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XHUAPOJMHAMHYKOT TPEYHHKA, HHIEKCA MoJuaucep3urera u  noreHuujana-IJIC, kao u in
situ xapakrepusanujy y ekcrepumentanHoMm ceaumenty-EJIX u CEM). Cnposemnu cy
MyJITHIIapaMeTapcKu Ouosomky TecToBH, Ha ocHoBy OELLJ] mpoTokona, Ha akBaTHYHHM
Mmozen opranusmuma, Chironomidae (Diptera): Chironomus tentans u Chironomus riparius.
AHanu3upaH je HA3 CTaHJIApJHUX (MOPTAIHUTET, NIPEKUBIbABAGE, BPEME, CTOIA U OJUIarame
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KOJIMYMHE TPOTeHMHa; IN VIVO TeHOTOKCHYHOCT aHamu3oM omrehema JIHK; mpomena
KOHILIEHTpanuje XeMmorinoOuHa; mpoMeHa Mopdoiomke BapujadbunHoct). [lpBu myT y
OCAAIb0] JUTEPaTypH YHOTpeOJbeH je METON TeoMeTpujcke Mopdomerpuje 3a
cBeoOyXBaTHA HCIIMTHBAaKkA TOKCHYHOCTH HAHOYECTHUIIA.

JlokazaHa je OmoakyMmyIalija cBUX HaHOYECTHIA OJ CTpaHE MOJET OpraHW3aMa.
YTBpheHa je cybieranHa TOKCHYHOCT HAHOYECTHIIA OKCHIa TUTaHUjyMa, IiepujyMa i rBoxha,
JOK je y ciydajy HaHO-TiO2 yTBpher u neranuu epexar. Moaudukosanu OELJ] npoTokosn
6poj 218 ca ymorpedm C. riparius momen opranusma, moiore o (GUHOT KBapIHOL IECKa,
JeTaJbHe KapakTepH3allije HaHOUYeCTHIa, aHaiu3e OHOaKyMylaluje, CTaHAapIHUX U
KOMIUIEMEHTapHHX cyOneTtanHux Ouomapkepa, omoryhaBa eukacHy MPOLEHY TOKCHYHOCTH
Y MOHUTOPHMHI HAHOYECTHIA Y AKBATHYHUM €KOCHCTEMHMa.
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OBO uCTpaxuBawe TUHE C€  EeKOTOKCUKOMOrMje  HepacTBOPIbMBMX
HaHo4ecTMLUA OKcuaa meTana, Koje ce Tanoxe Ha AHY BOAEHVMX cucTema u
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FesOs(MarHeTHe HaHoYeCTULIE NpoOU3BeaeHe 3a ynoTpeby y MeamuunHm).
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HaHoyecTMua (3a aHanudy  cneumduyHe nosplumHe-BET; nospLlunHcke
xemuje-XIC; dasHor cactaBa un kpuctanHe cTpyktype-XP[; 3a BenvumHe u
arperauvje HaHodecTuua, kao u doTorpacucare ysopaka-TEM, CEM nu
A®M; KBanuTaTMBHO U KBaHTUTATMBHO opgpehuBawe enemeHata-E[X;
X1apoaNHaMUYKOT NpeYHVKa, MHAeKca nonuancnepsuteTa u { noteHuujana-
OJ1C, kao v in situ kapakTepusauujy y ekcnepyMeHTanHoM ceagumeHTy-EX un
CEM). CnpoBegHu cy myntunapameTapcku GUOMOLLKM TECTOBW, HA OCHOBY
OEL[ npoTokona, Ha akBaTU4HMUM Mogen opraHuammma, Chironomidae
(Diptera): Chironomus tentans n Chironomus riparius. AHanuavpaH je Hu3
cTaHdapgHux (MopTanuTeT, npexvBrbaBawe, Bpeme, CTona W oanarawe
passuha), kao W HecTaHgapgHux Ouomapkepa (OKCMOaTMBHM CTpec -
nunugHa v NpoTeMHCKa OKcMaauwuja, akTUBHOCT CynepoKcup OucMmyTase U
Katanase, W3paXeHu TMpPeKo YKyMHe KOMWYMHEe MpoTeuHa; in  Vvivo
reHOTOKCUYHOCT aHanu3om owTehewa [OHK; npomeHa KoHUeHTpauuje
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Jocajawmoj  nuTepatypu  ynoTpebrbeH je  MeTog — reomeTpujcke
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Abstract, AB:

This research deals with ecotoxicity of insoluble metal oxide
nanoparticles, that deposit at the bottom of aquatic ecosystems and therefore
influence the hydrobiocenosis community: titanium dioxide nano-TiO2 (used
as a food colour), cerium oxide nano-CeO: (used in the automotive industry)
and iron oxide nano-Fe30s4 (magnetic particles manufactured for medicinal
use). Detailed characterisation of examined nanoparticles was conducted
through contemporary analytical methods (for the analysis of specific
surface-BET; surface chemistry-XPS; phase and crystal structure-XRD; size,
aggregation and sample photographing-TEM, SEM and AFM; qualitative and
quantitative element analysis-EDX; hydrodynamic diameter, polydispersity
index and {-potential-DLS; in situ nanoparticle characterisation in the
experimental sediment-EDX and SEM). Multiparametric bioassays were
conducted, according to the OECD protocol, on aquatic model organisms:
Chironomidae (Diptera): Chironomus tentans and Chironomus riparius. A
series of standard (mortality, survival rate, developmental time and rate and
emergence delay), as well as nonstandard biomarkers were analysed
(oxidative stress-lipid and protein oxidation, SOD and CAT activity,
expressed by total protein content; in vivo genotoxicity via DNA damage
analysis; haemoglobin concentration; morphological variability change). For
the first time in known literature geometric morphometric method was used
for comprehensive nanoparticle toxicity analysis.

Bioaccumulation of all tested nanoparticles by model organisms has
been proven. The sublethal toxicity of titanium, cerium and iron oxide
nanoparticles was determined, while in the case of nano-TiO, a lethal effect
was observed as well. Modified OECD protocol number 218 that implies
using C. riparius as model organism, fine quartz sand substrate, detailed
nanoparticle characterization, bioaccumulation analysis, analysis of standard
and complementary sublethal biomarkers, enables efficient assessment of
toxicity and monitoring of nanoparticles in aquatic ecosystems.
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Stres je jedan od pokretaca evolucije. Sposobnost reakcije na stresore je veoma znacajna
karakteristika svih zivih sistema, i obratno, prirodan razvoj vrsta i ekosistema nije mogu¢ bez
postojanja prirodnih stresora koji su pokreta¢i evolucije (Markert, 2012). Opseg variranja
stresora u prirodi je uglavnom prili¢no konstantan i omogucava vrsti da se prilagodi promenama
u okruzenju. Odnedavno, medutim, promene u prirodi su intenzivne i drasti¢ne usled delovanja
¢oveka na zivotnu sredinu. Konstantni rast ljudske populacije doveo je do opSteg konzumerizma
1 prekomerne potrebe za potoSnjom energije, Sto za posledicu ima poremecaj prirodnog balansa u
zivotnoj sredini. Priroda se svakodnevno suoc¢ava sa antropogenim delovanjem, $to podrazumeva
i stres kroz konstantnu izlozenost velikom broju novih, potencijalno Stetnih, supstanci
(ksenobiotika) u izuzetno visokim koncentracijama (Markert i sar., 2003). Dotok visokih
koncentracija ksenobiotika i njihovo slozeno dejstvo u prirodi umanjuju toleranciju organizama i
mogucnost njihovog prilagodavanja na novonastale stresore. Jos§ je Schneider, 1992, izneo vrlo
alarmantne procene: tropske kiSne Sume nestaju brzinom od 1,5 hektara u sekundi; skoro 200
km? obradivog zemljista pretvoreno je u pustinje, 10 do 100 vrsta nestane sa lica Zemlje svakoga
dana, a preostali zivi svet jo§ uvek nije potpuno istrazen. Schneider, 1992, je jos tada predvideo
da ¢e se situacija pogorsati, te da ¢e usled daljeg eksponencijalnog rasta ljudske populacije
svakog dana 2700 tona hlorofluorokarbona i 51 milion tona ugljen-dioksida biti ispusteno u
atmosferu, planeta ¢e otopliti, zemljiSte se zakiseliti i velike koli¢ine UV zraCenja ¢e proci kroz
atmoferu. Shneider, 1992, istice da ¢e velika koli¢ina pesticida biti koris¢ena, kako u razvijenim
tako i u zemljama u razvoju, ¢ija ¢e analiza i kontrola biti nedovoljno sprovodena, zbog Cega se
nece znati njihov toksi¢ni uticaj na ljude i zivotnu sredinu. Danasnji podaci ukazuju na to da je
Schneider bio u pravu. Industrijski proizvedene hemijske supstance jedne su od najprisutnijih
sredinskih stresora danaSnjice i predstavljaju najveéi problem zagadenja Zivotne sredine. Od
1981. vodi se inventar proizvedenih hemikalija koje su prisutne na evropskom trzistu, pod
nazivom EINECS (eng. European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances), koji
ukazuje na to da se 90% ukupne svetske godiSnje proizvodnje sastoji iz oko 3000 supstanci
(Markert i sar., 2003). Procenjuje se da se svakog dana proizvede oko 1200 novih supstanci, a
jedan deo njih se proizvodi u koncentracijama koje mogu imati merljivi uticaj na zivotnu sredinu
(Markert i sar., 2000).

.....

kreiranih industrijskim, poljoprivrednim i generalno antropogenim aktivnostima (Anderson i



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

D’Apollonia, 1978). Kontrolisanje dotoka ovih ksenobiotika u prirodne vode je veoma zahtevan i
tezak proces, S obzirom na ¢injenicu da supstance uglavnom dospevaju u akvati¢ne ekosisteme iz
vise izvora ili difuznim putevima (pogotovo kisinicom ili iz zemljista). Akvati¢ni ekosistemi
poseduju fizicke, hemijske i bioloske mehanizme za prilagodavanje na prisustvo ksenobiotika ili
za njihovu asimilaciju. Medutim, ukoliko koncentracije zagaduju¢ih supstanci premase
asimilativni kapacictet akvati¢ne sredine, moze do¢i do poremecaja ravnoteze U ekosistemu i
velikih posledica po zivi svet (Anderson i D’ Apollonia, 1978).

Do nedavno, najveca paznja posvelivana je zagadenju akvati¢nih sredina putem
komunalnih otpadnih voda ili preko fabrika za njihovu preradu i preciS¢avanje. Glavni razlog
ovome je velika fizi¢ka vidljivost ovih zagadivaca, direktan uticaj na javno zdravlje, ali i Cesti
pomori riba i narusavanje estetike recipijentnih voda. Smanjenje ekonomske, rekreacione i
poljoprivredne Koristi akvati¢nih ekosistema usled prisustva toksi¢nih materija u njima
predstavljalo je prvi razlog za pokretanje monitoring-programa za pracenje kvaliteta vode.
Kasnije se fokus drzavnih vlada (kroz promene regulativa) preusmerio sa antropogenog na
ekoloski aspekat zagadenja voda, na zastitu samih akvati¢nih ekosistema i Zivog sveta u njima.
Ova promena fokusa predstavlja vaznu prekretnicu, pre svega zbog Cinjenice da akvati¢ni
organizmi imaju drugacije ekoloske zahteve od ljudi i da kvalitet vode treba da zadovolji vise
standarde kako se ekoloska ravnoteza ne bi naruiila u akvati¢nim ekosistemima. Stetne
supstance u akvati¢nim sredinama mogu direktno i jako brzo izazvati letalne efekte (akutni efekti
u vidu poveéanja smrtnosti organizama) ili pak mogu izazvati subletalne efekte na sposobnost
organizama da se razvijaju, rastu i reprodukuju u datom ekosistemu tokom duZeg vremenskog
perioda (hroni¢ni efekti) (Rand, 1995).

Radi jednostavnijeg razumevanja narednih pasusa, neophodno je definisati osnovne
termine u ekotoksikologiji i procese koji su najznaajniji za razumevanje dizajna
ekotoksikoloskih ispitivanja akvati¢nih ekosistema. Definicije navedene u daljem tekstu preuzete
su iz knjige ,,Osnovi akvati¢ne toksikologije* (eng. ,,Fundamentals of aquatic toxicology: effects,
environmental fate and risk assessment®) (Rand, 1995).

U akvati¢noj sredini koncentracija, transformacija i dispozicija toksi¢nih agenasa, procesi
koje se jednim imenom mogu nazvati ,sredinska sudbina“ toksina (eng. environmental fate)
zavise od sledecih faktora: fizi¢ih i hemijskih svojstava same supstance; fizickih, hemijskih i

bioloskih osobina ekosistema 1 izvora 1 stepena unosa supstance u zivotnu sredinu.
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Toksikoloskim istrazivanjima prikupljaju se podaci kojima se moze predvideti sredinska
koncentracija zagadujucih supstanci, pored ¢ega se moze odrediti i: mobilnost supstanci kroz
specificne delove ekosistema; tip hemijskih i1 bioloskih reakcija koje se dogadaju tokom
transporta i nakon depozicije supstanci; hemijska forma (da li se nalazi u originalnom stanju ili u
formi metabolita) i stabilnost svake hemijske forme date supstance.

U vodi, supstance se mogu naci u tri osnovna oblika (koji uticu na njihovu dostupnost
organizmima — biodostupnost): a) rastvorene; b) vezane za bioticku ili abioticku komponentu i
suspendovane u vodenom stubu ili istalozene na dnu i c) inkorporirane i akumulirane u
organizmima.

Sredinska dostupnost prestavlja proporciju ukupne koli¢ine supstance prisutne u svim ili
nekim delovima sredine, koja moze biti ukljucena u odredene procese i podlozna svim fizickim,
hemijskim i bioloskim modifikacijama u toj sredini. Moze se rec¢i da je samo 30% neke
supstasnce X sredinski dostupno za razliite abioticke hemijske reakcije jer je 70% ove
supstance zarobljeno duboko u sedimentima i samim tim nedostupno. Ovaj termin zapravo
odreduje ukupnu koli¢inu supstance potencijalno dostupnu organizmima.

Prose¢no vreme koje supstanca provede u odredenom delu ekosistema ili rezervoaru
(voda, sediment, bioti¢ka komponenta) pre nego se ukloni nekim procesom naziva se rezidentno
vreme ili vreme zadrzavanja. Supstance koje dospeju u ekosistem mogu se, putem abiotickih i
bioti¢kih transformacija, konvertovati u druge hemijske forme. Biotransformacije koje nastaju
usled uticaja biljaka, zivotinja i ostalih organizama uti¢u na sredinske koncentracije supstanci, a
¢ak mogu dovesti do biodegradacije i potpunog uklanjanja supstance iz ekosistema.

Svi gore navedeni procesi u mnogome uticu na ekotoksikologiju Stetnih supstanci u
akvati¢nim ekosistemima i osnova su za formiranje i dizajn ekotoksikoloskih testova i studija.

U savremenoj zastiti zivotne sredine tezi se profilaktiCkom pristupu, koji podrazumeva
upotrebu velikog broja tehnika i disciplina za dobijanje pouzdanih informacija o nekadasnjem,
trenutnom i buduéem stanju zivotne sredine. U doba ekstenzivne ekspanzije hemijske i
tehnoloSke industrije, neophodno je istim tempom usavrSavati metode procene i monitoringa
Stetnog dejstva novonastalih supstanci i uspostaviti preventivne mere za kontrolu ovih stresora u

akvati¢nim ekosistemima.
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1.1 Nanotehnologija

Richard Feynman je davne 1959. odrzao govor pod nazivom ,,ima dosta prostora na dnu‘
(eng. “there is plenty of room at the bottom”), u kome je, ni ne znaju¢i, izneo koncept
nanotehnologije (Feynman, 1960). U ovom govoru Feynman nije konkretno pomenuo
nanotehnologiju kao disciplinu tehnoloSkih nauka (koja ¢e se definisati dvadesetak godina
kasnije), ve¢ je sugerisao da ¢e u buducnosti biti moguce precizno manipulisati atomima i
molekulama. Izum skenirajuéeg tunelskog mikroskopa® (eng. Scanning Tunneling Microscope)
1981. i otkriée fulerena® 1985. smatraju se prekretnicom eksperimentalnog napretka koja je
dovela do pojave nanotehnologije 1980-ih (Hornyak i sar., 2008). Ne tako mnogo godina kasnije,
nanotehnologija se smatra vode¢om tehnologijom 21. veka, koja ima uticaj na sve aspekte
drustva na globalnom nivou.

Nanonauka i nanotehnologija danas podrazumevaju istrazivanja i razvoj tehnologije na
nivou atoma, molekula ili makromolekula (na skali veli¢ine od 1 do 100 nanometara), koja
omogucavaju osnovno razumevanje fenomena i materijala na nanoskali, kao i1 kreiranje 1
koriséenje struktura, uredaja i sistema koji ispoljavaju jedinstvene osobine i funkcije zbog svoje
nanoveli¢ine (Hornyak i sar., 2008). Razvoj nanotehnologije ukljucuje preciznu i kontrolisanu
manipulaciju struktura nanoveli¢ine 1 njihovu integraciju u vec¢e komponente, sisteme 1
arhitekture (Hornyak i sar., 2018). Nove osobine i netipi¢ne funkcije se obi¢no razvijaju kada se
materijali smanje na skalu veli¢ine ispod 100 nm (kriti¢ni prag veliine), tj. kada je minimum
jedna njihova dimenzija manja od 1 mikrona, a ve¢a od 1 nanometra. One se tada mogu smatrati
nanocesticama ili nanomaterijalima (slika 1). Promena osobina nanomaterijala, u odnosu na iste
materijale "normalne” veli¢ine (iznad 100 nm) ili njihove pojedina¢ne atome ili molekule, moze
(nano-resetke od aerogela), ispoljavaju magnetna svojstva (nano-oksidi gvozda), bolji su
provodnici elektriciteta ili toplote (grafen), hemijski su reaktivniji ili bolje reflektuju svetlost
(nano titanijum dioksid). U posebnim slu¢ajevima, kriticni prag veli¢ine na kome se ispoljavaju

specifi¢ne osobine materijala moze biti ispod 1 nm (manipulacija atomima na oko 0,1 nm) ili

! Mikroskop kojim se vr$i skeniranje i karakterizacija materijala sa visokom atomskom rezolucijom, zasnovan na
principu tunelovanja elektrona.

2 Alotropska modifikacija ugljenika. Molekul Ceo koji se sastoji iz 60 ugljenikovih atoma koji grade sfernu kristalnu
reSetku. Jedan je od najupotrebljavanijih tipova nanocestica, poznatiji pod nazivom bakijeva lopta (eng. Buckyball).
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iznad 100 nm (neki polimeri oja¢ani nanocCesticama ispoljavaju specificne osobine ve¢ na oko
300 nm usled interakcije i formiranja veza sa nanoc¢esticama) (Hornyak i sar., 2018). Proteklih
godina radi se na tome da se nanotehnoloska i biotehnoloska otkri¢a ujedine kako bi se razvili
novi nanomaterijali i nanosistemi koji ¢e funkcionisati po bioloSkim principima, imitirajuci rad
bioloskih sistema na nanoskali koji ve¢ funkcioniSu kao nanomasine: ribozomi, membranski
transporteri, receptori ili ¢elijski signalni sistem (Moore, 2002; Perkel, 2003).

Radi stvaranja opste slike o dimenzijama na kojima nanotehnologija funkcionise (slika
1), vazno je naglasiti da je jedan nanometar milijarditi deo metra, te napraviti poredenje sa
poznatim strukturama: tipi¢na duzina veze dva atoma ugljika je od 0,12 do 0,15 nm, molekul
vode je veliki oko 0,3 nm, precnik dvostruke spirale DNK je oko 2 nm, a crvena krvna ¢elija je
siroka oko 7000 nm (United Kingdom Royal Society, 2004).

Hornyak i sar., 2018., isticu da nanotehnologija moze dovesti do nove industrijske
revolucije zbog izuzetnih prednosti i pozitivnih aspekata koje sa sobom nosi. Broj kompanija
koje se bave nanotehnologijom je sve veci, samo u Americi bilo ih je 35000 do 2018. godine; a
sve je veci | broj nanotehnoloskih patenata. Preko 500 institucija bavi se nanotehnologijom
(ukljuéujuéi nevladine organizacije, istrazivacke laboratorije, ekonomske razvojne organizacije,
univerzitete i obrazovne ustanove), §to pruza mogucénost otvaranja novih radnih mesta i

unapredenje mnogih grana nauke i industrije (Hornyak 1 sar., 2018). Naucna zajednica je u

GLUKOZA PROTEIN DNK VIRUS CELUJA o TENISKA LOPTA
. ZRNO SOLI

10° 104 10° 10¢ 107 108

nanometar

MICELA LIPOZOM - POLIMERI

Slika 1 — Poredenje veli¢ina na nanoskali (nanomaterijali su veli¢ine od 1 do 102 nm). lzvor (prevedeno na Srpski):
https://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2
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potpunosti prepoznala potencijal nanotehnologije, pa postoji izuzetno veliki broj radova iz
oblasti fizike, hemije, iZinjerstva, biologije i medicine koji se bave ovom tematikom. Koristi
koriS¢enja nanotehnologije su ogromne, a jos uvek se istrazuje puni potencijal njihove primene.
Nanomaterijali su nasli primenu u optici, tekstilnoj industriji, medicini, kozmetici, prehrambenoj
industriji, automobilskoj industriji, proizvodnji katalizatora i biosenzora, bioremedijaciji, preradi
otpadnih voda i mnogim drugim sferama industrije (Roco, 2003; Freitas, 2005; Singh i sar.,
1988).

Nanomaterijali se proizvode na dva osnovna nacina: “bottom-up” pristupom, Kkoji
ukljucuje minijaturizaciju komponenti do nivoa atoma Kkoji se procesom samoorganizovanja
Cestica (eng. self-assembly) kombinuju u vece jedinice (kristalizacijom, sol-gel sintezom,
hemijskom depozicijom pare® i sli¢nim procesima); ili “top-down” pristupom, koji zapo¢inje
makroskopskim strukturama od kojih se kontrolisanim procesima stvaraju nanostrukture
(mlevenjem u mlinovima, mehanohemijskim mlevenjem, kondenzacijom iz gasa, laserskom
ablacijom* i drugim procesima) (Chavali i Nikolova, 2019). Poslednjih godina razvio se i
koncept “zelene sinteze” koji podrazumeva ekstrakciju nanocCestica iz gljiva, algi, bakterija i
biljaka u kojima razli¢iti metaboliti deluju kao redukcioni agensi u sintezi nanocestica (Chavali i
Nikolova, 2019). Proizvodnja nanomaterijala odvija se prema odredenim pravilima koja
propisuju svetske organizacije za postavljanje standarda, medu kojima su vodece: ISO tehnicki
komitet 229 za nanotehnologije, Svajcarska (eng. International Standardization Organization,
ISO, Technical Committee 229 on Nanotechnologies); americki internacionalni komitet E56 za
nanotehnologiju (eng. ASTM International Committee E56 on Nanotechnology); IEC -
internacionalna elektrotehni¢ka komisija, tehnicki komitet 113, Engleska (eng. International
Electrotechnical Commission Technical Committee 113) i IEEE savet za nanotehnologiju,
Amerika (eng. The Institute of Electrical and Electronics Engineers, IEEE, Nanotechnology
Council). Da bi se osigurala doslednost, ponovljivost i ta¢nost proizvodje, moraju postojati

standardi merenja (SI medunarodni sistem jedinica®), standardi dokumentovanja (procedure i

3 Hemijski metoda dobijanja nanodestica iz gasovite forme, taloZenjem na odredenom supstratu u vidu praha ili
prevlaka.

4 Metoda dobijanja nanocestica putem uklanjanja materijala sa ¢vrste (ili povremeno teéne) povriine ozradivanjem
laserskim snopom.

5 Eng. The International System of Units, ima sedam osnovnih mera: duZina, masa, vreme, elektri¢na struja,
termodinamicka temperatura, koli¢ina materije i jacina svetlosti. Njihove merne jedinice su: metar, kilogram,

7
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smernice za procese proizvodnje) i standardi za verifikaciju® (referentni standardi za
uporedivanje i verifikaciju kvantitativnih merenja).

Uprkos postojanju standardnih propisa i regulativa, a s obzirom na ¢injenicu da je
nanotehnologija relativno nova i nedovoljno standardizovana tehnologija, moze do¢i do
nepreciznosti u pogledu proizvodnje i nemogucnosti kontrolisanja svih aspekata distribucije,
emisije nanomaterija, ali pre svega ponasanja u zivotnoj sredini i uticaja na bioloske sisteme.

lako rutinski monitoring prisutnih nanocestica u zivotnoj sredini jo$ uvek nije
uspostavljen, postoji potencijalna opasnost od hemijskih akcidenata i izlivanja nanocestica iz
industrijskih proizvoda. Nanoc¢estice mogu dospeti u zivotnu sredinu tokom njihovog koris¢enja
(putem raspadanja, namernog ispustanja nanomaterijala u zivotnu sredinu tokom remedijacije
kontaminiranih izvora, kao i drugih nekontrolisanih procesa) ili tokom gomilanja otpada
(otpadne vode iz domacinstava koje sadrze nanomaterijale poreklom iz koriS¢enih kuénih
proizvoda, kao i Cvrst otpad safinjen od nanomaterijala), a jo§ uvek ne postoje adekvatna
postrojenja za preciS¢avanje vode, zemljiSta i vazduha od nanomaterijala. lako ve¢ duZzi niz
godina postoji zabrinutost od potencijalno Stetnih posledica nanotehnologije, tek se proteklih
godina pocelo sa intenzivnim istrazivanjem njihove ekotoksikologije i hemijskog ponasanja u

zivotnoj sredini.

1.1.1 Nanocestice u prirodi

Nekada su jedine nanocestice u prirodi bile produkt prirodnih procesa: koloidi u vodi,
Cestice vulkanske prasSine u vazduhu, rasprSene morske soli, ¢estice nastale erozijom zemljista 1
produkti prirodnog sagorevanja u Sumskim pozarima (Moore, 2006). Pored ovih prirodnih
nanocCestica, postoje indikacije da je cCovek svojim aktivnostima doveo do ispuStanja
nanozagadivaca u zivotnu sredinu jo$ pre razvoja nanotehnologije, iz postojeéih industrijskih
materijala, npr. kroz raspadanje guma automobila tokom voznje (Handy i Shaw, 2007). Moze se
polemisati u vezi s ¢injenicom da nanomaterijali postoje u zZivotnoj sredini ve¢ milionima godina

i moguéno$éu da su se organizmi na njih veé prilagodili. Cak i da to jeste slucaj, nauka je tek

sekunda, amper, kelvin, mol i candela. Od osnovnih se izvode sekundarne mere, npr. snaga koja se meri u
njutnima. Sve ove jedinice znacajne su u nanotehnoloskoj standardizaciji.

