enviromental
Chemistry. 2012. s. 101-101. ISBN: 978-5-89513-295- 1.

Pracovni zkuSenosti

2012 — doposud

Vyuka Praktikum analytické chemie II a Praktikum z environmentélni analyzy
Vysoké uceni technické, Fakulta chemicka, Purkynova 464/118, 612 00 Brno

2014 — doposud

Technicky pracovnik ve vyzkumné skuping: Charakterizace materialt a pokrocilé povlaky
Stiedoevropsky technologicky institut, Vysoké uceni technické, Technicka 3058/10,
616 00 Brno

Letni §koly/kurzy

05.08.2015—-21.08.2015  The 25th Jyvaskyla Summer School
Advanced Environmental Chemical Analyses
Jyvaskyla, Finland

01.06.2015 — 03.06.2015 Praktickd letni Skola projektti ve véde a vyzkumu
Brno, Ceska republika

06.08.2014 — 22.08.2014 The 24th Jyvaskyla Summer School
Environmental Fate and Possible Effects of Nanoparticles
Jyvaskyla, Finland

09.06.2013 — 22.06.2013 International Summer School of Aquatic Toxicology
Nova Gorica, Slovenia

13.05.2013 — 15.05.2013 Course of Sampling 2013
Valtice, Czech Republic
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Aktivni ucast na konferencich

Ustni prezentace

Nové¢ statistické metody pro vyhodnoceni ekotoxikologickych dat
Zajisténi kvality analytickych vysledka

24.03.2015 —26.03.2015, Zermanice, Ceska republika

Terrestrial ecotoxicity tests
International Summer School of Aquatic Toxicology
09.06.2013 —22.06.2013, Nova Gorica, Slovenia

Dovednosti

Ridi¢sky prikaz Skupina B

Pocitacové dovednosti Uzivatel, MS Office (Excel, Word, Power Point), Origin,
ChemSketch

Jazyk English (intermediate)
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