6 Standardni materijali sertifikovani od strane medunarodnih organizacija za standard, s poznatim karakteristikama
koje su definisane Sl jedinicama
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nedavno pocela da obraca paznju na nanosvet i jo§ uvek je mnogo toga neotkriveno o ponasanju i
interakciji nanocestica sa ostalim zagadivac¢ima, kao i Zivotnom ciklusu nanocestica u prirodi
(Lead i Wilkinson, 2006). Treba uzeti u obzir i ¢injenicu da su fabricki nastale nanocestice
vestacke tvorevine, dizajnirane da izvrSe specificne funkcije, koje najverovatnije imaju potpuno
drugacija fizicka, hemijska i toksikoloska svojstva u odnosu na prirodno nastale nanocestice.

Prisustvo fabricki proizvedenih nanomaterijala i nanocestica u Zzivotnoj sredini se u
poslednje vreme ¢ini neizbeznim, usled rastué¢eg broja nanoproizvoda (Roco, 2003; Aitken i sar.,
2006; Boxall i sar., 2007), pa postoji opravdana zabrinutost oko ekoloskih rizika koje
nanotehnologija nosi. Ubrzana ekspanzija nanotehnologije dovela je do nedovoljne kontrole i
neadekvatne procene rizika negativnog uticaja nanoproizvoda na ljude i Zivotnu sredinu. Sve
Cesca diskusija o regulaciji pravila proizvodnje u nanotehnoloSkom sektoru dovela je do
pokretanja pitanja potencijalnih posledica upotrebe nanoproizvoda (Colvin, 2003; 2004; Warheit,
2004). U svom tekstu iz 2003, Perkel isti¢e da je u razvoj nanotehnologije u Americi uloZzeno
preko 700 miliona dolara, od ¢ega je samo 500.000 izdvojeno za procenu uticaja na zivotnu
sredinu; Dowling u radu iz 2004. isti¢e da je budzet za period od 2005. do 2008. ve¢ premasio tri
milijarde dolara u Americi, a u Evropi milijardu dolara. U Springerovom priru¢niku iz 2017. o
nanotehnologiji navodi se da Amerika najvise ulaze u nanotehnologiju, preko 1,5 milijardi dolara
godisnje (sa slede¢om raspodelom budzeta: 35% za fundamentalna istraZivanja, 24% za razvoj
uredaja, sistema 1 aplikacija, 19% za razvoj kolaboracije, 16% za infrastrukturu i implementaciju,
a samo 7% za procenu uticaja na javno i ekolosko zdravlje i bezbednost), potom slede Evropa, sa
1,1 milijardom godisnje i ukupnim budzetom od 77 milijardi evra, za period od 2014. do 2020, i
Japan, sa budzetom od 550 milijardi jena (2014-2020) (Bhushan, 2017). Fokus agencija za
zaStitu zivotne sredine 1 zdravstvenih organizacija preusmerio se ka ispitivanju potencijalnih
toksikoloskih 1 patoloskih posledica koriS¢enja proizvoda koji sadrze nanocestice po ljudsko
zdravlje i zdravlje zivotne sredine, pre svega usled primene nanotehnologija u medicini i razvoja
nanotehnoloskih sistema za transport lekova kroz ljudski organizam (Elsaesser i sar., 2010;
Sanvices i Marco, 2008; Dowling, 2004; Moore, 2002; Warheit, 2004).

Jedan od osnovnih koraka u kvantifikaciji rizika od novonastale supstance ili polutanta u
zivotnoj sredini jeste odredivanje izlozenosti (ekspozicije) organizama, $to podrazumeva procenu
koncentracije te supstance u prirodi. Sa analiticke tacke gledista, postoji jo§ mnogo problema u

detekciji fabricki proizvedenih nanomaterijala u uzorcima iz prirode, pogotovo ukoliko je
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potrebno izdvojiti prirodne od vestacki nastalih nanocestica (Coll i sar., 2016; Wagner i sar.,
2014; Tsakovska i Worth, 2009). Podaci o analizi uzoraka iz prirode su uglavnom dobijeni TEM
mikroskopijom  (eng. Transmission Electron Microscopy — TEM) ili ICP-MS
spektrofotometrijom (eng. Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry), pri ¢emu je vrlo
Cesto teSko razlikovati fabricke od prirodnih nanocestica (Coll i sar., 2016).

Usled male koli¢ine podataka sa terena o koncentraciji nanocestica u Zivotnoj sredini,
procena predvidene sredinske koncentracije (eng. Predicted Environmental Concentrations —
PEC) vrsi se pomoc¢u matematickih modela protoka Cestica u prirodi (in silico pristup), §to moze
biti od velike koristi za procenu izlozenosti prirodnih ekosistema ovim materijama (Berggren 1

ar., 2015). Modeli su godinama usavrSavani, ali jedni od najpotpunijih PEC modela za
nanocestice kori§¢eni su u radovima Gottschalk i sar., 2009; Piccinno i sar., 2012; Sun i sar.,
2014 i Meesters i sar., 2014. U pomenutim studijama razvijeni su modeli za verovatnocu protoka
nanocestica kroz prirodne sisteme (eng. probabilistic material flow modeling), a validnost
modela potvrdena je na osnovu terenskih istrazivanja prisustva nanocestica u zivotnoj sredini.
Vecina in silico studija radena je na najéesSée koris¢enim nanocesticama (nano-TiO2, nano-Ag,
nano-ZnO, karbonske nanocevi i fulereni) pri ¢emu se pokazalo da se visoke koncentracije

nanoCestica mogu na¢i u zemljitu i U vodama, a pre svega sedimentima, kao krajnjim
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Slika 2 - Ilustrativni pregled uzroka varijabilnosti u izlaganju Zivotne sredine nanocesticama (ujedno i uzroka nesigurnosti

procene njihovog prisustva u ekosistemima): nesigurnost procene emisija i samih unutrasnjih osobina industrijskih nanocestica,
kao i prirodne varijabilnosti delova ekosistema (preuzeto iz rada Meesters i sar., 2016, prevedeno na Srpski).
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recipijentima materija iz svih delova ekosistema (slika 2).

Procena prisustva nanocestica u zivotnoj sredini (bilo direktno ili putem modela) izuzetno
je zahtevna, pre svega zbog reaktivnosti nanodestica, njihove aglomeracije’ i sedimentacije®, kao
I promenljivosti godisnje produkcije i potrosnje nanomaterijala (Col li sar., 2016). Najslozeniji
model za sredinsku procenu fabri¢kih nanocestica u Zivotnoj sredini Koji uzima u obzir procese
agregacije, vezivanja i rastvaranja (slika 2) pokazao je slede¢u distribuciju nanocestica (od
najviSe do najnize koncentracije): zemljiSte, akvati¢ni sedimenti, povrSinske vode i vazduh. Pri
tome je predvideno da “slobodnih” nanocestica ima u vazduhu, dok u ostalim delovima one
formiraju homoagregate ili heteroagregat, usled ¢ega menjaju svojstva (Meesters i sar., 2016;
2014). Pomentuti model, pod nazivom “SimpleBox4Nano-SB4N”, razvijen je prema
regionalnom modulu distribucije Evropske unije za procenu supstanci (eng. European Union
System for the Evaluation of Substances — EUSES), koji koristi REACH regulacije Evropske
unije, tj. regulacije registracija, evaluacija, autorizacija i restrikcija hemikalija (eng. Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals — REACH) kao smernice u proceni
izlozenosti hemikalijama u Zivotnoj sredini (Meesters i sar., 2016; 2014; ECHA, 2008).
Detektovanje i kvantifikovanje nanocestica u kompleksnim prirodnim sistemima ostaje veliki
izazov za danasnje nau¢nike, medutim in silico modeli u mnogome pomazu predikciju, detekciju
i monitoring stanja u prirodi (Coll i sar., 2015), te predstavljaju jednu od polaznih tacaka
ekotoksikologije nanocestica. Evidentno je da je neophodno izvrSiti procenu rizika za svaku
formu nanocestice koja mozZe postojati u prirodi, a samim tim povecati i broj podataka 1
preciznost kompjuterskih modela, ¢ime bi se 1 ostali vidovi ekotoksikoloskih ispitivanja nano-
MO usavrsili.

Evropski parlament naglasava neophodnost ekotoksikoloskog testiranja bezbednosti
novofabrikovanih nanomaterijala i stroge uslove proizvodnje. Postoji niz nerazresenih pitanja u
ekotoksikoloskom ispitivanju nanocestica (pre svega u pogledu medunarodnog uskladivanja
metodologije ispitivanja, a potom i same karakterizacije u prirodnim i laboratorijskim uslovima,
procene uticaja na zive organizme i razumevanja mehanizama njihovog delovanja). Ovo
isrtazivanje ti¢e se upravo tih znacCajnih nerazreSenih pitanja ekotoksikoloskog ispitivanja

nanocestica, pre svega u akvati¢nim ekosistemima.

7 Medusobno spajanje Eestica, usled ¢ega se formiraju veée nakupine u suspenziji, a predstavlja mehanizam koji
vodi ka funkcionalnoj destabilizaciji koloidnih sistema.
8 TaloZenje &vrstih Eestica iz te¢ne faze, uglavhom delovanjem gravitacije.
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1.1.2 Nanocestice oksida metala

Nanocestice se mogu podeliti u nekoliko klasa: karbonski nanomaterijali (sastavljeni od
ugljenika: fulereni, nanocevi i nanozice); oksidi metala; poluprovodnici (poluprovodni kristali,
poznatiji kao kvantne tacke); nulto-valentni metali (nanosrebro, nanozlato, nanogvozde) i
nanopolimeri (dendromeri, kompleksni multifunkcionalni polimeri) (Bhatt i Tripathi, 2011).
Medu industrijskim nanomaterijalima oksidi metala spadaju u najSire primenjivane: cink oksid
(Zn0O), titanijum dioksid (Ti0O3), cerijum dioksid (CeO>), hrom dioksid (CrO2), molibden trioksid
(Mo00O3), bizmut trioksid (Bi20Oz3), gvozde oksid (FeOx) i binarni oksidi, kao §to su litijum kobalt
dioksid (LiCoO2) i indijum tinoksid (InSnO) (Bhatt i Tripathi, 2011). Piccinno i sar., 2012.,
procenili su da svetska produkcija nanocestica oksida metala i ugljeni¢nih nanovlakana dostize
izmedu 100 and 1000 tona godi$nje.

Nanocestice oksida metala (u daljem tekstu nano-OM) proizvode se putem nekoliko
tehnoloskih pristupa kojima se menjaju i kontroliSu njihove osobine. Stabilizovana precipitacija i
piroliza® su dve najéesée metode koje se koriste za njihovu sintezu (Chavali i Nikolova, 2019).
Reakcioni mehanizni, a samim tim i funkcionalnost nano-OM, zavise od njihovog sastava,
kristalne strukture, mofrologije, povrsinske geometrije i stehiometrije'?, interakcije izmedu faza i
drugih fizickih i hemijskih osobina (Chavali i Nikolova, 2019).

Svojstva nano-OM, koja ih ¢ine neophodnim alatom u savremenoj nanotehnologiji, jesu
njihova razlicita nelinearna opticka svojstva, visoka elasti¢nost na poviSenim temperaturama,
mogucnost hladnog zavarivanja, superparamagnetno ponaSanje, jedinstvena osetljivost 1
provodljivost, kataliticka i selektivna aktivnost, neobi¢na adsorptivna svojstva, brza difuzivnost,
ali i potencijalna nestabilnost u odredenim uslovima (Chavali i Nikolova, 2019). Ova svojstva
dovela su do Siroke primene nano-OM u mnogim industrijama: medicini, prehrambenoj
industriji, poljoprivredi, informacionim tehnologijama, biomedicini, elektronici, katalitici i
energetici. Jedno od hemijskih svojstava nano-OM, koje je dovelo do njihove Siroke primene u
zastiti zivotne sredine, jeste neverovatna sposobnost da hemijski apsorbuju Sirok spektar
molekula, posebno organskih Cestica koje se smatraju Stetnim za zivotnu sredinu (Mohan i

Renjanadevi, 2016). Pored toga, pokazalo se da nano-OM mogu da deluju kao potencijalni

% Metode precipitacije zasnivaju se na kreiranju nanodestica iz prekursora putem taloZenja &estica iz rastvora, a
metode pirolize na kreiranju nanocestica iz prekursora putem intenzivnog zagrevanja.
10 0dnos izmedu relativnih koli¢ina supstanci koje uéestvuju u formiraju nanojedinjenja.
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antioksidanti, zbog svojih katalitickih osobina i velike povrSine, te se veliki napori poslednjih
godina ulazu u razvoj nanomaterijala za medicinsku upotrebu, $to je u velikoj meri povecalo
njihovu proizvodnju.

S obzirom da su nano-OM prisutni u velikom broju proizvoda, doslo je do njihovog
prekomernog ispustanja u prirodu (Mahaye i1 sar., 2017) u razli¢itim stadijumima njihovog
“zivotnog ciklusa” (Klaine 1 sar., 2012), a u velikim koli¢inama su detektovane u postrojenjima
za preciS¢avanje voda (Béuerlein i sar., 2017; Sun i sar., 2014; Gottschalk i sar., 2009) i u re¢nim

sistemima (Markus i sar., 2016; Gottschalk i sar., 2013; Musee, 2011; Gottschalk i sar., 2009).

1.1.2.1 Ekotoksic¢nost nanocestica oksida metala

Uzimajuci u obzir obim proizvodnje nano-OM, najrelevantniji nanomaterijali sa aspekta
ekotoksikologije i zastite Zivotne sredine jesu, pre svega, TiO2 i SiO2 (mada je Si metaloid) (u
svetu je proizvedeno preko 10.000 tona samo u 2010. godini), a njih prate CeO2, FeOx, AlO i
ZnO (Bundschuh i sar., 2018). Globalne procene emisija hano-OM ukazuju na to da deponije (od
63% do 91%) i zemljiste (od 8% do 28%) primaju najvece koli¢ine nano-OM putem direktnog
izlivanja, a potom slede akvati¢na sredina (7%) i vazduh (1,5%) (Bundschuh i sar., 2018).
Kretanje i protok nanocestica dalje od mesta izlivanja kroz ekosisteme jos uvek su nedovoljno
prouceni, ali postoji velika opasnost po vodene ekosisteme kao krajnje recipijente svih
zagadujucih materija u prirodi (Bundschuh i sar.,2018).

Prekomerno ispusStanje nano-OM uslovilo je zabrinutost nauc¢ne zajednice 0KoO
potencijalnih posledica po zivotnu sredinu (Oberdérster i sar., 2005), pre svega po akvati¢ne
organizme, ukljucujuci bakterije (Kaweeteerawat i sar., 2015), makrobeski¢menjake (Galloway i
sar., 2010; Park i Choi, 2010; Buffet i sar., 2013) i ribe (Chen i sar., 2011; Mohmood i sar., 2015;
Rocco 1 sar., 2015; Kaya 1 sar., 2016). U Zivotnoj sredini nanocestice mogu izazvati Stetne
posledice na tri na¢ina: indirektnim efektima u spoljasnjoj sredini (stvaranje slobodnih jona i
radikala kiseoniha — ROS!!; modifikacija dostupnih nutrijenata; zasendenje, tj. odbijanje

svetlosti); direktnom interakcijom sa povrSinom organizama (fizicko osSteenje membrana,

11 Eng. Reactive Oxygen Species, veoma nestabilni i reaktivni atomi, molekuli ili joni sa jednim ili vise nesparenih
elektrona.
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ulazak preko povrSine endocitozom) i intracelularnim putem (nakon ulaska u organzam) (Zhao i
sar., 2020).

Vecina studija pokazuje da nanocestice u koncentracijama pronadenim u prirodi ne mogu
da izazovu snazne toksi¢ne efekte, ali mogu imati uticaja na molekularnom nivou (Bayat i sar.,
2015; Lee i sar., 2009). U radu Lee i sar., 2015., pokazalo se da nano-OM nisu imale uticaj na
mortalitet, rast i reprodukciju hironomida i dafnija, ali da su efekti primeceni na genetskom
nivou, dok se u radu Clemente i sar., 2013, pokazalo da nano-TiO- nije indukovao mortalitet kod
riba Piaractus masopotamicus, ali je pokazao subletalne efekte. U vecini dosadasnje literature,
kako u ekperimentalnim (Schmid i sar., 2010; Piccinno i sar., 2012; Bdauerlein i sar., 2017) tako i
u studijama modelovanja (Markus i sar., 2016; Sun i sar., 2014; Gottschalk i sar., 2013; Hendren
I sar., 2013; Musee, 2011), istice se da su trenutne koncentracije nano-OM veoma niske u
zivotnoj sredini (ukljucujuéi otpadne vode, slatkovodne ekosisteme i poljoprivredna zemljista) i
da one mogu izazvati uglavnom subletalne efekte na molekularnom nivou pre nego na nivou
organizama 1 populacija. Shodno tome, preporucljivo je pre svega ulagati napore u razvoj metoda
za procenu uticaja nano-OM koje ¢e se zasnivati na subletalnim parametrima, kao ranim
pokazateljima zagadenja zivotne sredine.

Coll i sar., 2015., su izvrsili metaanalizu dostupne literature koja se ti¢e ekotoksikologije
nanocCestica (konkretno tri nano-OM: nano-TiOz, nano-Ag i nano-ZnO, kao i karbonskih
nanocevi i fulerena) procenjene studijama na Zivim organizmima (uticaj na prezivljavanje, rast,
reprodukciju i promene u znacajnim metaboliCkim procesima kod test-organizama izlozenih u
okviru slatkih voda, zemljiSta i sedimenta). Potom je, pomoc¢u dobijenih podataka, izracunata
verovatnoca distribucije osetljivosti vrsta (eng. Species Sensitivity Distributions — SSD) za svaku
vrstu pronadenu u literaturi. Za procenu SSD modelovan je raspon osetljivosti vrsta u odnosu na
odredene nanocestice, ¢ime je izvrSena procena Vrsta potencijalno pogodenih datom
nanocCesticom U prirodi, kao i procena koncentracija nanocestica koje, ukoliko se prekorace,
upozoravaju na neophodnost preduzimanja mera sanacije. Na primer, ukoliko je SSD ispod 5%,
to ukazuje da 95% vrsta nije pogodeno prisustvom nanocestica, dakle da su koncentracije u
okvirima dozvoljenog opsega tolerancije (Garner i sar., 2015). Na osnovu ovih podataka
odreduje se i srazmera karakterizacije i rizika (eng. Risk Characterization Ratio — RCR),
parametar koji poredi osetljivost vrste sa verovatnocom izlozenosti odredenom nanocesticom,

¢ime se dobija procena rizika od prisustva nanocestica u odredenom delu ekosistema (Garner i
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sar., 2015). Sto vise podataka je dostupno, to su predikcije validnije. Medutim, broj i kvalitet
dostupnih literaturnih podataka je nezadovoljavajuéi. Iz literature je pronadjeno preko 600
podataka, od kojih je 431 ukljucen u analizu. Najvec¢i broj studija se fokusira na slatkovodne
ekosisteme, potom na zemlji$te i najmanji broj na sediment. Za slatkovodne sedimente Coll i
sar., 2015, nisu pronasli ni jedan podatak (postoji i mali broj radova na otpadnom mulju, morskoj
vodi i estuarima) iako se oni smatraju najve¢im depoom zagadujucih supstanci u prirodi.
Pokazalo se da su ispitivanja vrSena na preko 20 razli¢itih model-organizama, a da su
najzastupljeniji Daphnia magna i Danio rerio. Primecen je Sirok opseg variranja 0setljivosti
vrsta medu studijama, npr. za vrstu Daphnia magna odgovor na nano-TiO2 bio je u rasponu od
Sest reda veli¢ine izmedu najviSe i najnize koncentracije bez primetnih efekata — NOEC
vrednosti (eng. No-Observed-Effect Concentration — NOEC); a pet reda veli¢ine za Daphnia
magna i Danio rerio $to se tie nano-Ag. Najces¢i opseg za sve organizme je od tri do Cetiti reda
veli¢ine. Sto se RCR vrednosti ti¢e, pokazalo se da postoji veéi rizik od izlozenosti nano-OM
nego od ugljeni¢nih nanocestica (pri ¢emu su koncentracije reda veli¢ine u um po litru vode; pm
po kg zemljista i mg po kg sedimenta). Veéina pomentih studija vrSena je na pojedina¢nim
vrstama (uz pracenje letalnih parametara) i pojedinacnim stresorima, U koncentracijama mnogo
vec¢im od sredinski relevantnih, §to ukazuje na nepouzdanost interpretacije dosadasnjih rezultata i
neophodnost dizajniranja novih, sloZenijih multiparametarskih studija.

Skorasnje studije ukazuju na potencijal indirektnog uticaja nano-OM na organizme, pre
svega makrobeski¢menjake, putem lanaca ishrane. Antisari i sar., 2016., pokazali su da nano-Co
izaziva redukciju biomase 1 promenu strukture zajednice zemljiSnih mikroorganizama, ¢ime se
delimi¢no moze objasniti promena u sastavu masnog tkiva kis$nih glista koje se njima hrane u
zemljistu. UnoSenje nano-TiO2 putem hrane (ingestijom) pokazalo se kao jedan od vaznijih
puteva unosa, kako za terestri¢ne (Jemec i sar., 2016) tako i za akvati¢ne beski¢menjake
(Luderwald i sar., 2019), pre svega jer nano-TiO2 moze biti vezan za mikroorganizme koje ove
vrste koriste u ishrani. U akvati¢énim ekosistemima primecene su strukturne (Bour i sar., 2016;
Das i sar., 2012) i funkcionalne (Tlili i sar., 2017; Pradhan i sar., 2011) promene usled prisustva
nano-OM kao $to su poremecaji procesa fotosinteze ili dekompozicije, mada pri vrlo visokim
koncentracijama. Ovi primeri ukazuju na to da nano-OM mogu uticati na same jedinke odredenih
vrsta, ali da pritom mogu izazvati i promene u interakcijama vrsta na razliCitim nivoima troficke

organizacije (Kal¢ikova i sar., 2014). Potrebno je posvetiti posebnu paznju mehanizmima Koji
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pokre¢u ove indirektne promene i posledicama tih promena po Citave mreze ishrane, koje jos$
uvek nisu dovoljno proucene i razreSene.

S obzirom na navedene Cinjenice, neophodno je, pre svega, uskladiti metodologiju
testiranja toksi¢nosti nanocestica, a potom i uspostaviti monitoring slatkovodnih ekosistema sa
fokusom na procenu njihovog prisustva i uticaja na bioticku komponentu. U daljem tekstu ¢e
najviSe paznje biti posvecéeno nanoc¢esti¢énim oksidima titanijuma, cerijuma i gvozda (nano-TiOg,

nano-CeOz i nano-Fez0s), ¢ija ekotoksicnost je i predmet ovog rada.

1.1.2.2 Nano-TiO: titanijum dioksid nanocestice

Titanijum je metal sa atomskim brojem 22, koji je Siroko rasprostranjen (safinjava ¢ak
0,44% zemljine kore). Ima ga u skoro svim stenama, pesku, glini 1 zemljiStu, a prisutan je i u
biljkama i zivotinjama, vodenim ekosistemima, dubinskim iskopinama, pa ¢ak i na meteorima i
zvezdama (Vevers i Jha, 2008).

Titanijum dioksid ili titanijum (IV) oksid je prirodni oksid titanijuma, ¢ija je formula
TiO2 (slika 3). Prirodno pronadeni oksidi se kopaju u rudnicima, u pukotinama na tektitima, ili se
mogu naci kao lamele u anatasu iz hidrotermalnih vrela. Prirodna forma TiO2 ima relativno nisku
gustinu te se proizvodi laboratorijski za industrijsku upotrebu. Naj¢e$¢a metoda za proizvodnju
titanijum dioksida, sa velikim znaajem u nanotehnologiji, jeste hidrotermalna sinteza iz

minerala anatasa.
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Slika 3 - A — element titanijum i njegove hemijske osobine; B — TiO; anatazna kristalna struktura; C — izgled nano-TiO; praha
E171 bele boje za hranu. (Izvor: https://www.britannica.com/science; https://www.researchgate.net/figure/Crystal-structures-
of-TiO-2-a-anatase-b-rutile-and-c-brookite-adapted-from_figl_326011015;
https://www.foodnavigator.com/Article/2019/10/31/Anti-E171-campaigners-call-for-independent-and-clear-research ).
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lako je vekovima bio poznat iz minerala, titanijum dioksid je postao komercijalno
znacajan proSlog veka kada je postao zamena za belo olovo u bojama i kada je Akira Fujishima
otkrio njegove fotokataliticke'? osobine (Fujishima i Honda, 1972). U njegovu &ast, proces Koji
se odvija na povrsini kristala titanijum dioksida se naziva "Honda-Fudzi§ima efekt”. Otkriveno
je da nano-TiO2 uz pomo¢ energije sunca razlaze vodu na vodonik i Kiseonik, pri ¢emu se
izbacuje vodonik, a nastali aktivni kiseonik moze da oksiduje alkohole, organsku materiju i razne
druge supstance, $to je dovelo do njegove primene u purifikaciji i remedijaciji atmoferskog
zagadenja (Fu i sar., 2005). Tokom daljeg istrazivanja, uocen je i fenomen superhidrofilnosti,
koji nastaje kao rezultat fotokatalitickog efekta — svetlost uzrokuje gubitak kiseonika iz nano-
TiO2, koji potom reaguje sa vodom i formira hidroksilne grupe, poveéavajuéi time hidrofilnost.
Ovaj novootkriveni fenomen objavljen je u casopisu Nature (Wang i sar., 1997). Ova dva
svojstva dovode do toga da se svaka organska materija koja dode u kontakt sa povrS§inom nano-
TiO2 potpuno razlaze, ¢ak i na sobnoj temperaturi (Hashimoto i sar, 2005). Dodavanjem
kokatalizatora u vidu jona gvozda ili bakra postignuta je veca efikasnost fotokatalitickih reakcija,
Cak 1 pri vestackoj svetlosti, §to je otvorilo moguénost za mnogo novih primena u otklanjanju
patogenih i alergenih supstanci, ali i na polju gradevinskih materijala (Hashimoto i sar., 2005).
Ova otkri¢a dovela su do Siroke upotrebe titanijum dioksida u industrijskoj proizvodnji.

Procenjeno je da je izmedu 1916. i 2011. ukupno 165.050.000 tona titanijum dioksida
proizvedeno Sirom sveta u nano-, mikro- i sirovoj, tj. makroformi (Jovanovi¢, 2015). Ve¢ 2012.
Piccinno i sar. su procenili da su nanocestice TiO2 (nano-TiO2) najSire koris¢ene od svih
nanocestica u svetu i da njihova proizvodnja dostize ¢ak do 10.000 tona godiSnje, pri cemu se
preko 80% koristi u kozmetickoj industriji. Nemoguce je potpuno odrediti koli¢inu i tip titanijum
dioksida u mnogim proizvodima, kakve su kreme za sun¢anje, pogotovo $to je svaka kompanija
zaSti¢ena pravima o trgovinskoj diskreciji pa ne mora da odaje tacan sastav proizvoda (Colvin,
2003).

Najces¢e se nano-TiOz Koristi zbog svojih fotokatalitickih svojstava (od krema sa
zaStitnim UV faktorom do cementa koji aktivno Ciste vazduh od polutanata) (Vevers i Jha, 2008),
ali 1 zbog svoje elektricne provodljivosti koja je dovela Siroke primene u proizvodnji senzora,
optoelektronike i proizvodnje fotonaponskih solarnih ¢elija (Sansonov, 2013). Ove nanocestice

nasle su primenu i u prehrambenoj industriji, gde su poznatije pod nazivom bela prehrambena

12 Fotokatalizator je svaka materija koja uz pomo¢ sunéeve svetlosti izaziva neku hemijsku reakciju
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boja”, E171, CI77891 ili beli pigment 6 (Jovanovi¢, 2015), zahvaljujuéi izrazito velikom indeksu
prelamanja svetlosti, n = 2,7 (samo nekoliko drugih poznatih supstanci ima vec¢i indeks

prelamanja, a to su galijum, silicijum, germanijum, cinabar).

Ekotoski¢nost nano-TiO:

Bezbednost i posledice upotrebe nano-TiO2 po zdravlje ljudi nedavno su dovedene u
pitanje (Jovanovi¢, 2015a), ¢ak je i vlada Francuske donela dekret o zabrani proizvodnje hrane
koja sadrzi E171 od januara 2020, zbog velikog broja nau¢nih dokaza o njegovom Stetnom
delovanju (ANSES, 2019). 1z navedenih razloga, u ovom radu ¢e biti obradivana toksi¢nost
nano-TiO2 u obliku E171 boje za hranu, koja moze naneti direkne Stete ljudima, ali i Zivotnoj
sredini.

Kada se aktivira dovoljnom koli¢inom sunéeve energije, nano-TiO2 proizvodi ROS
slobodne radikale koji mogu izazvati oksidativni stres u ¢elijama organizama (Haynes i sar.,
2017); pored toga, nano-TiO2 moze pri¢i kroz ¢éelijske membrane i dospeti do organela, gde
generisanjem ROS moze ostetiti DNK, lipide i proteine (Dorier i sar., 2017; Moore, 2006).
Pokazalo se da E171 ima veci potencijal kreiranja ROS i oste¢enja DNK u poredenju sa
standardnim nano- ili mikro-TiO2, §to ukazuje na visok potencijal pojave Stetnih efekata
povezanih sa konzumiranjem E171 (Proquin i sar., 2017). U sluaju krema za suncanje,
postojeca literatura isklju¢uje mogucnost absorpcije mikrocesti¢nog titanijuma (vise od 40 nm u
dijametru), ali nema dovoljno istrazivanja na temu nanocestica. Smatra se, medutim, da je rizik
od uticaja sunca na kozu daleko veéi od uticaja samog nano-TiO>, te da je njegovo koris¢enje u
kremama opravdano (Colvin, 2003). Citotoksi¢nost nano-TiO- je ispitivana u in vitro uslovima
na kulturama ¢elija i tkiva: oksidativne lezije na DNK su se javile u ljudskim epitelnim ¢elijama
bronhija i limfoblastima (Di Virgilio i sar., 2010; Jin i sar., 2008). Chang i sar., 2013, obradili su
dosadasnje literaturne podatke iz 62 rada koji se bave toksi¢nos¢u nano-TiO> za tkiva i organe: u
in vitro uslovima nano-TiO: je u vecini slucajeva imao genotoksican efekat i u ¢ak 25%
slucajeva inflamatorni efekat; citotoksicnost je u vecini slucajeva ispitivana putem detekcije
enzimatske metaboli¢ke aktivnosti, a pozitivan rezultat pokazalo je preko 50% radova sa dozom
ve¢ od 0,005 mg/ml.
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Osim po zdravlje ljudi, nano-TiO, moze biti Stetan i po zdravlje Zivotne sredine.
Prekomena upotreba u potrosackim proizvodima povecava verovatnocu porasta koncentracije u
akvati¢nim ekosistemima, pre svega u vodama blizu urbanih sredina na kojima se nalaze ispusti
otpadnih voda (Haynes i sar., 2017; Mahaye i sar., 2017). U prirodnim uslovima, nano-TiO2 kao
1 ostale nanocCestice, moze interagovati sa ostalim elementima sredine i ispoljavati raznolika
svojstva. Ove nanocestice mogu da se nadu u formi rutila, fotokatalitiCkog anatasa ili brukita
(kao Sto je ranije pomenuto), a pored toga mogu da budu oblozene silicijumovim ili
aluminijumovim oksidima koji mogu da izmene ili u potpunosti inhibiraju fotokatalitiCku
aktivnost (Coll i sar., 2016). U c¢istoj formi anatasa, nano-TiO; ispoljava jaku fotokataliti¢ku
aktivnost kada se izlozi UV svetlu (Kim i sar., 2014; Ma i sar., 2012). U slucaju prethodno
pomenutog rada Coll i sar., 2015, veéina podataka odnosi se na fotokataliticku aktivnost nano-
TiO, anatazne kristalne forme. Studije su radene na velikom broju test organizama, od Cega
najvise podataka ima o vrstama Daphnia magna, Danio rerio i Ceriodaphnia dubia.
Najosetljivija vrsta u radu Coll i sar., 2015, jeste amfipodni rak Gammarus fossaru, a podaci o
njemu uzeti su iz rada Bundshuh i sar., 2011, koji je sprovoden pod UV svetlom. Pod uticajem
UV radijacije nano-TiO2 pokazuje povecanu toksi¢nost za Daphnia magna, japansku vrstu ribe
Oryzia latipes, kao i E. coli, (Ma i sar., 2012).

Pokazalo se da nano-TiO2 dovodi do opadanja brojnosti zajednice bakterijskih sojeva u
sedimentima (studija u mezokozmama®® u koje je dodato 1 mg/I nano-TiOy), ali ne i do promene
strukture zajednice, te da se zajednica nakon tri nedelje vra¢a u prvobitno stanje (Ozaki 1 sar.,
2015). Dokazano je da je nano-TiO2 delovao na sve vrste bakterija podjednako kroz
denitrifikaciju enzima i povecanje stepena celijskog disanja. Ova studija ukazuje na to da ¢ak i
jednokratno ispustanje Cestica nano-TiO2 u akvati¢ne sisteme ima potencijal da znacajno izmeni
bentosne akvati¢ne zajednice. Battin i1 sar., 2009, takode su izucavali uticaj nano-TiO2 na
mikrobijalne zjednice u mikrokozmalnim imitacijama potoka i primetili da izazivaju oStecenja na
membranama, bilo da su veli¢ine manje od 100 nm ili sakupljene u aglomerate nastale u
uslovima spoljasnje sredine u vodi. Ve¢i uticaj nano-TiO2 pokazao je na jednocelijske organizme
u odnosu na biofilm, §to ukazuje na zaStitnu ulogu enkapsulacije protiv nano-TiO> (Battin i sar.,

2009).

13 Eksperimentalne postavke velikog obima u prirodi koje su najsli¢nije prirodnim uslovima, a u kojima se kontrolidu
svi relevantni parametri.
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Okupnik i Pflugmacher, 2016, ispitivali su pojavu oksidativnog stresa kod vodene
makrofite Hydrilla verticillata izloZene sredinski relevantnim koncentracijama nano-TiOz (0,01
mg/l; 0,1 mg/l; 1 mg/l i 10 mg/l) tokom 24 Casa. Rezultati su pokazali da nano-TiO> izaziva
mnogo vecu oksidativnu reakciju (povecanje nivoa H>Oz), nego krupnije forme TiO», ali i dase u
¢elijama H. verticillata nakon nekog vremena nivo H2Oz vra¢a u normalu.

Veliki broj radova pokazao je visoku osetljivost raci¢a iz reda Cladocera na prisustvo
nano-TiOz: efektivna koncentracija, EC504gn, za adulte Daphnia similis izlozene meSavini
anataza i rutila bila je 60,16 mg/l nano-TiO- pri izlozenosti UV svetlu (Clemente i sar., 2014),
letalna koncentracija, LC50agh, za adulte D. magna je 5,5 mg/l nano-TiO2 (Braun i sar., 2008), a
pokazalo se da D. pulex ingestijom unosi velike koli¢ine nano-TiO2 U Organizam §to moze
dovesti do bioakumulacije i biomagnifikacije®*.

Bourgeault i sar., 2015, ispitivali su moguénost pracenja bioakumulacije nano-TiO2 u
skoljkama Dreissena polymorpha putem praéenja stabilnih izotopa 4’ TiO, u prisustvu i odsustvu
njihove tipi¢ne hrane — cijanobakterije Synechocystis sp. Rezultati su pokazali da prilikom
ingestije Cestice nano-TiO2 ulaze samo u crevo, ali se ne akumuliraju u ostalim organima. lako
D. polymorpha u sebi ve¢ normalno sadrzi varijabilnu koli¢inu TiO2 (kao i veéina drugih
organizama), bilo je moguce razlikovati i pratiti unesene izotope, §to ukazuje na veliki potencijal
ove metode na polju istrazivanja bioakumulacije i biomagnifikacije, ne samo nano-TiO2 ve¢ i
drugih Cestica.

Procenu uticaja nano-TiO2 na bioloske parametre i morfoloske promene larvi hironomida
vrsila je grupa autora Tomilina i sar., 2015., 2020. U oba rada ispitivan je uticaj dve polimorfne
modifikacije nano-TiO> — anatasa i rutila, na vrstu C. riparius nakon 20 dana izlaganja, a u
drugom radu testiran je 1 uticaj Au, Ag 1 ZnO nanocetica. U prvom radu je pracena promena
slede¢ih parametara: mortalitet, promena u linearnoj veli¢ini, pojava morfoloskih abnormalnosti
u strukturi usnog aparata, relativan broj larvi sa deformitetima, procenat odredenih deformisanih
struktura i indeks stepena deformacije antena. Larve su izlagane koncentracijama od 0,002 do 20
mg/l nano-TiO». Pokazalo se da stopa prezivljavanja varira od 20 do 100% u svim tretmanima,
pa 1 u kontroli. Pod uticajem nanocestica doSlo je do smanjenja linearne veli¢ine larvi i
povecanja deformiteta na mentumu i antenama, a primecena je i retardacija metamorfoze kod

larvi, pogotovo tre¢eg stupnja (anats — 65.8% ukupnog broja larvi, rutil — 37.9%). Primecene

14 Nagomilavanja &estica u organizmima i poveéanja njihove koncentracije u lancima ishrane.
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devijacije na mentumu su naj¢eSce na lateralnim zubima: bifurkacija srednjeg zuba, viSak ili
manjak lateralnih zuba; na mandibulama su primecene generalne devijacije, depigmentacija i
malformacija na hetama; na antenama su najveée promene uoCene na segmentima II i IV:
savijanje ili iSCezavanje segmenata, pojava novih struktura, pomeranje senzila (0 ovim
strukturama bice vise re¢i u narednim poglavljima). Pri ekspoziciji najve¢oj koncentraciji nano-
TiO2 sve su pomenute malformacije bile jako izrazene. U drugom radu najvisi mortalitet iznosio
je 50% 1 to kod larvi izloZenih nano-TiO2 u formi anatasa. Najveci dizapazon malformacija
primecen je na antenama, potom na mandibulama, a onda i na mentumima. Najveéi procenat
larvi sa deformitetima javio se kod larvi izloZenih anataznoj formi nano-TiO2 u koncentraciji od
0,001 mg/l (¢ak 72,7%). Medutim, u oba rada nije definisanano da li je u sistemu koriS¢en bilo
kakav supstrat, tretmani su testirani u samo dva replikata i identifikacija deformacija je vrlo
subjektivno izvrSena, §to mogu biti neki od razloga neusaglasenosti U rezultatima ovih dveju

studija.

1.1.2.3 nano-CeO: cerijum oksid nanocestice

Cerijum (Ce) je najzastupljeniji od svih plemenitih zemljanih metala (lanatoida) - 68 ppm
u zemljinoj kori i moZe se na¢i u mineralima bastnacitu, sinicitu, hidroksilbastancitu, salanitu,
monacitu, rabdofanu i cirkonu (Azonano, 2013). Cerijum nema poznate uloge u bioloskim
sistemima, ali dosadasnja literatura pokazuje da nije previSe toksican za njih i ne akumulira se u
lancima ishrane u prevelikoj meri (Emsley, 2011).

Cerijum oksid, poznat i kao cerijum dioksid ili cerijum (IV) oksid, jeste oksid cerijuma
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Slika 4 - A — element cerijum i njegove hemijske osobine; B — CeO; fluoritna kristalna struktura; C — izgled nano-CeO, praha.
(izvor  https://www.britannica.com/science, https://www.semanticscholar.org/paper/Room-temperature-magnetism-in-
CeO2%E2%80%94A-review-Ackland-Coey/5e6¢cal087d67465be43a8598c5a9868c91d2fb54/figure/2 il
https://www.xingluchemical.com/cerium-oxide-powder-ceo2-price-nano-ceria-nanopowder-nanoparticles-products/).
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hemijske formule CeO- i molarne mase 172.11 g mol/l (Zhang i sar., 2002; Reinhardt i Winkler,
2000) (slika 4). Znacajan je komercijalni proizvod i moze nastati kao intermedijerni produkt
purifikacije zemljanih ruda, pri ¢emu izgleda kao belo-zuti prah.

Najkomercijalniji izvori cerijum oksida su heksagonalni bastancit, Ce(OH)COg, koji
sadrzi anjone fluorida i monacit: CePOs, a ¢ist oksid CeO», ceranit, takode je izuzetno znacajan
izvor (Reinhardt i Winkler, 2002). Cerijum takode formira i cerijum (Il1) oksid, Ce;Os, ali je
ovaj oksid nestabilan i preazi u CeO,. Moze se re¢i da u pravoj formi cerijum (IV) oksid zapravo
I ne postoji (Goharshadi i sar., 2011; Zhou i sar., 2007). Zbog same cerijumove strukture u
molekulu uvek postoje neke oktaedralne praznine gde bi trebalo da bude kiseonikov atom, pa bi
pre trebalo da se govori o formi sa formulom CeO»-.. Osim toga, svaki cerijumov atom ne odaje
potpuno sva 4 valentna elektrona, ve¢ zadrzava delimi¢no poslednji, pa je uvek u oksidacionom
stanju izmedu +3 i +4. Nacin pripreme i izolovanja nano-CeO uti¢e umnogome na njegova
svojstva, a struktura Cestica dosta zavisi od veli¢ine — reSetkasta struktura jedinjenja se Siri sa
smanjenjem veli¢ine Cestica, pa se samim tim menjaju i njegove osobine (Zhang i sar., 2002).

Nano-CeO: ima jedinstvene osobine: apsorbuje UV zracenje, poseduje visoku termalnu
stabilnost, laku elektricnu provodljivost, visoku c¢vrstocu, specificnu hemijsku reaktivnost,
mogucnost skladiStenja 1 transporta velike koli¢ine kiseonika, visok refraktilni indeks 1
moguénost ekstremno brze promene oksidativnog stanja (Zhou i sar., 2007). Cerijumove
nanocestice su, stoga, naSle mnogo razli¢itih primena: kao katalizatori kod motora sa unutrasnjim
sagorevanjem; za preciS¢avanje finih Cestica nastalih sagorevanjem dizel-goriva (kao S$to je
ugljenik); otklanjanje slobodnog kiseonika i sumpora formiranjem stabilnih oksisulfida u
proizvodnji Celika, kao i za vezivanje nezeljenih Cestica antimona i olova; U agensima za
hemijsko i mehanicko poliranje stakla kod skupih optickih uredaja; kao aditiv za premaze drveta;
kao dodatak u gasnim senzorima i insulacionim slojevima na silicijumskim solarnim ¢éelijama,
kao aditiv u kozmetickim kremama, a trenutno se radi na antiinflamatornim svojstvima i
medicinskoj upotrebi u borbi protiv malignih ¢elija (Emsley, 2011; Mainer i sar., 2011; Zhang i
sar., 2002). Najveca koli¢ina nano-CeQO> koristi se u elektronici, optici, katalizi, izradi premaza i
boja (Tella i sar., 2015).

Zbog svojih mnogobrojnih prakti¢énih primena, danas je jedan od najcéeSce koriS¢enih
nanomaterijala. Piccinno i sar., 2012, procenili su da svetska produkcija nano-CeO: iznosi od 10

do 10.000 tona godisnje. Ove procene potvrdio je i rad Collin i sar., 2014., u kojem se istice da je
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do 2014. proizvodnja nano-CeO: dostigla 10.000 tona godis$nje, od Cega je ¢ak 3.240 tona
iskoris¢eno u Evropi (Wang i Nowack, 2018).

Bioloska i medicinska primena ovog retkog zemljinog oksida zapocela je ozbiljno oko
2006. godine, istrazivanjima koja su pokazala da nano-CeO> pokazuje antioksidativna svojstva u
¢elijskim kulturama pod strogo kontrolisanim uslovima (Celardo i sar., 2011; Niu i sar., 2007;
Tarnuzzer i sar., 2005). Pokazalo se da nano-CeO2 moze da nade primenu u borbi protiv mnogih
patoloskih stanja nastalih pod uticajem oksidativnog stresa (kao sto je Alchajmerova bolest).
Nanocerijum moze da oponasa super-oksid dismutazu 1 katalazu i time ispoljava
neuroprotektivna svojstva u in vitro modelima simulacije oksidativnog stresa (Alvin i sar., 2011).
Medutim, problemi upotrebe u medicini jo§ uvek se ispituju, a S obzirom na njegovu reaktivnost
i promene kojima podleze po dospe¢u u organizme (interakcija sa proteinima, anjonima i
lipidima), a kasnije i po ulasku u prirodne ekosisteme (Walkey i sar., 2015), postoji visok rizik
od negativnih posledica po zivotnu sredinu. Rizik koji predstavlja emisija nanocerijuma za
ljudsko zdravlje je jo§S uvek nepoznanica i sve veci broj naucnih radova posvecen je ovom

problemu.

Ekotoski¢nost nano-CeO:

Cerijumove nanocestice nasle su se u prirodnim ekosistemima aktivnim dejstvom ¢oveka,
najvise preko rafinerija i automobilske industrije (Hedrick, 1995). Pokazalo se da osobe izlozene
cerijumu i njegovim oksidima mogu da imaju posledice u vidu svraba, preosetljivosti na toplotu i
Cak lezija na kozi, ali da ukoliko se unosi oralno, nije toksi¢an (Emsley, 2011). Pokazalo se da je
inhalacija najbitniji vid unosa i da nano-CeO2 moze da penetrira u citoplazmu celija pluénog
epitelnog tkiva, gde se nagomilava i izaziva povecéanje ROS, indukuje transkripciju gena vezanih
za oksidativni stres i dovodi do apoptoze (Park i sar., 2008b). Pod istim uslovima, nano-CeO> se
pokazao kao netoksican za ¢elije ljudskog mozga i kardiomiocite pacova (Singh i sar., 2010; Xia
I sar., 2008). Pretpostavlja se da postoje dva mehanizma ulaska nano-CeO, u ¢elije: manje
Cestice, ili one prekrivene hidrofobnim omotacem (3 do 5 nm), mogu uéi direktim transportom
kroz membrane, dok vece Cestice ulaze putem endocitoze — ugibanjem membrane i uno$enjem
Cestica u vakuole (Zhang i sar., 2017). Dalji protok kroz ¢elije zavisi od osobina nano-CeO>

Cestica, ali 1 od samog tipa celija, npr. u ljudskim keratinocitnim delijama ispitivan je
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fluorescentno obelezen nano-CeO; i pokazalo se da ulazi u ¢elije endocitozom (Singh i sar.,
2010). U samoj celiji je moguce da nano-CeO: reaguje sa odbrambenim antioksidantnim
sistemima 1 izazove stvaranje ROS, inflamatorne reakcije, preturbacije i destrukciju
mitohondrija, $to moze dovesti do apoptoze ili nekroze ¢elije (Li i sar., 2003), a toksi¢nost se
povecava vremenom i posledice nestaju veoma polako, verovatno zbog bioperzistentnosti, tj.
dugog zadrzavanja u ¢elijama 1 tkivima (Yokel i sar., 2014). Ovo je u suprotnosti sa prethodno
navedenim osobinama nano-CeO: i radovima u kojima se isti¢e njegovo antiinflamatorno dejstvo
i antioksidantna aktivnost, §to se treba pripisati razli¢itim eksperimentalnim uslovima i tipovima
tkiva i ¢elija na kojima su eksperimenti radeni.

Trenutna merenja nano-CeOz u prirodi pokazuju manje od potencijalno stetnih
koncentracija po ljudsko zdravlje pri hroni¢noj izlozenosti (Park i sar., 2008), pa je moguce da
nano-CeO> ne predstavljaju opasnost ni po zivotnu sredinu. S druge strane, postoje indikacije da
velika koli¢ina nano-CeO- prolazi kroz filtere i postrojenja za prec¢iS¢avanje i ostaje zarobljena u
otpadnim vodama i mulju, pa se prave koli¢ine nano-CeO u Zivotnoj sredini ne mogu zaista
sagledati (Limbach i sar., 2008). Prema predikcionim modelima Keller i sar., 2013, 300 tona
nano-CeO; godisnje moze biti ispusteno u zivotnu sredinu. Isti autori isticu glavne primene ovih
nanomaterijala (prevlake, farbe, pigmenti, kozmetika, kao i automobilska industrija), koje
najverovatnije doprinose 97% ukupnoj koli¢ini ispuStenih nano-CeO: u akvaticne ekosisteme.
Akumulaciji nano-CeO> u sedimentima najvise doprinosi depozicija iz vazduha, mulja i otpadnih
voda (Wang i Nowack, 2018). Direktne procene koli¢ine u akvaticnim ekosistemima veoma su
teske, te se koncentracije predvidaju na osnovu modelovanja. Procenjeno je da u sedimentima
ima od 0,2 do 95 um/kg (Wang i Nowack, 2018; Gottschalk i sar., 2015), a u mulju iz
postrojenja za preradu voda oko 359 um/kg (Gottschalk i sar., 2015; Gottschalk i Nowack 2011).

Proucavanjem uticaja u razli¢itim akvati¢nim sredinama pokazalo se da nano-CeO; tezi
da pravi agregate 1 da se taloZi vrlo brzo, pa zavrSava na povrSini ili u samom sedimentu (Keller 1
sar., 2010; Qik 1 sar.,, 2010). U Francuskoj je pracen transport i sudbina nano-CeO: u
mezokozmama koje simuliraju jezerski ekosistem (Tella i sar., 2015). Rezultati su pokazali da su
,»gole® nano-CeO: bile Cestice hemijski stabilne, ali su pokazivale tendenciju homoagregacije i
taloZenja, dok su se nano-CeO: obloZene citratima zadrZale u vodenom stubu, nakon ¢ega su se

rastvarale 1 oslobadale Ce koji je postao dostupan bentosnim organizmima i organizmima koji se
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hrane planktonom. Zbog osobina koje nano-CeO: ispoljava u vodenoj sredini u opasnosti su ne
samo organizmi iz vodenog stuba ve¢ pre svega bentosni organizmi.

Metaanaliza radena 2014. godine pokazuje da je veliki broj analiza nanocerijuma raden
na slatkovonim organzmima, medutim, skoro da potpuno odsustvuju analize na organizmima iz
sedimenata (Collin i sar., 2014). Ova metaanaliza je pokazala sledece rezultate: samo mali broj
vrsta je testiran, u okviru nekoliko taksonomskih grupa, a velike taksonomske grupe (kao §to su
insekti i gastropode) slabo su zastupljene; od ki¢menjaka, samo Danio reri je kori§¢ena kao
model-organizam (pri ¢emu nije primeéen nikakav toksi¢an efekat Cak ni pri najvecim
koncenrtacijama); samo jedna studija hroni¢ne izloZenosti na vrsti Caenorhabditis elegans; samo
jedna studija na vrsti Chironomus riparius; najosetljivija Zivotinja na uticaj nano-CeO; je C.
koncentracije nano-CeOz u vodenom stubu u koli¢inama od nekoliko mikrograma po litru, $to se
ne moze smatrati alarmantnim. Javio se problem nejednakih uslova testiranja, pracenja razli¢itih
parametara i razlicitih test-koncentracija, te se ve¢ narednih godina krenulo sa opSirnijim
testiranjem ekotoksi¢nosti nano-CeO».

U dosadasnjoj literaturi zabelezene su razliCite koncentracije koje izazivaju negativne
efekete po organizme: EC5024n za zelenu algu Raphidocelis subcapitata bila je 10,3 mg/l nano-
CeO> veli¢ine 10 do 20 nm (Rogers i sar., 2010); u drugom radu na istoj vrsti EC5024n koja
inhibira znacajne Celijske funkcije bila je od 2,4 do 29,6 mg/l (Rodea-Palomares i sar., 2011);
EC504gn za Daphnia similis bila je 0,26 mg/l, a za D. pulex 91,79 mg/l (Artells i sar., 2013);
EC5024n rekombinantnog soja planktonske cijanobakterije Anabaena CPB4337 bio je u rasponu
od 0,27 do 6,3 mg/l, pri ¢emu je primeéen i gubitak luminescencije (Rodea-Palomares i sar.,
2011).

U mnogim studijama uoceno je da nano-CeO- pravi agregate na ¢elijama organizama u
vodi, kod Raphidocelis subcapitata, Anabaena CPB4337 (Rodea-Palomares i sar., 2011), E. coli
(Thill i sar., 2006); na algama Chlorella pseudomonas kojima se hrane D. pulex, pa ¢ak i na
peritrofickoj membrani i kutikuli dafnija (Auffan i sar., 2013). Adsorpcijaom nano-CeO; moze
dovesti do oStecenja na ¢elijama, najverovatnije putem oksidativne reakcije ¢elija usled redukcije
Ce (IV) u Ce (111) (Rogers i sar., 2010; Thill i sar., 2006), a moze dovesti i do fizickih smetnji i
uticaja na ekdizis, tj. presvlacenje beski¢menjaka (Auffan i sar., 2013; Leon Muez i sar., 2010)

ili kretanje organizama (Artells, 2013). Pored adsorpcije za povrsinu tela, pokazalo se da dolazi
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do bioakumulacije u organizmu oralnim putem (Garaud i sar., 2015; Bour i sar., 2015a; 2016;
Auffan i sar., 2013).

U radu Auffan i sar., 2013, otkriven je uticaj nano-CeO>. na presvlacenje vrste Daphnia
pulex. Doza od 10 mg/l (96h) i 1000 mg/l (96h) nano-CeO- ispitivana je u prisustvu ili odsustvu
hrane, jednocelijske alge Chlorella pseudomonas. Pokazalo se da ¢ak tri puta vecu koli¢inu
nano-CeO>. D. pulex unese u organizam u prisustvu C. pseudomonas jer se nano-CeO-. nakuplja
na povrsini ovih algi. Medutim, pokazalo se i prisustvo nakupina na peritrofickoj membrani i
kutikuli dafnija. Ispitivana je depurifikacija od nano-CeO: (izbacivanje sadrzaja iz creva nakon
naknadnog premestanja u posude sa ¢istom vodom i hranom) — izbacivanje crevnog sadrzaja se
produzilo sa normalnih 60 minuta na dva sata, pri ¢emu ¢ak 40% uneSenog nano-CeO> ostaje u
organizmu. Primeceno je da je zapravo presvlacenje glavni mehanizam izbacivanja nano-CeO3 iz
organizma: drasticno smanjenje nano-CeO, pokazalo se posle svakog presvlacenja. Ovakvi
rezultati ukazuju na veliki potencijal akumulacije nano-CeO2, a kako su dafnije intermedijerni
organizmi u lancu ishrane, mogu dovesti do biomagnifikacije nano-CeO. u akvati¢nim
ekosistemima. Ljusture koje se odbacuju taloze se na dnu vodenog sistema, gde predstavljaju
izvor ugljenika i natrijuma za razlagace, ali i izvor nano-CeO; koji je zalepljen za ljusture, pa se
ponovo moze uneti u lanac ishrane (Auffan i sar., 2013). Autori takode isti¢u moguénost uticaja
nano-CeO> na epibionte (bakterije i protozoe) koji zive na samoj povrSini kutikule dafnija.
Uzevsi u obzir da nano-CeO; formira agregate i na drugim organizmima, taloZzenje nano-CeO-
kroz ovakve procese 1 njegov efekat mogao bi da predstavlja izuzetan ekoloSki problem, §to je
potrebno detaljno ispitati.

Pokazalo se da nano-CeO» moze izazvati negativne posledice kod slatkovodnih
organizama: genotoksican je za Daphnia magna, C. riparius (povecano oste¢enje na DNK) (Lee
I sar., 2009) i larve dazdevnjaka Pleurodeles waltl (Bour i sar., 2015a); dovodi do smanjenja
veli¢ine lizozomalnog sistema, katalazne aktivnosti 1 lipoperoksidacije u digestivnim zlezdama
skoljke Dreissena polymorpha, sto je verovatno posledica antioksidativnih svojstava, ali i
negativnog uticaja na koncentraciju jona u hemolimfi (Garaud i sar., 2015).

Bour i sar., 2015a, ispitivali su uticaj nano-CeOz (u ”goloj” formi i formi sa citratnim
omotacem) na trofic¢ki lanac u laboratorijskim uslovima, a potom je ista grupa autora ispitivala
uticaj 1 mg/l ,,golog* nano-CeO2 (Bour i sar., 2016) pod sredinski relevantnim uslovima u

mezokozmama tokom cetiri nedelje (lanac je sadrzao dijatomeje i Nitzschia palea, kao najnizu
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lestivicu u lancu; larve C. riparius kao primarne konzumente i larve Pleurodeles waltl i Xenopus
laevis kao sekundarne konzumente). Zaba Xenopus laevis se Koristi kao test-organizam zbog
visoke osetljivosti na zagadivace u vodi, a njene larve su filtratori i ponekad struzu biofilm sa
povrsine sedimenata, te su izlozene kontaminantima na viSe nacina. Pleurodeles waltl je
dazdevnjak koji je prvi put koriS¢en kao test-organizam za ispitivanje uticaja nanocestica u ovom
istrazivanju (Bour i sar., 2015a). Primecena je visoka sedimentacija nano-CeOg, a posle trece
nedelje doslo je do promene u zajednici bakterija. Akutni test na dijatomejama s koncentracijom
od 100 mg/l nije pokazao nikakvu inhibiciju u rastu, §to je moguce objasniti na osnovu
odbrambenih mehanizama dijatomeja: dijatomeje poseduju silikatnu ljuSturu koja ima pore
manjeg dijametra od agregata nanocerijuma; ekskretuju ekstracelularne polimere za koje se lepe
Stetne Cestice; mogu da izluCuju fitohelatine koji inace sluze za detoksikaciju od teskih metala
(Bour i sar., 2016). Nije primecen nikakav toksi¢ni efekat na larvama hironomida (iako su
akumulirale visoke koncentracije nano-CeO: (265.8 + 14.1 mg Ce/kg), a zabelezeno je povecanje
mortaliteta Pleurodeles larvi (larve su prose¢no sadrzale samo 13.5+3.9mg Ce/kg). Pri
izlaganju nano-CeO; obloZenim citratima nije bilo agregacija u crevima, $to moze biti objasnjeno
time da obloga sprecava njegovu agregaciju u vece aglomerate u vodi i time ga ¢ini manje
dostupnim za larve. Suprotne rezultate dala su istrazivanja Lee i sar., 2009: izlaganje 1 mg/1
nanocerijuma dovelo je do povecanja mortaliteta i oSteCenja DNK kod hironomida (pri ¢emu
manje Cestice izazivaju viSe pucanja DNK lanca). Podaci o inhibiciji rasta i razvoja larvi
hironomida u oba slu¢aja su isti — nema znac¢ajnog uticaja nano-CeO;, a takode nema ni uticaja
na vreme i stopu izletanja imaga. Bour i sar., 2015a, objasnjavaju ovakve rezultate moguc¢im
zaStitnim dejstvom ekskreta pljuvacnih Zlezdi hironomida koji one lu¢e pri unoSenju hrane i
formiranju cevcica u koje se zavlace.

Svi pomenuti rezultati ukazuju na visok ekotoksikoloski potencijal nano-CeO., a
neujednacenost i nepotpunost rezultata, pre svega za bentosne organizme, ukazuju na

neophodnost detaljnijih i sveobuhvatnijih istraZivanja.
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1.1.2.4 nano-Fe304 gvoZde oksid nanocestice

Gvozde (Fe) predstavlja hemijski element atomskog broja 26, koji je po svojoj masi
najzastupljeniji metal na planeti (slika 5). Gvozde moze praviti nekoliko oksida: fero-oksid vusit
(FeO), koji je veoma redak; feri-oksid hematit (a-Fe203), maghematit (y-Fe203) i fero-fero-oksid
magnetit (FesOs4), pri ¢emu svi ovi oksidi ispoljavaju feromagnetna svojstva i Siroko su
rasprostranjeni u prirodi, ali se mogu sintetisati i u laboratoriji (Slika 5) (Yew i sar., 2020;
Cornell, 2003).
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Slika 5 - A — element gvoZdje i njegove hemijske osobine; B — Fe304 magnetitna kristalna struktura; C — izgled nano- FesO4 praha

(izvor https://www.britannica.com/science, https://www.researchgate.net/figure/a-Face-centred-cubic-spinel-structure-of-
magnetite-b-Magnification-of-one figl 30048605 i https://www.indiamart.com/proddetail/magnetite-iron-oxide-
nanopowder-19851424630.html).

Magnetit se drugacije naziva i gvozde (I1,111) oksid ili fero-feri oksid i predstavlja najjaci
prirodni magnetni mineral na zemlji (Yew i sar., 2020). Njegova formula je Fe3Os ili Fe.Fe2Og,
$to ukazuje na to da gvozde U njemu moze da se nade u razli¢itim oksidacionim stanjima, Fe?" i
Fe3* (Gao i sar., 2009; Cornell, 2003).

Nanocestice magnetita (nano-FesOs), koje se skra¢eno nazivaju i SPION (eng.
Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles), mogu se dobiti u laboratoriji sol-gel metodom,
solvometalnim, hidrotermalnim, elektrohemijskim, pa ¢ak i ”zelenim” procesima, pri ¢emu se
kreiraju “gole” Cestice ili Cestice sa prevlakama (sastavljene iz magnetnog jezgra i nemagnetnog
omotaca), a sama sinteza i nacin formiranja uti¢u na osobine nano-FesO4 (Yew i sar., 2020;
Chaki, 2015; Lu i sar., 2010; Laurent i sar., 2008).

Magnetna svojstva nanocestica gvozda privukla su veliku paznju industrije, pogotovo
zbog Cinjenice da zavise od nacina sinteze, specifi¢ne veli¢ine i morfologije materijala i da se

mogu precizno kontrolisati (Yew i sar., 2020; Liu, 2006). Eksternim magnetnim poljem se nano-
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FesOs mogu namagnetisati do potpune saturacije (pri ¢emu imaju superparamagnetna’® svojstva).
Kedutim kada se magnetno polje eliminiSe, Cestice prestaju da pokazuju magnetne interakcije
(Wahajuddin, 2012). Oksidi gvozda u nanoformi pretezno se upotrebljavaju za proizvodnju boja
(preko 50%), a potom i cementa, elektri¢nih i optickih uredaja, u kozmetici, u katalizatorima, ali
i u biomedicini (Wang i Nowack, 2018; Zou i sar., 2008). Ispitivanja nanocestica oksida gvozda,
posebno nano-Fesz0a, intenzivirana su poslednjih godina zbog upetrebe u magnetnim uredejima
za skladistenje podataka (hard-diskovi) i u medicini, pre svega u transportu lekova, ali i MRI
skenerima (magnetna rezonantna tomografija) (Lang i sar., 2007).

Istrazivanja su pokazala da nano-Fe3Os mogu biti biokompatibilne, biorazgradive i
potencijalno netoksicne za ljude, te se sve viSe upotrebljavaju u biomedicini (Yew 1 sar., 2020;
Beloqui i sar., 2016). Nano-Fe3O4 sa odgovaraju¢om povrSinskom hemijom mogu se koristi za
brojne in vivo aplikacije: povecanje kontrasta u MRI skenerima; oporavak tkiva, imunoeseje,
detoksifikaciju bioloskih te¢nosti; leCenje kancera hipertermijom, prenos lekova, separaciju
¢elija, gensku terapiju, kao i kombinaciju ovih primena (Liu i sar., 2013; Laurent i sar., 2008).
Sve ove biomedicinske primene zahtevaju da nano-FesO4 ima jaka magnetna svojstva, usku
distribuciju veli¢ina i dijametar manji od 100 nm, pri ¢emu se pokazalo da je za efikasnu
endocitozu, bezbedno transportovanje i aplikaciju lekova najbolje koristiti Cestice od 50 nm
(Bamrungsap i sar., 2012; Laurent i sar., 2008). Ove primene takode zahtevaju specifi¢ne
povrsinske prevlake na nano-FesOs, koje moraju biti netoksi¢ne i biokompatibilne i moraju
omogucavati ciljanu isporuku sa lokalizacijom Cestica u odredenom delu organizma (Laurent 1
sar., 2008). Ovakve Cestice mogu da se vezuju za lekove, proteine, enzime, antitela ili nukleotide
i da budu ciljano transportovane u odredeni organ, tkivo ili tumore, pomocu eksternog
magnetnog polja (Tartaj i sar., 2006).

Ove osobine dovele su do pokuSaja njihove primene i u remedijaciji, posebno u
prec¢iS¢avanju voda i zemljSta od teSkih metala 1 ostalih zagadivaca: zbog njihove velike povrSine
1 snazne mo¢i adsorpcije, nezeljene Cestice se lepe za njihovu povrSinu, takvi kompleksi se
potom eksternim magnetnim poljem izvlace iz sistema, pa se potom mogu ¢ak 1 reciklirati
(Hurtado-Gallego i sar., 2020; Feng i sar., 2012; Recillas i sar., 2011; Chandra i sar., 2010;

Zhang i sar., 2009; Yavuz i sar., 2006). Do sada je testiran njihov potencijal za uklanjanje

15 Superparamagnetizam je jedinstvena osobina fero- i ferimagnetnih nanomaterijala, koji se primeéuje samo kada
su veli¢ina i broj ¢estica u magnetnom materijalu dovoljno mali, obi¢no precnika od 10 nm i 150 nm, pri ¢emu
magnetizam moZe menjati pravac zavisno od temperature i drugihg parametara (Clemons i sar., 2019).
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arsenika (Yavuz i sar., 2006), policikli¢nih aromati¢nih jedinjenja (Zhang i sar., 2010), olova i
ostalih teskih metala (Matei i sar., 2016; Feng i sar., 2012; Recillas i sar., 2011).

S obzirom na ovakve potencijalne benefite upotrebe nano-FesO4, razvijene su inovativne
metode za njihovu sintezu. Medutim novi procesi prozvodnje pokrecu brojna pitanja koja
ukljucuju visoke troskove proizvodnje, upotrebu potencijalno otrovnih hemikalija u samoj
proizvodnji i mogudnost nastanka Stetnih nusproizvoda (Yew i sar., 2020), pri ¢emu njihova
farmakokinetika i metabolizam u organizmima jo$ uvek nisu dovoljno prouceni (Liu i sar.,
2013). Buduc¢i da su tek nedavno usle u Siroku primenu, o ovim nanocesticama ima veoma malo

ekotoksikoloskih podataka.

Ekotoksi¢nost nano-Fe304

Pokazalo se da, ukoliko povrSinska hemija nije potpuno kontrolisana, nano-FesO4 mogu
biti i toksi¢ne za celije, pri ¢emu su manje nanocestice toksi¢nije (Mahmoudi i sar., 2009).
Vecina unutracelijske i in vivo toksi¢nosti potice od produkcije ROS, ukljucujuéi slobodne
radikale kao $to su superoksidni anjon, hidroksil radikale i neradikalni vodonik peroksid (Liu i
sar., 2013; Sharifi i sar., 2012; Kim i sar., 2012). Visoke koncentracije nano-FezOs mogu dovesti
do ostecenja celija putem peroksidacije lipida, disrupcije DNK, modulacije transkiripcije gena,
modifikacije proteina, §to dalje dovodi do poremecaja fizioloskih funkcija i1 apoptoze ¢elija (Liu i
sar., 2013; Kim i sar.,, 2012). Prema literaturi, postoje Cetiri primarna razloga nastanka
oksidativnog stresa usled izlaganja nano-FesOs: direktno generisanje ROS sa povrSine
nanocestica; produkcija ROS putem oslobadanja molekula gvozda; izmena funkcije mitohondrija
i ostalih organela i indukcija signalnih ¢elijskih molekula. Pretpostavlja se da oksidativni stres
indukovan nano-Fe3O4 visestepeno utice na Celijsku signalizaciju: nizak nivo oksidativnog stresa
pojacava transkripciju odbrambenih gena, §to dovodi do povecane ekspresije antioksidativnih
enzima za borbu protiv ROS-a. Ako se stres poveca, dolazi do oslobadanja proinflamatornih
citokina, a u ekstremnim slucajevima dolazi do aktivacije apoptoze (Liu i sar., 2013; Kim i sar.,
2012; Soenen i sar., 2011; Naqvi i sar., 2010). S obzirom na sve vecu proizvodnju za medicinsku
upotrebu, vecina toksikoloskih ispitivanja radena je putem in vitro testova citotoksi¢nosti: eseji
¢elijske vijabilnosti, proliferacije 1 diferencijacije (MTT esej mitohondrijalne funkcionalnosti,

LDH esej stabilnosti ¢elijshih membrana, imunohemijski markeri apoptoze i nektroze);
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mikroskopska analiza intracelularne lokalizacije (putem elektronske i atomske mikroskopije);
analiza hemolize; analiza geontoksi¢nosti i poremecaja ekspresije gena (Liu i sar., 2013; Shen i
sar., 2012; Buyukhatipoglu i sar., 2010). In vivo ispitivanja, kojima se moze ispitati
farmakokinetika (biokompatibilnost, apsorpcija, distribudija, metabolizam i ekskrecija) jo§ su
uvek retka. Dosada$nja literatura je pokazala da se magnetne nanocestice mogu distribuirati do
razli¢itih organa, tkiva i celija. Manje nanocestice (ispod 10 nm) uglavhom se brzo mogu
eliminisati preko bubrega, dok se vece Cestice (preko 200 nm) obi¢no zadrzavaju u jetri i
odstranjuju mehani¢kom filtracijom (Liu i sar., 2013; Duguet i sar., 2006). Biodistribucija
magnetnih nanocestica obi¢no je 80-90% u jetri, 5-8% u slezini i 1-2% u kostanoj srzi (gde se
dalje metaboliSu putem makrofaga), ali se ¢ak mogu na¢i u plu¢ima i u mozgu (mogu proci
krvno-mozdanu barijeru) (Liu i sar., 2013; Kwon i sar., 2008). Pored samih nanocestica, gvozde
koje se oslobada razlaganjem u organizmu moze takode dovesti do negativnih posledica po celije
1 krv ukoliko se nagomila u prekomernim koli¢inama.

Medutim, procena uticaja ovih nanocestica na organizme u zivotnoj sredini nije u
potpunosti razmotrena, a s obzirom na obim proizvodnje i upotrebe, postoji ekoloski rizik za koji
je potrebna odgovarajuc¢a procena (Hurtado-Gallego i sar., 2020; Wang i Nowack, 2018).
Procenjuje se da je samo tokom 2014. u Evropi iskori§é¢eno preko 9.000 tona oksida gvozda u
nanoformi, od ¢ega je najveca koncentracija dospela u otpadni mulj (prose¢na koncentracija 75
mg/kg), potom u Cestice pepela u vazduhu (32 mg/kg) 1 u istaloZzene Cestice pepela (22 mg/kg),
dok je u sedimentima prose¢no prisutno od 1,6 mg do 4,4 mg ovih nanoCestica po 1 kg
sedimenta (Wang i Nowack, 2018). Oksidi gvozda dospevaju u zivotnu sredinu pretezno iz
otpadnih voda zbog koris¢enja kozmetickih, medicinskih i sredstava za ¢iSCenje, ali postoji
tendencija da se nadu u velikoj koli¢ini i u medicinskom otpadu (Laurent i sar., 2008). U
kontekstu ekotoksikologije, samo nekoliko radova je proucavalo efekte magnetnih nanocestica, a
pre svega nano-Fez0a.

Postoji mali broj radova posvecenih potencijalnim Stetnim efektima upotrebe u
remedijaciji zagadenja zivotne sredine. U radu Michels 1 sar., 2017, pokazalo se da dolazi do
smanjenja stope proizvodnje nitrita za 30% u prisustvu 200 mg magnetita (nano-Fez04) Sto je
koncentracija koja se smatra relativno niskom za zemljiste. Ovaj relativno niski prag prisutnosti
nano-Fes30s koje ne izazivaju Stetne efekte (imajuc¢i u vidu da se oksidi gvozda uglavnom

smatraju bezopasnim 1 korisnim) primecen je u jo$ nekoliko studija, pri ¢emu se pokazalo da
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nano-Fes04 izazivaju iznenadujuée snazne negativne efekte na mikroorganizmima (McKee i
Filser, 2016; Filser, 2013; Cao i sar., 2017).

Wu i sar., 2012, ispitivali su uticaj nano-Fe:Os sa DMSA prevlakom (od
dimerkaptosukcinske Kiseline) na nematodu Caenorhabditis elegans, pri ¢emu je doslo do
smanjenja rasta i povecanja produkcije ROS. Toksi¢nost nano-Fe3O4 i nano-Fe;O3 izu¢avana je
na ribi Danio rerio (Zhu i sar., 2012), akvati¢noj biljci Lemmna gibba (Barhoumi i sar., 2015),
mikroalgi Chlorella vulgaris (Barhoumi i sar., 2013; Xiaoxiao i sar., 2012), Pseudokirchneriella
subcapitata, rac¢icu Daphnia magna (Llaneza i sar., 2016), infuzoriji slatkovodnih cilijata
(Kosyan i sar., 2016), a najnoviji rad testirao je uticaj na jednocelijsku biflagelatnu mikroalgu
Chlamydomonas reinhardtii (Hurtado-Gallego i sar., 2020). U ovim radovima pokazalo se da
nanocCestice dovode do inhibicije rasta i reprodukcije, formacije ROS, smanjenja koncentracije
hlorofila i1 deterioracije fotosintetickih aktivnosti, a kod Danio rerio i do odlaganja izleganja,
mortaliteta i malformacija. Rad Garcia i sar., 2011, pokazao je visoku osetljivost D. magna
(LC50=23x10"* mg/ml) i V. fischeri (EC50=0.24 mg/ml) na nano-FesOs. U radu Hurtado-
Gallego i sar., 2020, pokazalo se da nanocestice (y-Fe;Os i FesOs sa DMSA previakama,
prosecne veli¢ine 8 nm) ulaze u Celije putem endocitoze i da njihova toksi¢nost zavisi od doze,
pri cemu su izazvale smanjenje metabolicke aktivnosti, povecanje oksidativnog stresa 1 izmene u
potencijalu mitohondrijalnih membrana. Pored toga dokazano je da nanocestice u vodenom stubu
izazivaju “efekat senke”, §to znaci da smanjuju dotok svetlosti do organizama.

SloZenije studije procene ekotoksi¢nosti su veoma retke. Gambardella i sar., 2014,
istrazivali su ekotoksi¢nost i unos nekoliko nano-OM (SiOz, SnO2, CeO,, Fe304) od strane
morskog jeza Paracentrotus lividus kroz njegovu ishranu mikroalgama Cricosphaera elongata.
Istrazivanje je pokazalo da nano-OM mogu uéi u lance ishrane, postati dostupne za marniske
organizme i izazvati poremecaj njihovog razvoja.

Dosadasnji radovi, dakle, ukazuju na potencijalnu toksi¢nost nano-FesOs4 u vodenim
sredinama 1 negativne posledice po ekoloski relevantne organizme, $to dalje ukazuje na potrebu

istraZivanja uticaja na zivotnu sredinu, kao i bioloskih efekata nano-FezOa.
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1.2 Akvaticna toksikologija

Kroz prethodna poglavlja navedeni su stresori sa kojima se zivotna sredina susrece usled
sve prisutnijeg antropogenog faktora. Istice se ocigledna potreba za razvojem metoda za
ispitivanje i pracenje efekta ovih stresora na slatkovodne zajednice kao jedne od najugrozenijih
biotickih komponenti u prirodi. Ovim problemima bavi se akvati¢na toksikologija, o kojoj ¢e
dalje biti re¢i u ovom poglavlju.

Ekotoksikologija je definisana od strane Truhaut-a (Truhaut, 1975), a kasnije i Butler-a
(Butler, 1978), kao grana toksikologije koja izuCava toksiCan uticaj prirodnih i vesStackih
supstanci na zive organizme, bilo da su biljnog ili Zivotinjskog porekla, terestri¢ni ili akvati¢ni,
koji sacinjavaju biosferu. Definicija ukljucuje i interakcije potencijalno toksi¢nih supstanci s
fizickom sredinom u kojoj organizmi zive. Akvati¢na toksikologija, drugacije nazivana
toksikologija voda, izdvojila se iz ekotoksikologije kao zasebna grana koja je multidisciplinarna
u teoriji i interdisciplinarna u praksi.

Akvati¢na toksikologija predstavlja ispitivanje kombinacije ekoloSkih i toksikoloskih
uticaja proizvedenih hemikalija i ostalih antropogenih ili prirodnih supstanci i pojava (koji se
jednim imenom mogu nazvati toksicni agensi ili toksicne supstance) na sve nivoe organizacije
akvati¢nih organizama, od subcelijskog, preko individua, do nivoa populacija, zajednica i
ekosistema; kao i ponaSanje toksi¢nih agenasa u prirodi, pre svega njihov protok, transformaciju
i razlaganje (Rand, 1995). U osnovi ekotoksikologije jesu procena opasnosti po zivotnu sredinu
(eng. hazard assessment) i procena rizika po organizme (eng. risk assessment) usled prisustva
toksi¢nih agenasa, pri ¢emu je opasnost = sudbina toksina u prirodi + efekti toksina; a rizik =
opasnost + ekspozicija, tj. izlaganje organizama. Neophodno je razumeti faktore koje uticu na
sredinske koncentracije hemijskih agenasa: hemijske (hidroliza, oksidacija, fotoliza), fizicke
(molekularna struktura, rastvorljivost, stabilnost i apsorpcija) i bioloSke (biotransformacija), da
bi se moglo odrediti kako oni uticu na Zivotnu sredinu 1 kako Zivotna sredina reaguje na njih, kao
i da bi se odredila ekspozicija organizama na uticaje tih toksi¢nih agenasa. Akvati¢na
toksikologija je evoluirala kao polje istrazivanja iz nekoliko drugih fundamentalnih nauka. Kako
bi se dobro upoznala akvati¢na toksikologija i razumeli efekti toksi¢nih agenasa na Zive
organizme, neophodno je dobro poznavanje ekologije, fiziologije, biohemije, histologije, studija

ponasanja i hemije zivotne sredine.
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S obzirom na to da akvati¢ni organizmi mogu biti izloZzeni toksi¢nim agensima preko
vode, sedimenta 1 hrane u akvati¢noj sredini, poznavanje koli¢ine, koncentracije i biodostupnosti
toksi¢nih agenasa u ovim medijumima je od vitalnog znacaja. Stoga, proucavanje izvora,
transporta, distribucije, neorganske i organske transformacije i konacne sudbine toksi¢nih
agenasa u akvaticnoj sredini predstavlja vitalnu komponentu akvati¢ne toksikologije.

Zbog Cega je akvati¢na ekotoksikologija toliko kompleksna?

Akvati¢na sredina je veoma kompleksan sistem koji obiluje zivotom. Ukljucuje nekoliko
jedinstvenih tipova ekosistema — slatkovodne potoke, jezera, bare i reke; eustuare; morske,
priobalne i duboke vode okeana koji sadrze raznolike bioticke i abioticke komponente i
jedinstvene karakteristike. Bioticka komponenta sa¢injena je iz kombinacije biljaka, Zivotinja i
mikroorganizama koji naseljavaju specificne ekoloske nise u svakom ekosistemu, a abioti¢ka
komponenta ukljucuje fizicku sredinu (voda, supstrat/sediment i rastvorene supstance). Svaki
akvaticni ekosistem je stoga dinamicki proizvod kompleksnih interakcija zivih 1 neZzivih
komponenti, sa mnogim konstantnim karakteristikama, ali i mnogim karakteristikama koje se
menjaju u vremenu i prostoru.

Fizicka i hemijska svojstva akvati¢nih ekosistema mogu imati neverovatan uticaj, kako
na biolosku aktivnost tako i na aktivnost hemijskih supstanci i ksenobiotika®®. Ranjivost
akvati¢nih ekosistema na zagadenje hemijskim agensima zavisi od nekoliko faktora: fizickih 1
hemijskih svojstava zagadujucih materija i njihovih produkata; koncentracije 1 ukupne koli¢ine
materije koje ulaze u ekosistem; trajanja i tipa zagadenja, kao i uliva u ekosistem (akutno ili
hroni¢no, povremeno ili kontinualno ulivanje); osobina same vodene sredine koje omogucuju
njenu rezistentnost na prisustvo zagadujuzih supstanci (kapacitet regulacije pH, sadrZaj
rastvorene organske materije itd.) i njenu remedijaciju, tj. vracanje u prvobitno stanje nakon
ukljanjanja supstanci iz sistema (mehanicko preciS€avanje putem talasa 1 kretanja vode);
pozicioniranja samog ekosistema u odnosu na tacku ispuStanja zagaduju¢e materije (Rand,
1995).

S obzirom na kompleksnost akvati¢nih ekosistema, koji ukljucuju slozene meduodnose
fizickih, hemijskih 1 bioloSkih faktora, vrlo je zahtevno i1 teSko razumeti njihov odgovor na

prisustvo zagadujucih supstanci, osim ukoliko ovi odnosi nisu dobro prouceni i definisani.

16 Ksenobiotici su supstance koje organizmi sami ne proizvode, ali mogu dospeti u njihovo telo. Termin se moze
odnositi i na sve zagadivace i strane, tj. alohtone materije u prirodi.
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Procenu uticaja dodatno komplikuje prilagodljivost bioticke komponente, diverzitet vrsta
prisutnih u ekosistemu (koji se normalno menja tokom vremena) i promenljivost strukturnih i
funkcionalnih odgovora u okviru bioticke komponente. Uz to, pokazalo se da sli¢ni akvati¢ni
ekosistemi nemaju nuzno i slian odgovor na prisustvo iste zagadujuée materije. Cak i minorne
razlike u fizici i hemiji sredine, kao i u kompoziciji vrsta, mogu dovesti do razlika u ispoljenim
efektima i sudbini zagaduju¢ih materija u sistemu. Stoga Se pri proceni opasnosti od zagadenja
moraju uzeti u obzir konkretni uslovi u ekosistemu na mestu na kome potencijalno moze do¢i do
zagadenja.

U osnovi ekotoksikoloskih procena rizika i opasnosti jesu testovi toksi¢nosti na model
organizmima, ¢iji se rezultati mogu ekstrapolirati na viSe nivoe organizacije. Paradigma
sprovodenja ovakvih in vivol’ ispitivanja toksi¢nosti na zivotinjama i ekstrapoliranje podataka na
ljude ili na Zivotnu sredinu postepeno se zamenjuje in silico®® i in vitro!® studijama, s jos veéom
potrebom oslanjanja na ekstrapolaciju (Hjorth, 2016). Medutim, in vivo testovi na ¢itavim
organizmima ostaju u osnovi procene rizika za zivotnu sredinu, pri ¢emu se preporucuje upotreba
slozenijih i realisti¢nijih in vivo sistema kao §to su mezokozme® ili ¢ak in situ ispitivanja
sprovedenih u prirodnim ekosistemima. U nekim sluc¢ajevima in situ eksperimenti mogu biti
toliko kompleksni da se Citava prirodna jezera pretvaraju u eksperimentalne postavke (Norman 1
sar., 2019). Za kompleksnija istrazivanja koriste se mezokozme kapaciteta od preko 10.000 I, u
kojima je moguce kontrolisati Zeljene parametre (MESOAQUA, 2009). Jedna od trenutno

najvecih mezokozmi na svetu postavljena je na jezeru Stechlin u Nemackoj (Fisheries, 2012).

1.2.1 EkotoksikoloskKi testovi na slatkovodnim organizmima

S obzirom na rastu¢i problem zagadenja akvati¢nih ekosistema, tokom godina su
razvijane metode za ispitivanje kvaliteta vode i sedimenata na osnovu hemijskih i fizi¢kih
analiza, ali i metode za procenu uticaja na bioticku komponentu, pa su tako nastali

ekotoksikoloski testovi na organizmima, drugacije nazivani i bioloski testovi ili bioeseji (Den

17 Eksperimenti koji koriste cele, Zive organizme, kao 3to je to sludaj u bioesejima toksi¢nosti na model
organizmima.

18 Eksperimenti koji se sprovode na kompjuteru, tj. preko kompjuterskih modela i simulacija.

19 Eksperimenti koji se sprovode na izolovanim delovima organizama, npr. éelijskim kulturama i kulturama tkiva.

20 Eksperimenti koji se sprovode u prirodi, pod kontrolisanim uslovima.
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Besten i Munawar, 2016). Ovakvi testovi pruzaju mogucnost ispitivanja Stetnih supstanci u
strogo kontrolisanim uslovima, isklju¢ujuci sredinske promenljive ¢iji efekti mogu ”zamaskirati”
efekat stresora. Tridestih godina proslog veka zapoceto je akutnim testovima na ribama, a
naredne dve decenije razvili su se takozvani bioloski testovi u “teglama za zimnicu” (eng. pickle-
jar experiments) (Doudoroff, 1976), koji su predstavljali prvi vid standardizacije i pocetka
uskladivanja toksikoloskog i1 ekotoksikoloskog testiranja u razli¢itim istrazivackim institucijama
(Mitchell i sar., 2002; Rand i Petrocelli, 1985).

Danas se testovi sprovode u skladu sa standardima, propisima i smernicama kako bi se
dobili direktni merljivi podaci i dokazi o bioloskim posledicama zagadenja akvati¢nih
ekosistema (Taylor i Scroggins, 2013). Podaci dobijeni ovim testovima pomazu u identifikaciji i
kontroli Stetnog dejstava zagadujucih supstanci u akvati¢énim ekosistemima. Medunarodne
svetske institucije ulazu velike napore u harmonizaciju i sistematizaciju razmene podataka medu
razliitim laboratorijama, medu kojima su: Medunarodna organizacija za standardizaciju (eng.
International Organization for Standardization — 1SO), Organizacija za ekonomsku saradnju i
razvoj (eng. Organisation for Economic Co-operation and Development — OECD), Evropski
komitet za standardizaciju (eng. European Committee for Standardization, fr. Comite” Europe’en
de Normalisation — CEN), medunarodno Americko udruzenje za testiranje i materijale
(American Society for Testing and Materials International — ASTM), Americ¢ka asocijacija za
javno zdravlje (eng. American Public Health Association — APHA), Agencija za zaStitu zivotne
sredine Sjedinjenih Americkih Drzava (eng. United States Environmental Protection Agency —
US EPA) i Kanadski zavod za zivotnu sredinu i klimatske promene (eng. Environment and
Climate Change Canada — ECCC) (Taylor i Scroggins, 2013). U Evropi, ekotoksikoloski i
toksikoloski testovi se sprovode prema smernicama OECD-a (OECD, 2020).

Testovi se klasifikuju prema trajanju (na kratkorocne, srednje duge 1 dugoro¢ne testove,
eng. short-term, intermediate, long-term), prema metodologiji dodavanja rastvora testirane
supstance i prema svrsi (prema Zeljenim parametrima koji se analiziraju).

Bez obzira na specificne zahteve svakog testa toksicnosti, opSti princip svih testova
zahteva da slede¢i elementi budu tacno definisani:

- poreklo i starost test organizama,
- priprema rastvora testirane supstance i dizajn testa,

- eksperimentalni uslovi u laboratoriji,

36



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

- evidencija zapazanja tokom trajanja testa i pisanje izveStaja,
- analiziranje parametara i merenja na osnovu prikupljenih podataka.

Slatkovidni organizmi koji se najces¢e koriste kao modeli u ekotoksikoloskim
ispitivanjima jesu: cijanobakterije (Anabaena flos-aquae, Synechococcus leopoliensis), zelene
alge (Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus); dijatomeje (Navicula
pelliculosa); Skoljke (uglavnom Mytilus spp); biljni komarci — hironomide, koji su predstavnici
reda dvokrilaca — Diptera (uglavnom Chironomus sp); raci¢i (Mysidopsis spp, Palaemonetes
pugio, iz reda Cladocera Daphnia magna, D. pulex, D. pulicaria, Ceriodaphnia dubia) i ribe, kao
najslozeniji model organizmi (Pimephales promelas — vrsta klena; Oncorhynchus mykiss —
kalifornijska pastrmka, Cyprinodon variegatus) (Rand i Petrocelli, 1985). Pored riba, vodozemci
se koriste kao predstavnici kicmenjaka u ekotoksikoloskim ispitivanjima (zaba Xenopus levis) jer
su reprezenti vrsta sa slozenom gradom koje zive u vodenom stubu i mogu biti izlozeni
toksikantima preko koze i preko ingestije (Bour i sar., 2016). Vrste sa intermedijernim polozajem
u lancu ishrane, a samim tim i vaznom ulogom u protoku materije i energije kroz ekosistem, jesu
najcesce korisceni slatkovodni test-organizmi, kao §to su vrste familije hironomida (Chironomus
tentans, C. riparius), podreda Anomopoda (Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia
dubia, Chydorus sphaericus) i reda Anostraca (Thamnocephalus platyurus, Streptocephalus,
Artemia ssp.) (Auffan i sar., 2013; Le6n Muez i sar., 2010).

1.2.1.1 Pracenje parametara (biomarkera) u ekotoksikoloskim testovima

Zeljeni parametri toksikoloskih testova &ije promene ukazuju na efekat toksiénosti
testiranih supstanci nazivaju se biomarkeri (promene karakteristika populacije, organizma, tkiva i
ostalih nivoa bioloske organizacije) ili, u grubom prevodu se engleskog jezika, ,.krajnje tacke
toksi¢nosti® (eng. endpoints), a predstavljaju merljive kriterijume za procenu efekata agensa koji
se ispituje (Rand, 1995). U osnovi, svaki biomarker moze se korelisati sa koncentracijama
supstance koja se testira, vremenom izloZenosti i1 stadijumima razvi¢éa model organizama
(organizama koji se izlaZu test supstanci) u bioloskim testovima (Rand, 1995). Spoljasnji agensi
mogu izazvati promene na molekularnom nivou, koje mogu da se amplifikuju i ispoljavaju u
fenotipu jedinki, $to moze dovesti do promena u biologiji i ekologiji vrsta, poremecaja strukture 1

funkcije populacija i imati posledice po citav ekosistem. Svi nivoi poremecaja homeostaze
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bioloskih i ekoloskih nivoa organizacije mogu se pratiti putem ekotoksikoloskih testova.
Rezultati ekotoksikoloskih testova mogu se izraziti preko razliitih kvantitativnih (broj uginulih
organizama, broj poloZenih jaja, procenat izleglih jaja, broj neonatnih jedinki, promene u duZzini i
tezini, stopa iskoriS¢enosti kiseonika ili drugih metaboli¢kih parametara) i kvalitativnih
parametara (promene u ponasanju organizama kao $to su promene strategije predatora i plena;
frekventnost presvlacenja kod makroinvertebrata) (Auffan i sar., 2013).

Subletalne reakcije organizama (uglavnom na suborganizmalnom nivou) predstavljaju
rano upozorenje prisustva stresora, pre nego uticaj dostigne dramaticne razmere i dovede do
letalnih posledica i uticaja na cCitave populacije. U kontekstu monitoringa Zivotne sredine i
upravljanja prirodnim podrucjima, subletalni parametri omogucéavaju ranu dijagnozu ekoloskih
problema, pre nego njihova sanacija postane preobiman i preskup poduhvat (Hellou, 2011).

Stetni efekti na suborganizmalnom nivou ukljuéuju molekularne interakcije, indukciju ili
inhibiciju enzima i enzimskih sistema i njihovih funkcija. Jedan od vaznih pokazatelja reakcije
organizama na suborganizmalnom nivou je oksidativni stres, koji predstavlja poremecaj
homeostaze, tj. balansa izmedu oksidanata i antioksidanata u ¢elijama, §to moze potencijalno
izazvati biohemijske, strukturne i funksionalne poremecaje (Sies, 2000). Umeren oksidativni
stres predstavlja normalnu pojavu u organizmu koja se reguliSe postojanjem mehanizama
antioksidativne zastite. Oksidanti mogu biti slobodni radikali velike reaktivnosti i obi¢no se
nazivaju reaktivnim vrstama kiseonika, ROS, kao §to je pomenuto u prethodnim poglavljima. Tu
spadaju superoksidni anjon O2™, vodonik peroksid H20, hidroksilni radikal *OH i mnogi drugi
(Pizzino i sar., 2017). Od adekvatne produkcije ROS u ¢elijama zavisi fosforilacija proteina,
aktivacija transkripcionih faktora, apoptoza, imuni odgovor i mnogi drugi celijski procesi.
Ukoliko, medutim, dode do povecanja koncentracija ROS, mozZe do¢i do razgradnje proteina,
nukleinskih kiselina, lipida i drugih vaznih makromolekula (Wu i sar., 2013). Antioksidativni
mehanizmi uglavnom se sastoje iz enzima kao Sto je superoksid-dismutaza, SOD, katalaza, CAT,
glutation-peroksidaza, GPx (Pizzino i sar., 2017), ¢ija se aktivnost moze pratiti u testovima
toksi¢nosti (Park i sar., 2008b; Lee i Choi, 2007). Jedan od najvaznijih antioksidativnih enzima
je metaloprotein SOD: on konvertuje dva molekula superoksidnog anjona, O2", u kiseonik i
vodonik peroksid, H2O2, a potom enzim CAT redukuje H202 do vode i kiseonika (Datkhile i sar.,
2009). Antioksidativni mehanizmi kod insekata (pretezno ispitivani na gusenicama leptira)

predstavljaju kompleksne sisteme enzima male molekulske mase kao §to su SOD, CAT, ali i
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glutation transferazna peroksidaza, GSH-Px, askorbat peroksidaza, APx i glutation reduktaza,
GR (Barbehenn, 2002). Katlaze su uglavnom prisutne u mitohondrijama i peroksizomima, a
peroksidaze u mitohondrijama i hemolimfi (Choi i sar., 1999; Felton i Summers, 1995). Ovi
enzimi kod znacajnih bioindikatorskih vrsta insekata pokazuju mnoge specifi¢nosti: aktivnost
ovih enzima je visoka u peritrofickoj membrani creva, §to dovodi do velike otpornosti mnogih
vrsta na ingestovane hemijske toksine (Barbehenn, 2002; Felton i Summers, 1995); kod jedne od
najkompleksnijih  anhidrobiotickih organizama, hironomide Polypedilum vanderplanki,
prime¢ena je prekomerna ekspresija antioksidativnih gena, nepostojanje enzima za sintezu
askorbina i druge neobi¢ne osobine (Nesmelov i sar., 2018); kod drugih hironomida studije su
pokazale povecanu aktivnost enzima stresa, pre svega SOD, u prelasku iz treceg u Cetvrti larvalni
stupanj pred samo presvlacenje larvi (Choi i sar., 1990). Zbog svega navedenog, oksidativni stres
nije standardni parametar prema medunarodnim protokolima, ali je jedan od Cesto pracenih
biomarkera (preko pracenja aktivnosti samih enzima, ali i produkata oksidacije makromolekula
kao $to su lipidi, proteini i DNK) u ekotoksikoloSkim testovima.

Pored oksidativnog stresa, vrlo ¢esta nestandardna analiza jeste procena genotoksi¢nosti
(najcesce kroz procenu ostecenja DNK), koja moze pre svega biti posledica samog oksidativnog
stresa, ali i drugih negativnih procesa pri izlozenosti toksi¢nim agensima. Za analize
genotoksi¢nosti vrlo Cesto se upotrebljava kometa test, drugacije nazvan i gel elektroforeza
pojedinacnih ¢elija (eng. comet assay/single-cell gel electrophoresis assay), kojim se meri nivo
cepanja DNK lanca u pojedinac¢nim ¢éelijama (Park i Choi, 2009). Ovaj test se koristi ve¢ duzi niz
godina u ekotoksikoloskim testovima zbog brze pripreme i lake obrade podataka (Park i Choi,
2009), ali je samo nekoliko studija genotoksi¢nosti sprovedeno na akvati¢nim organizmima,
pretezno ukljucujuéi dafnije i hironomide (Park, 2010; Den Besten i Tuk, 2000).

Odgovor individua na prisustvo stresa deSava se pre odgovora na nivou populacija, te
pracenje promena individua moZe omoguditi rano upozorenje od pojave stresa u sistemu
(Warwick, 1985). Stetni efekti na nivou organizama ukljucuju kratkoro¢ne i dugoro¢ne letalne
efekte (populacione parametre izrazene preko mortaliteta ili prezivljavanja) i subletalne efekte
(parametre fitnesa izrazene preko promena u ponasanju, rastu, razvoju, reprodukciji, unosu
toksina i detoksikaciji, strukturi i akitvnosti tkiva, promena u fenotipu organizama). Na nivou

iznad organizma, Stetni efekti uklju¢uju promene u genotipu ili fenotipu vrsta, kao i promene u
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broju, relativnoj abundanci i fizioloSkom stanju vrsta tipi¢no prisutnih u datoj populaciji koja je
pod stresom.

Obicno se toksicni efekti ispitivane supstance (ili bilo kog drugog stresora, recimo visoke
temperature, anoksije i sli¢nih stresora) testiraju u nekoliko koncentracija (tretmana) sa
odredenim brojem ponovaka (replikata) koji omogucuju statisticko poredenje srednje vrednosti
tretmana sa kontrolom ili referentnim podacima iz literature. Za supstance koje nikada nisu
testirane uglavnom se procenjuje letalna koncentracija koja izaziva smrtnost kod 50% ispitivane
populacije (eng. Lethal Concentration 50 — LC50), najvisa koncentracija bez primetnog efekta
(eng. No Observed Effect Concentration — NOEC) ili najmanja koncentracija koja izaziva
primetne efekte (eng. Lowest Observed Effect Concentration — LOEC), pri ¢emu efekti mogu
biti promene bilo kog od pracenih biomarkera (OECD, 2004). Rezultati se potom prezentuju
prema prosecnoj ili srednjoj koncentraciji testirane supstance u tretmanu. Statisticka analiza i
interpretacija rezultata mora biti u skladu sa dizajnom eksperimenta, a odabir adekvatnih
statisti¢kih testova trebalo bi da se zasniva na adekvatnosti metoda, pri ¢emu se moraju uzeti u
obzir prednosti i mane datog metoda i sprovesti preliminarni statisticki testovi.

Razvoj industrije doveo je i do razvoja same ekotoksikologije, $to je uslovilo Cestu
modifikaciju ekotoksikoloskih testova i uvodenje novih metoda pracenja Stetnog efekta testiranih
agenasa. Pored standardnih, intenzivno se radi na razvoju pracenja novih, komplementarnih
biomarkera i adaptaciji propisanih ekotoksikoloskih testova za ispitivanje novonastalih hemijskih
agenasa (OECD, 2004).

Metod geometrijske morfometrije

Tokom razvi¢a individua morfoloske celine se menjaju da bi dostigle svoj finalni oblik i
veli¢inu, najceS¢e u periodu polonog sazrevanja jedinke, a ove promene izucava jedna od
najstarijih bioloskih disciplina — morfologija (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009). Analize morfologije
organizama su osnova mnogih bioloskih istrazivanja na polju sistematike, taksonomije i
evolucije. Oblik, prema formalnoj definiciji, jeste geometrija objekta kada mu se oduzmu
pozicija, orijentacija i veli¢ina (Kendall, 1977) i kao takav je idealan za kvantitativne analize.
Morfoloske analize su stoga tokom godina presle sa deskriptivnog (opis izgleda fenotipskih

promena) na kvantitativni nacin analize (Bookstein, 1998). Osnovni “alat” u analizi promena
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morfoloskih celina jeste morfometrija — podaci dobijeni merenjima analiziraju se pomocu
statistiCkih metoda radi istrazivanja oblika i veli¢ine morfoloskih celina, kao 1 istrazivanja veza
izmedu morfologije i spoljasnjih i unutrasnjih faktora (Rohlf, 1990; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009).
Ovim analizama moze se utvrditi da i postoji neki uticaj spoljasnjeg stresora na fenotip (oblik i
veli¢inu morfoloskih struktura) i kvantifikovati taj uticaj. Dva osnovna principa u morfometriji
(dve metode prikupljanja i analize podataka) jesu tradicionalna i geometrijska morfometrija. U
tradicionalnoj morfometriji analizirane morfoloske strukture (objekti analize) definisu se
duzinskim rastojanjima (Sirina, duzina, visina) medu definisanim tackama i podaci se analaziraju
multivarijantim statistickim metodama. Podaci dobijeni na ovaj nacin sadrze veoma malo
informacija o generalnom obliku analiziranih struktura. U geometrijskoj morfometriji analizirani
objekti definiSu se matematic¢ki preko rasporeda, tj. konfiguracije tacno definisanih specificnih
taCaka (eng. landmarks) koje opisuju njihovu geometriju, potom se statistickim metodama
analizira njihov oblik i veli¢ina i metodama direktnog grafickog predstavljanja vizuelizuju se
njegove promene.

Geometrijsko morfometrijski pristup nastao je krajem 1980-ih godina sa pronalaskom
metode analize oblika zasnovane na koordinatama i predlogom ’statisticke teorije oblika”
(Mitteroecker, 2009; Bookstein, 1998; Rohlf i Marcus, 1993). Od tada do danas, veliki broj
istrazivaca bavio se ovim pristupom i njegovom primenom u biologiji, pre svega za resavanje
pitanja razlike vrsta i analize seksualnog dimorfizma (Lorenz i sar., 2017). Geometrijska
morfometrija u analizi bioloskih struktura korisna je jer moze analizirati oblik u dve ili tri
dimenzije (analiza 2D fotografija ili analiza ¢itavih 3D modela), omogucava primenu nekoliko
statistickih analiza, kao i graficko predstavljanje oblika i veli¢ine struktura (Lorenz i sar., 2017).

lako je metoda geometrijske morfometrije razvijena za potrebe taksonomskih
istrazivanja, S obzirom da je njome moguce pratiti fine i teSko uocljive promene na strukturama

primenom kompjuterskih softvera, ona pokazuje veliki potencijal za primenu u ekotoksikologiji.
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1.2.1.2 Ekotoksikoloska ispitivanja akvati¢nih sedimenata

Sediment akvati¢nih ekosistema predstavlja staniSte za mnoge akvati¢ne organizme koji
¢ine bentosnu hidrobiocenozu, ali takode predstavlja i glavno skladiste toksiénih materija.
Mnoge antropogene hemikalije 1 otpadne materije (ukljucujuéi toksi€ne organske i neorganske

supstance) koje dospeju u akvati¢ne ekosisteme na kraju se taloze u sedimentima (Slika 6).
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Slika 6 - Potencijalni uzroci promene vodenih sedimenata i nastale reakcije kao rezultat ove promene. (lzvor:
https://ozcoasts.org.au/conceptual-diagrams/stressors/aquatic_sediments model/, prevedeno na Srpski).

U zivotnoj sredini sediment se definiSe kao Cesti¢ni materijal koji se obi¢no nalazi ispod
vode, dok se u ekotoksikoloskim testovima sedimentom smatra supstrat, tj. podloga koja se
koristi u eksperimentima, a koja se priprema tako da imitira prirodne sedimente (ASTM, 1994).
Prirodni sediment ima heterogene fizicke, hemijske i1 bioloSke osobine i moze sadrzati organsku
materiju u razli¢itom stepenu raspadanja ili sinteze, mineralne Cestice 1 neorgansku materiju
biogenog porekla (Knezovich, 1987). Power i Chapman, 1992, opisuju ¢etiri glavne komponente
sedimenata: najzastupljenija komponenta je intersticijalna voda, koja okruzuje Cestice sedimenta

i tipiéno zauzima 50% njegove ukupne zapremine; druga najzastupljenija komponenta se sastoji
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od neorganskih faza, ukljuuju¢i fragmente stena i minerale (neorganske faze kontroliSu nivo
biodostupnosti mnogih divalentnih materija); tre¢a po =zastupljenosti je organska materija
(znac¢ajna komponenta jer kontroliSe sorpciju i biodostupnost mnogih nejonskih organskih
zagadivaca); Cetvrtu komponentu predstavljaju alohtone supstance antropogenog porekla,
ukljucujuéi i zagadujuce materije (Di Toro i sar., 1990; 1991).

Raspodela i sorpcija®* supstanci izmedu vode i sedimenta zavise od mnogo faktora,
ukljucujuéi: rastvorljivost u vodi, pH, redoks potencijal, afinitet ka ugljeniku u sedimentu ili
rastvorenom ugljeniku, veli¢ine Cestica sedimenta, mineralnog sastava sedimenta (koncentracije
oksida gvozda, mangana, aluminijuma) i koli¢ini kiselih isparljivih sulfida (eng. Acid-Volatile
Sulfids — ASV) u sedmentima (Di Toro, 1991; Adams i sar., 1992).

Sirok spektar zagadivaca, ukljudujuéi teske metale, pesticide, industrijske hemikalije i
hidrokarbonate, talozi se i akumulira u sedimentima (Lyman i sar., 1987). Ovako kontaminirani
sedimenti?? mogu direktno negativno uticati na akvati¢ni zivi svet (Swartz i sar., 1985) ili mogu
biti izvor zagadujucih materija koje bioakumulacijom, kroz nakupljanje u organizmima, ulaze u
lance ishrane (Mac i sar., 1984).

Istorijski, procena kvaliteta sedimenata je bila ograncena na karakterizaciju hemijskih
supstanci u njima, medutim Sama procena koncentracija agenasa ne moze dati dovoljno
informacija za adekvatnu evaluaciju njihovih negativnih efekata, procenu interakcije medu
razli¢itim supstancama ili dostupnosti za bioloSke sisteme (Griscom, 2000; Busacker i sar.,
1990). Obzirom na nedovoljno poznavanje odnosa medu zagaduju¢im materijama u sedimentu i
njihove biodostupnosti, pristupa se proceni uticaja kontaminiranih sedimenata na akvati¢ne
organizme putem testova toksi¢nosti (Ingersoll i sar., 1995).

Testovi toksi¢nosti sedimenta omogucavaju prikupljanje podataka i1 brzu procenu
potencijalne toksi¢nosti zagaduju¢ih materija na bentosne organizme. Za efikasniju i precizniju
evaluaciju toksi¢nosti odredenih supstanci preporucuje se kombinacija ovih testova sa drugim
metodama, kao $to je procena strukture i sastava zajednice bentosnih organizama (Jovanovi¢ i
sar., 2016a; Chapman, 1086; Barrick i sar., 1088; Canfield i sar., 1994; Swartz i sar., 1994).

Rezultati ekotoksikoloskih testova predstavljaju osnovu za monitoring, kroz pracenje prisustva

21 Sorpcija predstavlja procese vezivanja jedinjenja iz vodene faze za povr$inu évrste faze (Eestice sedimenata ili
koloide u vodi).

22 sedimenti koji sazdrze hemijske supstance u koncentracijama koje predstavljaju opasnost po zdravlje ljudi ili
Zivotne sredine (Di Toro i sar., 1990).
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zagadujucih materija u Zivotnoj sredini i promena koje oni izazivaju u organizmima i ¢itavom
ekosistemu.

U laboratorijskim testovima toksi¢nosti eksperimentalna podloga se priprema mesanjem
kombinacije sastojaka tako da imitira referentni prirodni sediment koji odgovara datom model-
organizmu. Nakon pripreme eksperimentalne podloge obi¢no se pristupa meSanju testirane
supstance ili meSavine supstanci, sa pripremljenom podlogom (eng. laboratory spiked sediment)
(Lamberson 1 Swartz, 1992), u koncentraciji koja se realno moze naci u prirodnim uslovima.
Podaci dobijeni ovim testovima ukazuju na zavisnost (korelaciju) i odnos izmedu izlozenosti
odredenoj koncentraciji testirane supstance i bioloskog odgovora izlozenih organizama (pracenih
biomarkera). Uticaj fiziko-hemije sedimenta na toksi¢nost testirane supstance moze se takode

izuCavati putem ovih testova toksi¢nosti (Adams i sar., 1985).

1.2.1.3 Organizmi u ekotoksikoloskim testovima (model-organizmi)

Model-organizmi, kao i sami ekotoksikoloski testovi, trebalo bi da budu izabrani na
osnovu taksonomskih, ekoloskih, toksikoloskih i hemijskih kriterijuma, medu kojima su posebno
znacajni osetljivost i nacin reakcije organizama na stresore. Akvati¢ni beski¢menjaci, mekusci,
artropode 1 ki¢menjaci uglavnom Su podlozniji uticaju ksenobiotika u Zivotnoj sredini nego
vecina terestri¢nih organizama. Visoka podloznost akvati¢nih organizama uslovljena je razli¢itim
fizioloskim karakteristikama: epidermis je potpuno ili delimi¢no (8krge) hidrofilan; uglavnom ne
poseduju zastitnu kutikulu ili mehanizme protiv isuSivanja; disanje uglavnom obavljaju preko
koze; parenteralni unos organskih 1 anorganskih supstanci je cest, pogotovo medu
beski¢menjacima (Markert i sar., 2003). Stanovnici sedimenta (bentosni organizmi) predstavljaju
sloZzenu hidrobiocenozu sa vaznom ulogom u kruZenju materije i protoku energije, a pre svega u
dekompoziciji organske materije. Predstavnici bentosne hidrobiocenoze ¢ine odlicne model-
organizme jer pre svega mogu biti izloZeni toksi¢nim agensima kroz tri primarna izvora: putem
intersticijalne vode, putem samog sedimenta ili preko samog vodenog stuba. Hrana takode moze
biti izvor toksicnih supstanci, a tip ishrane (koji ukljucuje tip i koli¢inu prose¢eno koris¢ene
hrane od strane organizma) u velikoj meri ¢e kontrolisati dozu unete supstance iz sedimenta
(Adams, 1884). Bentosni beski¢menjaci Cesto selektivno konzumiraju cCestice sa vecom

koncentracijom ugljenika, koje mogu na sebi sadrzati viSu koncentraciju toksi¢nih supstanci.
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Organizmi koji se hrane detritusom najvecu koli¢inu supstance une¢e U organizam direktnom
konzumacijom sedimenata. Kod amfipodnih ra¢i¢a (Landrum, 1989) i Skoljki (Boes i sar., 1990)
unos preko digestivnog sistema moze biti ve¢i od biokoncentracije preko respiratornog sistema i
integumenta. Organizmi u direktnom kontaktu sa sedimentom mogu akumulisati kontaminante
direktnom apsorpcijom preko telesnog zida ili preko integumenta (Knezovich i sar., 1987).
Procene unosa toksi¢nih supstanci posebno su zahtevne kod epibenticnih organizama, koji
naseljavaju i sedimente i vodeni stub. Treba uzeti u obzir da iako odredene supstance imaju
veliki potencijal vezivanja za sedimente, mogu i dalje biti dostipne za bentosne organizme.

Izbor adekvatnog model-organizma ima znacajan uticaj na ekolosku relevantnost, uspeh,
isplativost i interpretaciju ekotoksikoloskog testa. Mora se uzeti u obzir da jedna vrsta ne moze
biti dovoljan indikator za sve tipove sedimenata i ispitivanih agenasa. lzbor vrste treba da se
zasniva na: osetljivosti vrste na prisustvo zagadujuce supstance koja se testira, njenom ponasanju
u sedimentu, na¢inu ishrane, ekoloskoj relevantnosti, geografskoj distribuciji, taksonomskoj
bliskosti sa autohtonim vrstama, dostupnosti, toleranciji vrste na prirodne geohemijske
karakteristike sedimenta (veliine Cestica sedimenta) i postojanju standardizovanih metoda koje
se tiCu date vrste (US EPA, 1994). Vrsta, dakle, mora biti dobar bioindikator prisustva testirane
Cestice, kako u samoj Zivotnoj sredini tako i u laboratorijskim testovima. Takode, potrebno je i
izvrsiti adekvatan odabir biomarkera ¢iji ¢e nivo ili promene najadekvatnije pokazati efekte koje
posmatrani uticaj ima na organizme. Mnoge bentosne vrste, koje mozda mogu biti prikladne za
testiranje toksi¢nosti sedimenta, ne ispunjavaju sve kriterijume za selekciju jer je istorijski jako
malo paznje posveceno razvijanju protokola za bentosne organizme, te postoji veoma malo
adekvatnih literaturnih podataka. Znacajan kriterijum za odabir vrste predstavlja i mogucnost
jednostavne Kkultivacije u laboratoriji i ekonomicnost sprovodenja testova. U pogledu
jednostavnosti odrzavanja laboratorijskih populacija uvek je pogodnija upotreba jednostavnijih
organizama kakvi su beski¢menjaci, koji imaju jednostavnije zahteve od sloZenijih organizama
kakvi su ki¢menjaci. Odabrani model organizmi mogu biti poreklom iz laboratorijski uzgajanih
populacija ili pak mogu biti prikupljeni iz prirodnih populacija (pri tome treba voditi racuna da
lokaliteti sa kojih se uzorkuju organizmi nisu blizu izvora zagadenja supstancom koja se ispituje
u testu, kako ne bi posedovali neki vid prirodne prilagodenosti na tu supstancu).

Poslednji, ali podjednako vazan, jeste i eticki kriterijum za odabor vrsta. Poslednjih

decenija svest o dobrobiti i konceptu prava laboratorijskih zivotinja doveli su do poostravanja
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mera i pravila za njihovo kori$¢enje u ekotoksikologiji. Upotreba nesisarskih i beski¢menjackih
vrsta, pre svega organizama sa nizim stepenom razvica (kao Sto su makrobeski¢menjaci), ne
zahteva odobrenja etickih komiteta koja mogu biti izuzetno opS$irna i skupocena, a daje veoma
informativne rezultate koji se mogu ekstrapolirati na slozenije sisteme (Moros i sar., 2019;
Andersen i Winter, 2019).

S obzirom na sve navedene ¢injenice, treba biti vrlo obazriv pri izboru model organizama
u ekotoksikoloskim testovima, dobro poznavati njihovu biologiju i ekologiju i razmotriti
moguénost testiranja iste supstance putem nekoliko razli¢itih biomarkera i pomoc¢u nekoliko
razli¢itih model-organizama.

Kada se uzme u obzir dosadasnja literatura koja se ti¢e procene uticaja antropogenih
stresora, od molekularnog pa sve do ekosistemskog nivoa, makroinvertebrate su zastupljene u
velikom broju istrazivanja (Laini i sar., 2018). Od svih invertebrata, endokrini sistem je najbolje
proucen kod insekata, pa se efekti koji su potencijalno povezani sa endokrinim sistemom mogu
proucavati na ovim organizmima. Specifi¢ni insekticidi tre¢e generacije, antagonisti i agonisti
juvenilnih hormona i ekdizona supstance su cije je dejstvo poznato i mogu se koristiti kao
referentne supstance pri izu¢avanju potencijalnih endokrinih efekata. Efekti stresora u prirodnim
kontaminiranim lokalitetima uglavnom su ispitivani na nivou populacija i zajednica, preko
procene brojnosti populacija, bogatstva i ujednacenosti kombinacija vrsta makroinvertebrata; ali
1 preko osobina (mase, duzine, forme) 1 karakteristika Zivotnih istorija, tj. adaptivnih vrednosti
vrsta u smislu duZine Zivota, reprodukcije, broja potomaka, disperzionog potencijala itd.
(Statzner et al., 2005). Efekti stresora na nivou organizma ispitivani su preko promena u stopi
rasta ili reprodukcije, ali 1 stopi prisustva morfoloskih deformiteta larvi hironomida uzorkovanih
iz prirodnih kontaminiranih staniSta (Martinez i sar., 2002). Mnogi fizioloski odgovori (efekti na
suborganizmalnom nivou), kao $to je promena u respiraciji i metabolizmu, takode su koris¢eni
kao indikatori stresa, npr. rad Buchwalter i Luoma, 2005, na proceni uticaja cinka i kadmijuma
na nekoliko akvati¢nih insekata iz reda Ephemeroptera, Trichoptera i Plecoptera.

Od svih makrobeski¢menjaka, Familija Chironomidae najSire je rasprostranjena, vrlo
¢esto 1 najbrojnija grupa insekata u slatkovonim ekosistemima (MiloSevi¢, 2013; Armitage 1 sar,
1995). Hironomide nastanjuju sve svetske kontinente izuzev Antarktika, a familija je podeljena u
11 potfamilija i 22 tribusa (Ferrington, 2007). Siroka geografska distribucija je, mozda, posledica
starosti familije (smatra se da su nastale nekada u juri) (Armitage i sar, 1995; Brundin, 1966).
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Vrste se mogu naci u Sirokom dijapazonu staniSta, ali su ukupno 339 taksona i 4.147 vrsta
potpuno akvati¢ne u preadultnim stupnjevima (Ferrington, 2007). Cinjenica da se mogu naéi u
skoro svakom tipu vodenog staniSta i da imaju vrlo Sirok ekoloski raspon i osetljivost ¢ini ih
izuzetno dobrim biondikatorima koji ukazuju na stanja zivotne sredine (Dickman i Rygiel, 1996).

Uzimajuéi u obzir navedene karakteristike, u ovoj doktorskoj disertaciji predstavnici

hironomida kori$¢eni su kao model-organizmi, te ¢e o njima dalje biti vise reci.

1.2.1.3.1 Hironomide kao model-organizmi

Hironomide su idealni organizmi za ekotoksikoloska ispitivanja akvati¢nih sedimenata iz
nekoliko osnovnih razloga:

- provode vedinu svog zivota u povrSinskim sedimentima, gde su u stadijumu larve
izlozene raznim agensima (pre svega fizickim kontaktom i ingestijom);

- imaju kratak Zivotni ciklus koji se broji nedeljama (veoma dobro proucen) i visok
fekunditet, a kod nekih vrsta moguce je uspostaviti 10 ili vise generacija godisnje u laboratoriji;

- relativno su osetljive na polutante i koriste se u standardnim ekotoksikoloskim
testovima.

Pored navedenih osobina, treba uzeti u obzir da su hironomide holometabolni insekti, pa
prolaze kroz potpunu metamorfozu tokom hroni¢nih testova, a nakon izletanja vrlo je lako
razlikovati muske i Zenske jedinke. Kompletan zivotni ciklus Chironomus riparius na 20° C u
laboratoriji se zavrSava za 20-28 dana, a C. tentans za 28-65 dana, §to je dovoljan period za
proucavanje hroni¢ne izloZenosti (dovoljno da reprezentuje izloZzenost u prirodnim uslovima, a
povoljno za laboratorijski rad) (Bruns i Weltje, 2009).

Medu hironomidama, jedan od najrasprostranjenijih i najbogatijih vrstama je rod
Chironomus (Salmelin i sar., 2015). Predstavnici Chironomus spp. su koris¢eni u mnogim
studijama, od kojih se C. tentans, C. riparius i C. yoshimatsui koriste kao standardni model-
organizmi u testovima toksi¢nosti. Druge vrste su takode koriS¢ene: Cryptochironomus 1
Procladius (Warwick, 1988); C. anthracinus i C. plumosus (Salmelin i sar., 2015); Chironomus
sancticaroli (Rebechi i sar., 2012); C. plumosus, Cryptochironomus, Procladius (Warwick i

Tisdale, 1988), ali u manjoj meri.
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S obzirom da su za potrebe ove doktorske disertacije kao model organizmi koriS¢ene
jedinke vrsta Chironomus tentans, FABRICIUS, 1805, i Chironomus riparius, MEIGEN, 1804,
neophodno je predstaviti osnovne informacije o ovim vrstama, relevantne za razumevanja

njihove upotrebe u ekotoksikoloskim testovima, kao i kasniju interpretaciju rezultata

Biologija i ekologija hironomida (vrsta Chironomus tentans i Chironomus riparius)

Veliki broj radova bavi se biologijom hironomida, medutim detaljna ekologija 1 Zivotni
ciklusi mnogih vrsta jo$ uvek su nepoznanca. Mnoge generalne faunisticke studije izostavljaju
hironomide ili se povr$no bave njima, a osnovni razlog za to je nedovoljno poznata taksonomija i
filogenija, teSka determinacija velikog broja vrsta, kao 1 mali broj stru¢njaka iz ove oblasti
(Armitage i sar., 2012; Pillot, 2009). Jedan od najbolje izu¢avanih tribusa je tribus Chironomini,
¢ije populacije mogu biti izuzetno brojne u akvaticnim sredinama, ali prisutne i u jako
zagadenim staniStima. Larve tribusa Chironomini poznate su kao “krvavi crvi” (eng.
bloodworms) zbog karakteristi¢ne izrazito crvene boje usled prisustva hemoglobina u hemolimfi.
U ovom tribusu, rod Chironomus je jedan od najbrojnijih, a i najznacajanijih sa ekoloskog,
bioindikatorskog, ekotoksikoloskog, medicinskog i mnogih drugih aspekata (Armitage i sar.,
1995), kao §to je ve¢ navedeno. Zbog svojih jedinstvenih karakteristika, vrste roda Chironomus
koriste se u taksonomiji, citogenetici, molekularnoj filogeniji, fiziologiji, ekotoksikologiji,
paleolimnologiji, studijama kontrole Stetocina, a nedavno je predlozeno ponovno koriSéenje
hironomida kao model-organizama u studijama evolucije razvica, poznatijim kao evo-devo

(Thorat i Nath, 2013).
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Vrste Chironomus tentans i Chironomus riparius u taksonomskom pogledu pripadaju

rodu Chironomus i tribusu Chironomini (slika 7).

B

Filum: Arthropoda
Klasa Insecta
Red: Diptera
Podred: Nematocera
Infrared: Culicomorpha
Superfamilija: Chironomoidea
Familija: Chironomidae
Subfamilija: Chironominae
Tribus: Chironomini
Rod: Chironomus

Slika 7 - A — sistematika roda Chironomus; B — Odrasli muzjak vrste Chironomus tentans; C - Odrasli muzjak vrste Chironomus
riparius. lzvor slika: https://diptera.info/forum/viewthread.php?thread_id=86548&pid=360393 i
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/205195v2.full

Obe vrste spadaju medu najrasprostranjenije u okviru roda Chironomus, Zive u umerenoj
temperaturnoj zoni, mogu se nac¢i u skoro svim evropskim zemljama, a najbrojnije su u
holocenskim i pleistocenskim regionima (Pillot, 2009). Obe vrste su preporucene kao standardni
model-organizmi u ekotoksikoloskim testovima u Evropi (pretezno vrsta C. riparius) i Americi
(pretezno vrsta C. tentans) (Hill, 1993; Ingersoll, 1995). Razlike u njihovoj biologiji i ekologiji,
pa i U odgovoru na toksi¢ne agense izuzetno SU male, uz neznatno vecu osetljivost vrste C.
tentans (Watts i Pascoe, 2000a; Watts i Pascoe, 2000b). Schmidt-Kloiber i Hering, 2015,
objedinili su informacije o autekologiji, ekoloskim preferencijama i bioloskim osobinama

slatkovodnih vrsta, koje se mogu naéi na sajtu www.freshwaterecology.info 23, prema kojem

veéina osobina ovih dveju vrsta ima sli¢éne vrednosti (Brabec i sar., 2020; Schmidt-Kloiber i
Hering, 2015). Trenutno, sinonimi pod kojima se moze navoditi vrsta C. tentans jesu: C. dilutus i
Camptochironomus tentans; a vrsta C. riparis: C. albistria, C. serus, C. militaris i retko Tendipes
riparius (Pillot, 2009).

23 Sajt sadrzi bazu podataka iz vise nauénih izvora i rezultat je rada velikog broja nauénika. Baza se svakodnevno
obnavlja, te daje najnovije podatke o slatkovodnim vrstama i pruza moguénost medusobnog uporedivanja taksona.
Podaci o familiji Chironomidae rad su autora Brabec i sar., a najnovije informacije koje su o vrstama izlozene u
tekstu ove disertacije preuzete su 2020. godine.
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Morfologija i identifikacija
Sve vrste hironomida u fizickom pogledu podse¢aju na komarce u odraslom stadijumu,

medutim, za razliku od komaraca, one ne poseduju izduzen usni aparat, niti krilne ljuspe. Kao $to
je ve¢ napomenuto, Chironomus sp. karakteriSe jarkocrvena boja u larvalnom stadijumu zbog
prisustva hemoglobina. Ovaj respiratorni protein $iroko je rasprostranjen medu ki¢menjacima, ali
se medu insektima sre¢e kod vrlo malo predstavnika, Sto hironomide ¢ini zaista jedinstvenim.
Hemoglobin hironomida ima mnoge specifi¢ne karakteristike: visok polimorfizam, visok afinitet
prema kiseoniku i ekstracelularnu lokalizaciju (Osmulski i Leyko, 1986). Hemoglobin se
sintetiSe u masnom tkivu larvi, odakle se sekretuje u hemolimfu 1, S obzirom na njegovu vaznu
ulogu u oksidativnim procesima u organizmu, ima veliki potencijal u bioindikaciji (Choi i sar.,
1999). Smatra se da se hemoglobin razvio kod beski¢menjaka radi prilagodavanja nepovoljnim
uslovima okruZenja jer ovaj pigment pomaze u odrzavanju aerobnog metabolizma u uslovima
niskog kiseonika (Lee i sar., 2006). Cini se da hemoglobin kod roda Chironomus ispunjava
fizioloske uloge u transportu i skladiStenju kiseonika u larvama koje se zakopavaju u hipoksi¢an
sediment (Osmulski i Leyko, 1986), a vancelijska lokalizacija poboljsavaju eksploataciju
kiseonika u hipoksi¢noj sredini (Weber, 1980).

U svakom delu zivotnog ciklusa postoje morfoloSke specificnosti koje odvajaju vrste u
okviru familije hironomida, a koje je moguce uociti samo uz detaljno posmatranje struktura od

strane obucenih stru¢njaka (slika 8).

Slika 8 - Fotografija razli¢itih razvojnih stadijuma C. tentans u laboratoriji A- paket jaja, B- larva ¢etvrtog stupnja, C — Odrasla
jedinka, imago (muzjak).
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Larve hironomida vrlo su specificne po strukturi glavene Caure 1 usnog aparata, kao 1
nastavaka na kraju abdomena, a ove strukture najbolje su izraZzene kod larvi Cetvrtog stupnja, te
se one najvise koriste u identifikaciji (Vallenduuk, 2017). Parapodije (lazne noge) nalaze se na
prvom torakalnom i poslednjem abdominalnom segmentu, a na VIII abdominalnom segmentu se
nalazi i ventralni par tubula. Strukture na glavenoj cauri (guli) predstavljaju taksonomski

karakter (slika 9).

pecten epipharyngis 2

premandibula Bi ‘\ {)
(A
antena }‘ 1\ _/\

N (
mandibula ,’\

ABl ——434
A 5
\ |Sb
RO \
mentum LR A
ventromentalna :
ploca v Str

%—.—PM&I “'6

Slika 9 — Ventralni izgled glavene ¢aure vrste Chironomus sancticaroli na kome se uocavaju strukture izdvojene za morfolosku
analizu u radu Rebechi i Navarro-Silva, 2012, a koje se generalno nalaze na glavi roda Chironomus (2) desna antena; (3) desna
mandibula; (4) premandibula; (5) pecten epipharyngis; (6) ventromentalna plo¢a; (7) mentum. T: trifidni centralni zub L:
lateralni zubi, RO: kruzni organ, Sb: bazalni segment, ABI: akcesorna ostrica, Bl: ostrica, Fl: antenalni bi¢, Mo: mola, PMa:
pecten mandibularis, PmB: premandibularna cetka, , Si: seta internalis, SSd: seta subdentalis, Str: strije, (preuzeto iz rada
Rebechi i Navarro-Silva, 2012)

Glava se sastoji iz potpuno sklerotizovanog kranijuma sastavljenog iz dorzalne apotome i
para lateralnih gena (obraza) koji sa¢injavaju nekoliko struktura koje poseduju sete, tj. dlacice:
labrum — anteriorna ekstenzija frontalne apotome, na ¢ijoj ventralnoj strani je labralna lamela
(pektinozna struktura V oblika sa cekinjama koje verovatno imaju culnu ulogu), potom
epifarinks ili palatum (nazubljena struktura U oblika iza labralne margine, verovatno sa ulogom
u manipulaciji hrane); sa donje strane labruma nalaze se parne premandibule (strukture savijene
ka usnom otvoru sa obe strane labruma, sa dva apikalna zuba i premandibularnom ¢etkom) i
parne, pokretne, nazubljene mandibule; klipeus; mentum (nazubljena ploca) sa posterolateralnim

prosirenjima, Koji Se nazivaju ventromentalnim plo¢ama (koje pomazu u ispredanju niti nastalih
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u pljuva¢nim Zlezdama) i submentum (posteriorno od mentuma) (Armitage i sar., 2012). Vecina
navedenih struktura, kao i broj i raspored seta na njima Koristi se u identifikaciji od nivoa
potfamilije do nivoa vrsta. O¢i, kao 1 kod ostalih jedinki subfamilije Chironominae, predstavljene
Su duplim o¢nim mrljama postavljenim vertikalno. Antene imaju ¢ulnu ulogu i sastavljene su iz
delova koji se ne menjaju tokom larvalnog razvitka: bazalnog segmenta, flageluma sa cetiri
Clanaka, antenalne oStrice i akcesorne oS$trice i prstenastog organa (Rebechi i sar., 2012). Pri
identifikaciji se mogu Koristiti i jedinke u odraslom ili u stadijumu pupe (Hein i Mahadeva,
1992). Kod odraslih jedinki izrazen je polni dimorfizam: zenke imaju kratke nitaste antene i
zdepast abdomen, a muZjaci imaju duge peraste antene i izduzen abdomen. Na kraju abdomena
muzjaka nalazi se karakteristiCan par ,.kop¢i“ (polnih struktura sastavljenih iz gonokoksita 1
gonostilusa, koje pomazu pridrzavanje Zenki tokom parenja) (Armitage i sar., 2012). Krila
odraslih muzjaka i1 zenki karakteristicna su za vrste i pokazuju polni dimorfizam u obliku, koji
jos§ uvek nije dovoljno proucen, mada su kod vecine vrsta krila Zenki veca 1 Sira. Membrana krila
podeljena je u ¢elije koje se imenuju prema anteriornoj veni koja ih razdvaja (Armitage i sar.,
2012). Pored krila, izgled i proporcija elemenata ekstremiteta (nogu) mogu biti znacajan
taksonomski karakter.

lako se karakteristike eksterne anatomije hironomida, kao izuzetno konzervativne
strukture, najceSce koriste u njihovoj identifikaciji, moguce je identifikovati ih i putem
hromozoma, takozvanim citotaksonomskim pristupom. Kao i ostali predstavnici reda Diptera,
hironomide su diploidi koji imaju relativno mali broj hromozoma (2n, od 4 do 8), a Cesto
formiraju i politene hromozome putem endomitoze (Armitage i sar., 2012). Endomitoza, bez
pratece nukleusne ili ¢elijske divizije, dovodi do stvaranja ¢ak i 3.000 do 4.000 hromatida koje
ostaju spojene zajedno, a po nekad dolazi i do povecenja koli¢ine DNK i do 22 puta (Edstrom i
Daneholt, 1967). Ovo dovodi do pojave gigantskih interfaznih hromozoma (do 800 pm duzine),
¢ak 100 puta vecih od proseénih, a koji su najéesce prisutni u pljuvaénim zlezdama, mada se
mogu naci 1 u epitelu creva i malpigijevim tubulama (uglavnom u ekskretornim tkivima, kao 1
kod vinske musice, Drosophile melanogaster) (Edstrém i Daneholt, 1967). Zapravo, ovakvi
hromozomi prvi put su i otkriveni na rodu Chironomus (Balbiani, 1881). Kod vrste C. tentans
prvi put su uocene i velike nakupine hromozomske DNK na mestima najintenzivnije
transkripcije, koje su idealne za proucavanje aktivnih gena. Ove strukture nazvane su

“Balbianijevi prstenovi” (eng. puffs/ Balbiani rings). Pokazalo se da svaka vrsta ima jedinstven
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izgled politenih hromozoma: specifiénu §emu traka,?* polozaj i oblik centromera®, broj i poloZaj
balbijanijevih prstenova, broj i polozaj nukleolusa i organizaciju ¢itavih hromozoma Koji se
mogu koristiti u identifikaciji.

Pored citotaksonomije, poslednjih godina se sve vise koristi tehnika DNK barkodiranja:
kao jedinstven identifikator vrsta koristi se varijacija sekvenci kratkih fragmenata DNK. U
najsiroj upotrebi je analiza DNK fragmenta od 648 baznih parova mitohondrijskog gena za
citohrom ¢ oksidazu, subjedinicu 1 gena (COI), koji su predlozili i Hebert i sar., 2003. Ova
tehnika predstavlja dodatni pomak od gotovo iskljué¢ivog oslanjanja na morfoloske karaktere u
identifikaciji vrsta ka sofisticiranijoj analizi molekularnih karaktera (Ekrem i sar., 2010). Velika
prednost koriS¢enja DNK barkodinga je u mogucénosti analize jedinki bilo kog stadijuma ili
stupnja razvi¢a, kao i jedinki koje su oSte¢ene i koje je nemoguce identifikovati vizuelnim

putem. Naravno, za najprecizniju identifikaciju vrsta koristi se kombinacija sve tri tehnike.

Zivotni ciklus
Hironomide su holometabolni insekti i prolaze kroz Cetiri zivotna stadijuma: jaje, larva,

pupa (prepupa) i odrasla jedinka-imago (slika 9).

Zenke Chironomus spp polazu jaja uronjena helikalno u Zelatinozni matriks. Ovipozicija
se deSava u rano jutro ili kasno popodne, a Zenka polaze jedan paket jaja na povrSinu vode ili ga
kaci na biljke i plutajuée objekte. U jednom paketu moze biti od 30 do 600, a u nekim
slucajevima ¢ak i do 2.100 jaja (Moler Pillot, 2009). Najve¢i broj jaja po jednom paketu
zabelezen kod hironomida je bas kod vrste C. tentans i iznosio je 3.300 (Moler Pillot, 2009). 1z
jaja se za dva do cetiri dana izlegu mlade larve prvog stupnja koje su veoma aktivne i
fototaksi¢ne, planktonske su, kre¢u se ka svetlosti 1 disperguju. Temperatura utice na brzinu
izleganja larvi iz jaja, pa je tako za vrstu C. tentans za izleganje potrebno 17,5 dana pri
temperaturi od 8,8° C, a samo tri dana na temperaturi od 22,1° C (Armitage i sar., 1995). Za vrstu
C. riparius na temperaturi od 18° C larve se izlezu veoma sporo, tj. za 6 dana, a na temperaturi
0d 22 ° C do 26 ° C se izlezu za 2 dana (Sahragard i Rafatifard, 2010). Larve prvog stupnja prvo
se hrane zelatinoznom masom koja je obavijala jaja, kako bi sakupile snagu pre disperzije

(Armitage i sar., 1995). Prilikom prelaska u drugi stupanj, larve razvijaju hemoglobin i

24 Tamne trake, tj. kondenzovani aktivni heterohromatinski region i svetle trake, tj. euhromatinski region.
25 Primarno suZenje koje spaha hromatide.
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ukopavaju se u sediment, gde prolaze kroz ¢etiri larvalna stupnja (svaki u trajanju oko cetiri
dana). Larve potom ulaze u medustadijum prepupe, potom u stadijum pupe (lutke), nakon ¢ega
eklozijom putem cepanja egzuvije i izletanjem, prelaze u imago — odraslu jedinku (C. riparius za
15 do 28 dana; C. tentans za 23 do 65 dana, zavisno od temperature). Zenke izleu nakon
muzjaka, zajedno formiraju rojeve i pare se u vazduhu ili povremeno na nekom supstratu (u

prirodi uglavnom od aprila do septembra ili novembra).

Slika 9 - Ilustracija Zivotnog ciklusa hironomida: a — parenje odraslih jediki se odvija na povrsini vode ili u vazduhu (rojenje), b —
Zenka polaZe jaja na Cvrst predmet u vodi, ¢ — paket jaja (helikalno postavljena jaja u Zelatinoznom matriksu), d — larva prvog
stupnja je slobodno plivajuca i fototaksicna, e — larve od drugog do Cetvrtog stupnja zive ukopane u sedimentu u cevéicama koje
same prave, F — larve se ulutkavaju i krecu se ka povrsini vode u vidu lutke, tj. pupe, g — eklozijom, odrasle jedinke izleéu iz vode
i za sobom ostavljaju koSuljice, tj. egzuvije.

U prirodi obe vrste mogu imati dve ili tri generacija godiSnje, pri cemu prezimljavaju u

stadijumu larve u razli¢itim razvojnim stupnjevima, a razvoj larvi prestaje kada se smanji duZina

obdanice (Pillot, 2009). U laboratorijskim uslovima obe vrste mogu imati veliki broj generacija.
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Gustina populacije
Marier, 1951, je zabelezio gustinu od 22.000 larvi po metru kvadratnom u zagadenom

vodenom basenu, dok je Shilova, 1976, zabelezila maksimalnu brojnost od 7.000 larvi po metru
kvadratnom. Zbog izuzetne brojnosti u bentosu vodenih ekosistema, joS od Tinemann-a, 1964,
vrste roda Chironomus proucavane su kao vazan sastavni deo ciklusa kruZenja materije i protoka
energije kroz ekosistem. Velika gustina populacije, osim Sto oc¢igledno utice na sam produktivitet
sistema, utiCe i na troficke veze u sistemu, kao i na fizicke i hemiske karakteristike ekosistema

(Armitage i sar., 1995).

Ishrana
Ishrana hironomida jo$ uvek nije dovoljno istrazena, jedino se sa sigurno$¢u moze re¢i da

su omnivorne vrste ¢ija je ishrana neselektivna 1 zavisi od dostupne hrane u ekosistemu i njene
nutritivne vrednosti (Armitage i sar., 1995). Prema funkcionalnoj grupi ishrane (eng. Functional
Feeding Group — FFG) svrstavaju se u sledece grupe: C. tentans — 60% sakupljaci/kolektori, 30%
aktivni filtratori, 10% sekaci; C. riparius — 70% sakupljaci/kolektori, 30% aktivni fitratori
(Brabec i sar., 2020; Schmidt-Kloiber i Hering, 2015). Obe vrste pretezno Su sakupljaci
kolektori, §to zna¢i da se hrane sakupljanjem sitnih Cestica organske materije poreklom iz
sedimenta (eng. Fine Particulate Organic Matter — FPOM, 0.5 pm — 1000 pm), a manji deo hrane
usvajaju aktivnim filtriranjem Cestica rastvorenih u vodenom stubu, koje mogu biti i fine i
krupnije Cestice (eng. Coarse Particulate Organic Matter — CPOM, >1000 um), pri ¢emu C.
tentans moZze usvajati ¢ak 1 opalo lis¢e 1 biljna tkiva putem seckanja (Moog, 1995). FFG sistem
se koristi u ekoloskim analizama slatkovodnih ekosistema jer klasifikuje organizme prema
mehanizmu unosa i dobavljanja hrane, kao i tipu hranidbenih resursa, te daje informacije o
njihovoj morfologiji, ponaSanju, preferenciji mikrostanista i trofickim odnosima (Cummins,
1973; Moog, 1995). Zabelezeno je da larve prvog stupnja pretezno unose Cestice veli¢ine do 20
um, a da larve Cetvrtog stupnja uglavnom unose Cestice od 60 um do 200 pum, dok se odrasle
jedinke ne hrane, mada je zabeleZeno hranjenje biljnim sokovima (Moler Pillot, 2009; Armitage i
sar., 1995). Larve Zive ukopane u sedimentu u cev¢icama koje su izgradene od algi i delova
sedimenta, a koje grade pomocu ekskreta pljuvac¢nih zlezdi (Armitage i sar., 1995). Larve
uglavnom unose Cestice detritusa, bakterije, filamentozne i jednocelijske alge (vrlo retko i
zivotinjski materijal), a kao dodatak prikupljaju hranu sa dna u blizini svojih cevcica (Pillot,

2009). Tokom strazivanja sadrzaja crevnog sistema larvi u nekima su pronadeni ostaci vrste
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Typha sp. u raspadanju bez algi, dok je kod drugih sadrzaj bio sastavljan uglavnom od algi
(Armitage i sar., 1995), sto potvrduje nepotpunu selektivnost u ishrani. Ukoliko ne mogu da
pronadu nikakvu hranu, izlaze iz cevcica ili ih nadograduju do 10 cm, ili ¢ak do 30 cm. S
obzirom na nacin zivota i ishrane, larve ovih dveju vrsta predstavljaju jednu od najnizih karika u
lancu razlaganja materije, a svojim aktivnostima pomazu bioturbaciju (meSanje Cestica) U
sedimentu 1 odgovorne su za promet velikih koli¢ina organske materije u akvati¢nim

ekosistemima.

Staniste
Larve su, ugavnom, prisutne u malim staja¢im vodama, a mogu se naci i u barama koje

presusuju (efemerne bare), prezivljavajuci jako dug period na suvom dnu (Moler Pillot, 2009).
Postoji i par podataka o prisustvu u teku¢im vodama, ali uglavnom u mirnim delovima
vodotokova. Larve su karakteristicne za eutrofna jezera i moguce ih je nadi u izuzetno
zagadenim vodama, pri ¢emu se C. tentans obi¢no nalazi u alfa mezosaprobnim, a C. riparius u
polisaprobnim vodama (Brabec i sar., 2020; Schmidt-Kloiber i Hering, 2015; Janecek i sar.,
2002; 1995). Larve i egzuvije su najviSe izucavane u Holandiji, gde su pronadene i u
mezotrofnim vodama (Moler Pillot, 2009), pri ¢emu preferiraju alkalnije sredine (Moler Pillot,
2009). U Holandiji su radena istrazivanja na 143 lokaiteta i retko su pronalazene jedinke u vodi
sa pH ispod 7,5. Medutim, postoji nekoliko podataka o prisustvu larvi i egzuvija u kiselim
vodama sa pH izmedu 4,5 i 6. Moze se reci i da su obe vrste eurihaline, ali su retko nalazene u
braki¢nim vodama, naj¢esc¢e su prisutne u oligohalinim, a vrlo retko mezohalinim vodama.

Zbog svog ukopavajuceg nacina zivota imaju veliki uticaj na samo staniSte: dokazano je
da se ukopavaju samo nekoliko centimetara ispod povrsine, ali da njihova aktivnost uti¢e znatno
na bioturbaciju, a samim tim i na hemiju sedimenta i vode. Istrazivanja na jezeru Mendota
(Viskonisn, SAD) pokazala su da se sa povecanjem aktivnosti C. tentans i C. riparius,
povecavalo oslobadanje forsfora iz podloge, pri ¢emu je stepen oslobadanja zavisio od

temperature, gustine i biomase hironomida (Armitage i sar., 1995).

Mikrostaniste
Obe vrste zive u staniStima bogatim detritusom, mogu se na¢i na mnogim stanistima, ali

im je neophodno prisustvo vodenog bilja (Moler Pillot, 2009). U veéini slucajeva larve su
prikupljane sa stabljika Typha sp., sa dna pokrivenog grubim biljnim materijalom, kao Sto je

Fucus sp. u raspadanju, retko na dnu sa finim muljem bez kupnijih ¢estica. Moguce ih je naci 1
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na organskom 1 neorganskom mulju koji je veoma zagaden. Kao §to je ve¢ navedeno, zive u
cev¢icama koje same grade, a formiranje cevcica traje od sat vremena do tri sata (Armitage 1 sar,

1995).

Predatori
Akvaticni insekti sadrze u proseku od 55% do 56% proteina (suva masa), pa predstavljaju

veliki izvor aminokiselina za druge insekte, ribe i ostale ki¢menjake koji su vezani za akvaticne
ekosisteme (Armitage i sar., 1995). Velika koli¢ina biomase hironomida u ekosistemu
omogucava znacajan izvor hrane za vecéinu predatora. Veliki broj kicmenjaka u vodenim
ekosistemima koristi hironomide u ishrani, pre svega larve, a u manjoj meri i lutke i odrasle
jedinke (Armitage i sar., 1995). Kod nekih vrsta vodozemaca, kao $to su mrmoljci, Triturus sp.,
larve C. tentans i C. riparius mogu predstavljati glavni izvor hrane, a odraslim jedinkama se
hrane i mnoge zabe. Njima se hrane i mnoge vrste ptica, pogotovo pataka (familija Anatidae), i
to uglavnom lutkama koje su najlakSe uocljive dok se migolje pri povrSini vode, retko kada
adultnim jedinkama, ¢ak izbegavaju velike rojeve. Glavni izvor hrane predstavljaju ribama, kao
Sto su pastrmka, Salmo trutta; pes, Cottus gobio; pijor, Phoxinus phoxinus i druge, a njima se
mogu hraniti i neke vrste rakova, planarija, insekata (Carabida), musica (Asilida) i paukova
(Armitage i sar., 1995). Zbog toga Sto su omiljena hrana ribama, vestacke imitacije hironomida

se uspesno koriste kao mamac u ribolovu.

Chironomus spp sa antropogenog aspekta
lako nisu pravi komarci, hironomide ipak mogu izazvati neke probleme ljudima. Zbog

izuzetne gustine populacije, moze se desiti da veliki broj jedinki napravi ogromne rojeve pri
ekloziji, koji mogu smetati prolaznicima, smanjiti vidljivost pri voznji, izazvati Stete na filterima
ili ¢ak u rezervoarima za vodu (Armitage i sar., 1995). Imunoloska reacija na neke od proteina
adultnih hironomida moze se javiti kod osetljivih osoba ukoliko su u kontaktu sa velikim brojem
jedinki (konjuktivitis, dermatitis, rinitis i astma) (Armitage i sar., 1995). Ove dve vrste nemaju
tendenciju da prave prevelike rojeve, pa zato ne predstavljaju veliku pretnju za Coveka. Sa dugim
vrstama je, medutim, pokuSana bioloska kontrola putem parazita, ¢emu se pridaje velika paznja u

poslednjim decenijama.
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Hironomide u testovima toksic¢nosti

Standardni parametri koji se propisuju za procenu uticaja stresora na hironomide u
najnovijoj literaturi su mortalitet, imobilizacija (uticaj na kretanje), izletanje (od stadijuma pupe
do imaga) i rast. Ovi parametri se uobicajeno koriste u primenjenim i nau¢nim studijama, ali se
veliki napori ulazu u odredivanje novih, subletalnih odgovora na stresore, kao S§to su
bihejvioralne promene — promene u ponasanju (De Bisthoven i sar., 2004), promene u genskoj
ekspresiji (Park i Choi, 2017), biohemijski i metaboli¢ki efekti (Long i sar., 2015) i morfoloske
promene (Tomilina i sar., 2020). Razlog ovome je potreba za razvinjanjem smislenih bioeseja,
koji mogu dati pouzdane informacije o uticaju kontaminanata (posebno pri sredinski relevantnim
koncentracijama), pruziti smislenu indikaciju organskog stresa i koji su dovoljno specificni da
razlikuju efekte razli¢itih vrsta kontaminanata u scenarijima meSovite izloZenosti (Hines 1 sar.,
2010; Jeppe i sar., 2014).

Larve hironomida su se dugo vremena Cinile relativno otpornim na hemijske agense u
testovima toksi¢nosti. Ovaj zakljucak bio je zasnovan na velikom broju kratkoro¢nih testova sa
lavrama ¢etvrtog stupnja i njihovom ekspozicijom testiranim agensima kroz vodeni stub. Ovi
testovi su potcenjivali osetljivost hironomida na prisustvo stresora. Larve hironomida prvog i
drugog stupnja osetljivije su na prisustvo stresora u odnosu na larve treceg i Cetvrtog stupnja.
Istrazivanja su pokazala da su C. tentans larve prvog stupnja bile 6x do 27x osetljivije u odnosu
na larve Cetvrtog stupnja na akutno izlaganje bakru (Nebeker i sar., 1984; Gaus i sar., 1985), a
larve prvog stupnja vrste C. riparius su bile 127x osetljivije u odnosu na larve drugog stupnja na
akutno izlaganje kadmijumu (Wiliams i sar., 1986). Tokom vremena, pokazalo se da dugoro¢nim
izlaganjem hironomida u hroni¢nim testovima toksic¢nosti, koji zapo€inju larvama prvog stupnja,
raste osetljivost na prisustvo neorganskih i organiskih supstanci (Watts i Pascoe, 1996).
Relativna osetljivost razliitih zivotnih stupnjeva na specifi¢ne polutante jo§ uvek nije dovoljno
proucena, sto je neophodno detaljnije prouciti u budué¢im studijama toksi¢nosti.

Sediment bioeseji sa C. tentans obi¢no su pocinjali larvama drugog ili treceg stupnja (10
do 14 dana starosti), nastavljali do ¢etvrtog larvalnog stupnja (do 10 ili 17 dana) i procenjivali
efekte na prezivljavanje i rast larvi (ASTM, 1995; US EPA, 1994). Kasnije se krenulo sa
testovima na C. tentans larvama prvog stupnja u kojima se procenjivala stopa prezivljavanja

jedinki (Nebeker i sar., 1984; 1988), a potom i sa testovima na C. riparius larvama od jedan do

58



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

tri dana starosti koji su trajali do izletanja odraslih jedinki (ASTM, 1995). Pokazalo se da se
larve C. riparius razvijaju do Cetvrtog stupnja za 14 dana na 20° C i da se rast i prezivljavanje
larvi mogu koristiti kao biomarkeri za procenu uticaja toksi¢nih agenasa. Pojavio se 1 veliki broj
radova koji izu€avaju biologiju i ekologiju hironomida, kao i njihov uzgoj u laboratoriji. Takav
je i rad Sahragard i Rafatirafd, 2010, koji proucava uticaj promene temperature na biologiju C.
riparius jedinki u laboratoriji, kroz pracenje njihovog rasta i razvoja, kao i preferencije zenki za
polaganje jaja. Kasnija istrazivanja sprovedena su na laboratorijskim populacijama hironomida
izlaganim razli¢itim agensima, kako bi se izuCavao njihov letalni ili subletalni efekat, medutim
dobijani su kontradiktorni rezultati, u zavisnosti od testirane supstance ili pracenih biomarkera.
Efekti agenasa u laboratorijskim testovima na molekularnom nivou ispitivani su preko nekoliko
parametara: promene nivoa acetilholinesteraze kod vrste C. riparius (Buchwalter i sar., 2004);
promene nivoa oksidaza i metalotioneina ili povecanja oste¢enja DNK kod vrste C. tentans
(Belden i Lydy, 2000). Primeceno je da larve C. tentans ingestuju i ekskretuju herbicid terbutrin i
fluoridon izuzetno brzo, dok se pod uticajem herbicida atrazina u koncentraciji od 1,33 ppm
zaustavlja razvoj larvi na drugom stupnju, $to se takode dogada pod dejstvom lindana u
koncentraciji od 7,3 ppb (Pillot, 2009). Osim ovakvih istrazivanja, molekularna i razvojna
geneticka istrazivanja, biohemijska i fizioloska ispitivanja se ve¢ duzi niz godina vrSe nad
hironomidama, medutim u manjem obimu (Armitage i sar., 1995). Pokazalo se, takode, da
predstavnici Chironomus spp ispoljavaju specifi¢ne fenotipe kao odgovor na prisustvo razli¢itih
stresora (Wiederholm, 1984) 1 da se ova osobina moze primeniti na standardne protokole za
procenu zagadenosti akvati¢nih ekosistema (Servia i sar., 2000; Warwick, 1985).

Sirok spektar odgovora na razli¢ite stresore zahteva detaljnija i sveobuhvatnija
istrazivanja osetljivosti i odgovora vrsta roda Chironomus u toksikoloskim testovima, Kroz

multiparametarsko ispitivanje potencijalno osetljivih biomarkera.

Deformiteti morfoloskih struktura larvi hironomida kao indikatori zagadenja

Kao $to je prethodno navedeno, mnoge hironomide ispoljavaju morfoloske promene
usled prisustva sredinskog stresa, a vecina ovakvih fenotipskih promena primecena je u
stadijumu larve (Martinez i sar., 2002, Di Veroli i sar., 2008). Jedinke hironomida deformisanih

fenotipa pronadene su u sedimentima kontaminiranim organskim i1 neorganskim supstancama, a
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pogotovo teSkim metalima (Al-Shami i sar., 2011; Servia i sar., 2004; Martinez i sar., 2002; de
Bisthoven i sar., 1998). Skorasnja metaanaliza autora Gagliardi i sar., 2016, pokazala je
postojanje 41 studije koje izucavaju efekat hemijskih agenasa na deformitete hironomida u
laboratorijskim uslovima. U odredenom broju studija nije primefeno znacajno povecanje
incidence deformiteta, npr. pri izlaganju nonilfenolu, olovu (Arambourou i sar., 2012) ili
stabilnom olovu (Bird i sar., 1995). S druge strane, odreden broj studija pokazao je znacajno
povecanje stope deformacija, pogotovo pri izlaganju jedinki teskim metalima (Di Veroli i sar.,
2014), ali i nanocesticama (Tomilina i sar., 2015). Medutim, pokazalo se da postoji mnogo
neujednacenosti medu razli¢itim studijama i da su neophodna dodatna ispitivanja osetljivosti
ovog parametra (pojave deformiteta) preciznijim i sofisticiranijim metodama. Godinu dana
kasnije, Gagliardi, 2017, u svojoj doktorskoj disertaciji navodi ukupno 142 studije (objavljene u
vidu naucnih radova, poglavlja i knjiga) koje koriste deformitete hironomida u interpretaciji
ekotoksi¢nosti (laboratorijske, terenske i ostale analize), medu kojima se takode pokazuje velika
neujednacenost rezultata. Za razumevanje pojave deformiteta neophodno je dobro poznavanje
,osnovnog* izgleda morfoloskih struktura kao i najcesce prisutnih vidova deformiteta (Rebechi 1
Navarro-Silva, 2012).

Deformiteti se mogu javiti na razli¢itim morfoloskim strukturama kod larvi, ukljucujuci
mentum, antene, mandibule, premandibule, epifarinks i labralne lamele, a naj¢esc¢e su uocavane
kod larvi Cetvrtog stupnja, verovatno zbog najduzeg vremena izloZenosti sredinskim stresorima
(Salmelin i sar., 2015; Dias i sar., 2008).

Hamilton i Saether, 1971, prvi su predlozili upotrebu deformiteta hironomida za
indikaciju kvaliteta vode, a Warwick i Tisdale, 1988, su prvi detaljnije ispitivali larve (roda
Chironomus, Cryptochironomus i Procladius) i ilustrovali tipi¢ne deformitete na svim
strukturama glavene ¢aure. Njihova kategorizacija deformiteta, u osnovnoj ili manje izmenjenoj
formi, jo$ uvek se koristi u procenama teratogenog efekta zagadujuc¢ih materija (Dias 1 sar.,
2008). lako analiza deformiteta moze biti vrlo subjektivna i davati kontradiktorne rezultate, jos
uvek se primenjuje u ekotoksikologiji, a najnoviji rad na tu temu publikovali su autori Tomilina i

Grebenyuk, 2020, i to za procenu uticaja nanocestica koje sadrze metale (Ag, TiO2, SiO2 i ZnO).
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Deformiteti mentuma
Mentum predstavlja izuzetno

hitinizovanu strukturu koja se nalazi
sa ventralne strane glave, a
posteriorno u odnosu na ostale
delove usnog aparata. Mentum kod
Chironomus spp sastoji se iz
duplozidne labijalne ploce sa 13
sklerotizovanih ~ zuba  (Warwick,
1988). Tipi¢ne aberacije na mentumu
ukljuuju:  nedostajanje,  visak,
cepanje  ili  asimetriju  zuba,
specificna udubljena glatkih zidova
(koja se nazivaju Kohove pukotine) i
potpune devijacije od normalne
konfiguracije mentuma (Langer-
Jaesrich i sar., 2010).

Slika 10 - Tipi¢ni deformiteti medijalnog, tj. centralnog zuba na mentumu
jedinki Chironomus tentans u laboratorijskoj populaciji. (a) normalni, (b)
rascepan, (c) racvast, i (d) multipni procesi. (Preuzeto iz rada Bird, 1995).

Warwick i Tisdale, 1988, razvrstavaju deformitete mentuma u pet kategorija:

deformiteti medijalnog, tj. centralnog zuba,

deformiteti dva velika unutrasnja lateralna zuba,

1
2
3. deformiteti Cetiri manja spoljasnja lateralna zuba,
4

asimetrija ili potpuna reorganizacija osnovne konfiguracije mentuma.

U radu Bird-a iz 1995. na vrsti C. tentans, veéina deformiteta javila se na centralnom

zubu (slika 10). Rad Tomilina i Grebenyuk, 2020, ukazuje na veliki broj blago izrazenih

deformiteta, sa dominacijom dva osnovna tipa deformacija: deformacije centralnog (blago

cepanje, potpuno racvanje ili pojava viska zuba) i deformacije lateralnih zuba (visak ili gubitak

zuba).

Deformiteti mandibula

Mandibule su, pored mentuma, najsklerotizovanije strukture na glavenoj Cauri, koje se

nalaze sa obe strane usnog otvora i sastoje se iz zuba, Cekinja, strija, prstenastog organa, mole,

unutrasnje sete, sete subdentalis i mandibularnog pektena (Rebechi i sar., 2012). Kod
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Chironomus spp. prisutni su slede¢i zubi: apikalni zub, tri subapikalna (unutras$nji zubi

rasporedena linearno duz unutrasnje margine mandibule) i jedan dorzalni, tj. spoljasnji zub na

spoljasjoj margini mandibule (Warwick i Tisdale, 1988). Tipicne aberacije na mandibulama

ukljucuju visak ili nedostatak apikalnog zuba (potpuni nestanak, fuziju ili zakrzljalost zuba), a

ponekad i ostalih zuba ili drugih struktura na mandibulama (Langer-Jaesrich i sar., 2010;

Warwick, 1985). Rad Tomilina i Grebenyuk, 2020, ukazuje na velike promene na mandibulama:

pojava dodatnog pigmentisanog zuba abnormalne morfologije, manjak ili visak zuba, fleksija

apikalnog dela mandibule, pojava struktura nepoznate homologije, gubitak i deformacija seta i
Cekinja (slika 11).

Warwick i Tisdale, 1988, razvrstavaju deformitete mandibula u Cetiri kategorije:

1.

2
3.
4

promene broja subapikalnih ili apikalnog zuba,
promene u prisustvu dorzalnog zuba,

postojanje, forma i Sablon ostalih struktura (seta, strija, pektena),

generalne promene osnovne konfiguracije mandibula.

Slika 11 - Tipic¢ni deformiteti mandibula: A — Mandibule C. plumosus (a) normalnog oblika (b-l) deformisanog oblika. (preuzteo
iz rada Warwick and Tisdale, 1988). B — Mandibule C. riparius larvi deformisanog oblika (Tomilina i Grebenyuk, 2020)

Pri proceni deformiteta larvalnih struktura mora se voditi racuna o viSe parametara koji

mogu da uti¢u na interpretaciju rezultata: odabir adekvatne laboratorijske podloge u testovima,
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izbor adekvatnog model-organizma, adekvatnog larvalnog stupnja, odredivanje procenta
prihvatljivog procenta deformiteta, kao i uticaj inbridinga (ukrstanja u srodstvu u laboratorijskim
populacijama). U prethodno pomenutoj metaanalizi (Gagliardi i sar., 2016) radova objavljenih do
1. januara 2016. koji prate deformitete na hironomidama, uocava se nedoslednost studija u
prac¢enju parametara koji bi mogli da uticu na interpretaciju rezultata:

- kao model-organizam koris¢ene su jedinke roda Chironomus, a samo jedna studija se
bavi ¢itavom familijom Chironomidae (Dickman i Rygiel, 1996);

- naj¢esce testirane supstance su bakar, olovo, kadmijum i cink;

- U vecini analiza ,,pozadinski stresori‘ nisu uzimani u obzir (letalni efekat supstance,
pojava inbridinga, uticaj sastava podloge);

- u 70 od ukupno 285 analiza (24,56%) nije pomenut procenat deformiteta u kontrolnim
tretmanima, a ukoliko jeste pomenut, iznosio je preko 10%;

- U 263 od 285 analiza (92,28%) nije statisti¢ki poredena stopa mortaliteta izmedu
tretmana i kontrole, a ukoliko jeste, primecene su znacajne razlike (p<0,05);

- u 272 analize (95,41%) stopa mortaliteta je iznosila preko 20% i u kontrolama i u
tretmanima, ili uopste nije zabelezena stopa mortaliteta;

- U Cetiri analize (1,40%) u kojima su prikazani svi pouzdani podaci nije prime¢ena
znacajna povezanost izmedu supstanci (sitosterol, Ziva i olovo) i stope deformiteta;

- nije bilo razlika, tj. subjektivnosti, u odnosu na veli€inu uzorka (u svim studijama je
koris¢en sli¢an broj larvi).

Ova metaanaliza uzima u obzir samo laboratorijska ispitivanja, ali podaci sa terena
takode mogu biti slicno nekonzistentni. De Bisthoven i sar., 1996, sproveli su ekstenzivnu
studiju prikupljaju¢i hironomide sa 37 kontaminiranih lokaliteta, od ¢ega su 24 bile pozitivne
(povecan broj deformiteta u populacijama), a 13 je bilo negativho (bez povezanosti pojave
deformiteta 1 zagadenja).

U poslednje vreme se pribegava sofisticiranijim tehnikama za procenu deformacija i
generalne fenotipske varijabilnosti. Ve¢ pomenuti metod geometrijske morfometrije pokazao se
izuzetno osetljivim i vrlo objektivnim pristupom za analizu morfoloskih struktura (Arambourou i
sar., 2012). Ukoliko razli¢iti istrazivaci koriste razli¢ite kriterijume i definicije deformisanosti
strukura, rezultati njihovih istraZivanja ne mogu biti uporedivi. To nije slucaj sa geometrijskom

morfometrijom: analizu struktura vrs$i kompjuterski softver na osnovu polozaja digitalizovanih
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specificnih tacaka, Sto smanjuje objektivnost i greSku merenja na minimum. Ovaj pristup U
proceni uticaja hemijskih agenasa na hironomide prvi put je kori$¢en u radu Arambourou i sar.,
2012., u kome je analizirana varijabilnost oblika i fluktuiraju¢a asimetrija mentuma jedinki C.
riparius (slika XXX), pomocu softvera MorphoJ (Klingenberg, 2011).

Termin ,,fluktuiraju¢a asimetrija“ odnosi se na pojavu malih odstupanja od bilateralne
simetrije, kroz pojave asimetri¢nosti na nivou populacija (Servia i sar., 2004; Clarke, 1993). S
obzirom da se fluktuirajua asimetrija
javlja kao odgovor na sredinski stres,
koriS¢ena je 1 primenom metode
tradicionalne morfometrije na
hironomidama (rad Servia i sar., 2004, na
poredenju larvi C. riparius uzorkovanih u
prirodnim i antropogeno izmenjenim
stani§tima).  Primenom  geometrijske
morfometrije moguca je precizna analiza

fluktuirajuce asimetrije na velikom broju

struktura (delova usnog aparata, antena,

Slika 12 - Analiza mentuma C. riparius primenom metode
geometrijske morfometrije u radu Arambourou i sar., 2012, A —
digitalizovane specificne tacke, b — duZine odabrane za procenu
fluktuirajuée asimetrije (Preuzeto iz rada Arambourou i sar., 2012)

krila ili ¢ak celih jedinki), ¢ime se moze
utvrditi osetljivost ovog parametra na
prisustvo sredinskog stresa.

Mehanizam nastanka deformiteta i generalnih morfoloskih promena kod larvi hironomida
nije najjasniji, ali pretpostavlja se da deformiteti nastaju usled poremecaja velikog broja faktora
(Gagliardi, 2017). Tomilina i sar., 2015, u svojoj studiji isti¢u da do poremecaja morfoloske
varijabilnosti dolazi usled nastanka slobodnih radikala pod uticajem nanocestica, ¢ime stradaju
¢elijske membrane i DNK materijal, Sto moZe imati potencijalan genotoksi¢ni, karcinogeni i
mutageni efekat koji se ispoljava u fenotipu.

Postojanje velikog broja pitanja bez odgovora u analizi pojave deformiteta kod
hironomida ukazuje na potrebu razvoja preciznijih i sveobuhvatnijih metoda u buduc¢im

studijama.
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1.3 OECD - Organizacija za ekonomsku kooperaciju i razvoj

Organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj (OECD) medunarodna je organizacija
Evropske unije, safinjena od 25 ekonomski razvijenih zemalja ¢lanica. Organizacija je osnovana
1960. godine sa sedisStem u Francuskoj. Osnovni ciljevi ove organizacije su: postizanje najviseg
moguceg ekonomskog rasta i zapoSljavanja; promovisanje ekonomskog i socijalnog blagostanja
Sirom regiona OECD putem koordinacije politika zemalja ¢lanica, kao i stimulisanje i
harmonizacija rada ¢lanova OECD u korist zemalja u razvoju.

OECD nije regulatorno telo, ali moze preduzimati formalne aktivnosti u formi odluka i
preporuka Veca OECD (najviSeg tela organizacije OECD), koje su pravno obavezujuée za sve
zemlje €lanice. OECD je najpoznatiji po svom radu u oblasti svetske ekonomije i predvidanju
monetarnih trendova. Medutim, ¢lanice OECD obuhvataju 70% svetskog bruto domaceg
proizvoda, 70% svetske trgovine i veéinu svetske proizvodnje hemijskih agenasa. Stoga zemlje
¢lanice imaju posebnu odgovornost prema zastiti zivotne sredine, zbog ¢ega je OECD razvio
poseban komitet za zaStitu zivotne sredine 1970. godine.

Komitet za Zivotnu sredinu, Koji se trenutno zove Odbor za politiku Zivotne sredine (eng.
The Environment Policy Committee), kreiran je kako bi okupio vlade zemalja ¢lanica oko
zajednickih ciljeva zastite zivotne sredine i uskladio kooperaciju medu njima. Uloga komiteta je
da promoviSe odrzZivi razvoj (nezavisnost izmedu ekonomskog razvoja i odrZivosti resursa
zivotne sredine), kao i visok standard Zivota u svim zemljama ¢lanicama.

OECD je poceo da radi na hemijskoj bezbednosti 70-ih godina proslog veka zbog
povecane zabrinosti zbog prekomernog zagadenja zivotne sredine i potencijalnih posledica
narusavanja ljudskog zdravlja. Hemijski agensi koji su tada bili u fokusu su perzistentni organski
polulanti, pesticidi, polihlorni bifenili (PCB) i teski metali (kao $to su ziva, kadmijum i olovo).
Inicijalni fokus bio je na pojedinacnim hemikalijama, ali je kasnije proSiren na aktivnu ulogu u
inicijaciji razvoja harmonizovanih politika i prakti¢nih alata za zastitu zdravlja ljudi i Zivotne
sredine, a pre svega na kontrolu proizvodnje i distribucije. Ovaj rad organizovan je pod
pokroviteljstvom hemijskog programa OECD, c¢ije glavne aktivnosti su: Kreiranje smernica za
testove, kreiranje dobrih laboratorijskih praksi, procena opasnosti i rizika od zagadenja,
harmonizacija klasifikacionih i sistema oznaka, kao i kooperativne aktivnosti na smanjenju rizika

od upotrebe postojecih hemijskih agenasa i pesticida.
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1.3.1 Smernice OECD za testiranje hemikalija

Vlade, industrije i mnogi drugi sektori ulazu velike napore oko razvijanja internacionalno
harmonizovanih protokola za procenu rizika i evaluaciju uticaja hemijskih agenasa na Zivotnu
sredinu i1 Coveka.

OECD obezbeduje upustva u vidu medunarodno priznatih metoda za bioloske testove
putem kojih se ispituju hemijske supstance. Metode OECD-a prvi put su objavljene 1981. i
pokrivale su testiranje fiziko-hemijskih svojstava, efekata na bioticke sisteme (ekotoksikologija),
procenu ekoloske sudbine (degradacije i1 akumulacije) i uticaja na ljudsko zdravlje
(toksikologija).

Kako bi se formalizovala medunarodna prihvatljivost prikupljenh podataka, OECD je
doneo odluku 0 medusobnom prihvatanju podataka (princip MAD, eng. Mutual Acceptance of
Data), koja je prilagodena 1981. i pravno je obavezujuca za sve zemlje ¢lanice. U odluci MAD
navodi se da podaci prikupljeni putem testiranja hemikalija, u zemljama koje su ¢lanice OECD,
prema testovima koji su u skladu sa smernicama OECD za testiranje hemikalija i principima
OECD dobre laboratorijske prakse, moraju biti prihvaceni u ostalim zemljama u svrhu procene
rizika i ostalih potreba vezanih za zastitu ljudi i Zivotne sredine. Ovo znaci da podaci dobijeni o
nekoj hemikaliji u laboratoriji u Evropi treba da budu prihvaceni (kroz lokalne i nacionalne akte
o kontroli toksi¢nih supstanci, eng. Toxic Substances Colntrol) od strane laboratorija $irom
sveta, dokle god postuju propisane mere i protokole OECD. U pocetku je bilo preko 70 test-
smernica OECD, napisanih na engleskom i francuskom jeziku, a danas ih ima preko 500 i
podeljene su u pet sekcija: 1 — fiziko-hemijska svojstva; 2 — efekti na bioticke sisteme; 3 —
sredinska sudbina i ponaSanje; 4 — uticaj na zdravlje i 5 — ostale smernice.

Sve smernice OECD imaju sli¢nu strukturu i sadrZe sledece elemente:

- Uvod (omogucava uvid u pozadinu nastanka testa i dosadasnja dostignuca);
- princip testa;

- informacije o testiranoj supstanci;

- opis metode (instrukcije 1 smernice za sprovodenje samog testa);

- izvestaj (instrukcije o nacinu analize podataka i formi pisanja izvestaja);

- reference;
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- validacija testa — dodatna sekcija vezana konkretno za akvati¢nu toksikologiju i jos$
neke tipove testiranja (propisuje uslove koje test mora da ispunjava kako bi bio
validan).

Na osnovu rezultata dobijenih testovima pristupa se proceni uticaja testirane supstance na
standardne parametre. Podaci se analiziraju kori§¢enjem regresionih modela kako bi se odredila
koncentracija koja bi izazvala x% redukcije rasta odraslih jedinki, prezivljavanja ili rasta larvi
(efektivna koncentracija koja izaziva redukciju kod odredenog procenta jedinki u populaciji,
EC15, EC50), ili koris¢enjem statistickih analiza za odredivanje vrednosti NOEC i LOEC
(poredenjem vrednosti tretmana i kontrolnih vrednosti).

Sekcija dva smernica OECD, koja se ti¢e uticaja na bioticke sisteme, sastoji se iz ukupno
49 testova, od kojih se sledec¢i odnose na hironomide: 218 — test toksi¢nosti u sistemu sediment-
voda, sa supstancom u sedimentu (eng. Sediment-Water Chironomid Toxicity Using Spiked
Sediment) (OECD, 2004); 219 — test toksi¢nosti u sistemu sediment-voda, sa supstancom u vodi
(eng. Sediment-Water Chironomid Toxicity Using Spiked Water) (OECD, 2004a); 235 — akutni
imobilizacioni test (eng. Chironomus sp., Acute Immobilisation Test) (OECD, 2011); 233 — test
zivotnog ciklusa (eng. Sediment-Water Chironomid Life-Cycle Toxicity Test Using Spiked
Water or Spiked Sediment) (OECD, 2010). Svi testovi zasnivaju se na izlaganju larvi prvog
stupnja odredenoj test supstanci, s tim §to se u slucaju testa 218 1 219 sistem sastoji iz sedimenta
i medijuma (vode) i predstavlja dugoro¢nu hroni¢nu izlozenost; dok se u slucaju testa 235 sistem
sastoji samo iz medijuma i predstavlja kratkoro¢nu akutnu izloZenost jedinki. Poslednji u nizu,
test broj 233, punog Zivotnog ciklusa — prsten test, predstavlja prosirenje prethodnih testova:
larve se izlazu koncentracijama testirane supstance, nakon izletanja odrasle jedinke se prebacuju
u akvarijum za razmnozavanje, gde polazu jaja u sistem sa test-supstancom, prati se izleganje
larvi (F1 generacija), koje se potom (tokom prvog larvalnog stupnja) prebacuju ponovo u posude
sa supstancom i prate do izletanja. S obzirom na to da se mogu pratiti dve ili viSe generacija (P,
F1 i ostale), moze se pratiti uticaj na reprodukciju, fekunditet i fertilitet, akumulaciju, nasledne
faktore i sli¢éne parametre (OECD, 2010; Bruns i Weltje, 2009).

Vazno je napomenuti da smernice OECD nisu rigidni protokli. One su kreirane tako da
dozvoljavaju fleksibilnost uz moguéu procenu i izmenu od strane stru¢njaka, kao i
prilagodavanje novim dostignu¢ima. Razvoj novih i validacija postoje¢ih testova OECD

sprovodi se kroz dve faze: 1 — definisanje potrebe za razvojem novih smernica i 2 — kreiranje i
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publikacija novih test smernica OECD. Definisanje potrebe za novim testom zapocinje na
inicijativu zemalja Clanica ili nau¢ne zajednice, Ciji predlozi se izlazu putem nacionalnih
koordinatora OECD. Kada se odobri predlog, kreiranje novih smernica OECD zapocinje ili kroz
objavljivanje detaljnog revijalnog rada ili kroz pisanje predloga, u vidu draft verzije novih
smernica OECD. Kada se donese odluka o postojanju potrebe za razvojem novog ili izmenom
postojeceg testa, predlog se prosleduje svim zemljama clanicama. Odobrenje, izmena i
implementacija predloga vrsi se od strane veca OECD, a potom se pristupa publikaciji novih ili
izmenjenih smernica.

Postoji kontinuirani proces revizije postojecih i razvijanja novih smernica i protokola,
kada god se ukaZe potreba i postoji opravdana zabrinutost od upotrebe odredenih hemijskih
agenasa. Pored toga, svaki novi industrijski proizvod (novosintetisana supstanca) mora se
testirati nizom testova pre njegovog izlaska na trziste. Ovaj niz testova odreduje se od strane
regulativne ustanove, na osnovu predvidene namene supstance, mesta proizvodnje i predvidenog
trziSta, kao i procenjene koli¢ine susptance koja ¢e se naci na trziStu, a nakon toga i u Zivotnoj
sredini.

Ekonomski razvoj podrazumeva i tehnoloski razvoj, pa se povremeno ukaze potreba i za
razvojem cCitavog seta eksperimenata koji ¢e se prilagoditi potrebama procene proizvoda Citave
nove tehnologije. Tako je poslednjih godina doslo do ekstenzivnog razvoja nanotehnologije, kao
Sto je prethodno elaborisano, a samim tim 1 ekotoksikoloskih testova za procenu uticaja

proizvoda ove tehnologije.

1.3.2 OECD i nanotehnologija

Organizacija OECD oformila je radno telo za ,biotehnologiju, nanotehnologiju i
konvergentne tehnologije* (eng. Biotechnology, Nanotechnology and Converging Technologies
— BNCT), za rad na uskladivanju politika zemalja u novim tehnoloskim oblastima vezanim za
bio-, nano- i konvergirajuce tehnologije. Cilj ovog tela je da doprinese originalnoj analizi
politika i prenese poruke globalnoj zajednici, da sazove kljuéne zainteresovane strane na terenu i
da donese revolucionarne predloge kreatorima politika. Medutim, razvoj novih tehnologija
zahteva i razvoj pratecih ekotoksikoloskih testova, kako bi se osiguralo bezbedno i kontrolisano

koriS¢enje njihovih proizvoda i na vreme procenio uticaj na zdravlje ljudi i Zivotne sredine.
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Na zajedni¢kom sastanku Odbora OECD za hemikalije i Radne grupe za hemikalije,
pesticide i biotehnologiju, 2005. odrzano je posebno zasedanje 0 potencijalnim posledicama
industrijski proizvedenih nanomaterijala za zdravlje ljudi i bezbednost Zivotne sredine. Ovo je
bila prva prilika da zemlje ¢lanice OECD-a, zajedno sa pozvanim ekspertima i predstavnicima
zemalja u razvoju, zapo¢nu rad na identifikaciji aspekata koji se odnose na uticaj nanomaterija
na zdravlje ljudi 1 zivotnu sredinu. U septembru 2006. godine osnovana je Radna grupa OECD
za proizvedene nanomateriale (eng. Working Party on Manufactured Nanomaterials — WPMN)
kao pomoc¢no telo Komiteta za hemikalije. Program radne grupe koncentriSe se na posledice
proizvedenih nanomaterijala (koje su uglavnom ograni¢ene na hemijski sektor) po zdravlje ljudi i
zivotnu sredinu i ima za cilj da osigura nau¢no zasnovane i medunarodno uskladene standarde za
procenu opasnosti, izlaganja i rizika od upotrebe proizvoda nanotehnologije. WPMN takode
promovise medunarodnu saradnju, a prva je takva radna grupa koja sakuplja predstavnike vlada,
industrije i akademske zajednice u kreiranju smernica za testiranje i informisanje o buducoj
upotrebi 1 pitanjima sigurnosti proizvedenih nanomaterijala. DoSlo se do zakljucka da postojeci
standardni protokoli ne mogu u potpunosti biti adekvatni za testiranje ovako specifi¢nih
materijala i da se moraju razviti nove smernice i protokoli za testiranje nanocestica. Da bi se
osiguralo da protokoli za procenu bezbednosti proizvedenih nanomaterijala budu dosledni i
odabrani, radna grupa WPMN pokrenula je sponzorski program za ispitivanje proizvedenih
nanomateriala u novembru 2007. Ovaj program omogucio je uslove za verifikaciju metoda,
udruzivanje ekspertize zemalja clanica OECD-a, ostalih drzava 1 nezavisnih eksperata.
Dogovorena je lista prioriteta od 11 indsutrijskih nanomaterijala za testiranje (na osnovu
komercijalne upotrebe, obima i trziSta proizvodnje): nano-cink oksid (ZnQO), nano-cerijum (V)
oksid (CeO2), nano-silicijum dioksid (SiO2), nano-srebro (Ag), nano-gvozde (Au), jednozidne
karbonske nanocevi (SWCNT), viSezidne karbonske nanocevi (MWCNT), nano-titanijum
dioksid (TiO2), nano-gvozde (I11) oksid (Fe203) i nano-glina (OECD, 2015), a lista sada sadrzi i
dendrimere, fulerene (C60) i nano-zlato. Rad je bio ograni¢en uglavnom na hemijski sektor i
procenu direktnog uticaja na ljudsko zdravlje (sa testovima pretezno izvodenim na pacovima i
misSevima) (OECD, 2015). Od 2011. godine OECD je poceo sa analizom problema prisustva
nanomaterijala u otpadu, preci§¢avanja i upravljanja takvim otpadom, pa je 2016. godine
publikovan izvestaj ,,Nanomaterijali u kruzenju otpada — trenutno znanje, rizici i uticaji“ (OECD,

2016). U izvestaju se navodi da su nanocestice prisutne u komunalnom 1 reciklaznom otpadu, u
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komunalnim 1 drugim otpadnim vodama, otpadnom mulju, kao 1 na velikim deponijama. Istice se
da je moguce samo delimicno precis¢avanje otpada najsavremenijim postrojenjima za preradu,
pri ¢emu postoji opasnost od negativnog uticaja nanocestica na sam proces preCiS¢avanja
,regularnih® polutanata (moze do¢i do inhibicije anaerobnih denitrifikacionih i drugih procesa),
te da je neophodno sprovesti ekstenzivna ispitivanja zarad reSavanja ovih problema. Istice se da
savremena postrojenja mogu da preciste skoro 80% pojedinih tipova nanocestica iz otpadnih
voda (TiO2, Ag, CeOs, Cu), dok ¢e ostale biti ispustene u akvati¢ne ekosisteme (OECD, 2016), a
dalja sudbina i uticaj ovih ispusStenih nanocestica jos je uvek velika nepoznanica za nauku. Zbog
sve vece zabrinutosti zbog nekontrolisane proizvodnje i konzumacije nanoproizvoda, 2011. je
pokrenut FP7 projekat MARINA (eng. MAnaging the RIsks of Nanomaterials) za razvoj
referentnih protokola za procenu uticaja nanoCestica, a 2015. je pokrenut i projekat ,,ProSafe*
EU H2020 za koordinaciju i jacanje inicijativa u oblasti nanobezbednosti (eng. nanosafety). U
meduvremenu je oformljena interkontinentalna zajednica istrazivata EU i Amerike kao
platforma za formiranje zajednickih protokola i metoda kako bi se prevazisli nedostaci i barijere
u savremenom istrazivanju uticaja nanotehnologije (Selck i sar., 2016).

Januara 2013. u Berlinu odrzan je sastanak eksperata za proizvedene nanomaterijale, na
kome je radna grupa WPMN iznela potrebu za kreiranjem vodica OECD, tj. dokumenta sa
smernicama za ispitivanje akvati¢ne ekotoksicnosti nanocestica (eng. Guidance Document, GD,
for aquatic ecotoxicity testing). Odluka o prihvatanju predloga doneta je 2014, a dve godine
kasnije odrzana je finalna diskusija u sedistu OECD-a u Parizu, na kojoj je izvrSena integracija
izmena 1 dopuna ovog dokumenta. U predlogu vodi¢a WPMN istie se da je moguce pratiti
formu dokumenta broj 23, ¢ija je finalna verzija publikovana 2019. pod nazivom ,,Vodi¢ za
akvaticno toksikolosko ispitivanje komplikovanih supstanci 1 njihovih meSavina® (eng.
“Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures”,
OECD, 2019). On je kreiran radi olak$anja procene uticaja odredenih nespecifi¢nih polutanata,
bez osvrta na procenu uticaja nanocestica. Takode, WPMN se poziva na rad evropske hemijske
agencije na polju nanotehnologije (ECHA, 2017; Hansen i sar., 2017; Gottardo i sar., 2017) i
evropskog centra za ekotoksikologiju i toksikologiju hemikalija (ECETOC, 1996) i istice da je
neophodno uvesti nove metode i upotrebu raznolikih inovativnih pristupa u proceni uticaja
nanomaterijala. WPMN dalje istice i da posebnu paznju treba posvetiti toksi¢nosti sedimenata jer

mnoge nanocestice imaju tendenciju brzog talozenja, kao i da je za testiranje na jedinkama roda
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Chironomus spp. moguce Koristiti postojece testove broj 235, 218, 219 i 233, uz poseban osvrt
na parametre koji bi mogli da utiCu na toksicnost testiranih nanocCstica: na karakterizaciju
ispitivanih nanocestica, na prac¢enje ekspozicije (eng. exposure monitoring) kroz odabir nacina
rastvaranja i meSanja supstance sa sedimentom, kao i na interakciju nanocestica sa hranom (eng.
feeding consideration) (OECD, 2019). Najnoviji rad koji predlaze konkretne izmene standardnih
protokola OECD u svrhu ispitivanja nanocestica na akvati¢nim organizmima objavljen je 2016.
(Hund-Rinke i sar., 2016) i u njemu se predlaze modifikacija testova 201 — test inhibicije rasta
slatkovodnih algi i cijanobakterija; 202 — Daphnia magna akutni imobilizacioni test; 210 — test
toksi¢nosti sa ranim razvojnim stupnjevima riba zebrica (Danio rerio); 216 — test transformacije
azota; 217 — test transformacije ugljenika; 22 — test reprodukcije Enchytraeidae; 222 — test
reprodukcije kisnih glista i 225 — Lumbriculus test toksi¢nosti u sistemu sediment-voda, sa
supstancom u sedimentu.

Vodi¢ OECD za ispitivanje akvati¢ne ekotoksi¢nosti nanocestica jo$ uvek nije
finalizovan i ne postoji nijedan zvani¢an standardizovan protokol za procenu uticaja nanocestica
na akvaticne organizme, a ve¢ postoje kritike i neslaganja u vezi sa postoje¢im predlogom

(Hjorth i sar., 2017; Hund-Rinke i sar., 2016; Petersen i sar., 2015; Handy i sar., 2012).
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POGLAVLJE 2
Ciljevi istrazivanja
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Ovo istrazivanje tiCe se ekotoksikologije nerastvorljivih Cestica antropogenog porekla (tri

oksida metala u nanoformi) koje se taloZze na dnu vodenih sistema i time uti¢u na bentosne

hidrobiocenoze:

1.
2.

titanijum dioksid nanocestice — nano-TiO> (proizvedene za upotrebu u ljudskoj ishrani),
cerijum oksid nanoCestice — nano-CeO: (proizvedene za upotrebu u automobilskoj
industriji) i

gvozde oksid magnetne nanocestice — nano-FesO4 (proizvedene za upotrebu u medicini).

U laboratorijskim uslovima su sprovedeni ekotoksikoloski bioloski testovi na

predstavnicima familije Chironomidae (Diptera) — Chironomus tentans i C. riparius, Koji

simuliraju scenario dugoroéne izlozenosti model-organizama polutantima u sedimentu (prema

smernicama OECD za ispitivanje hemikalija, Odeljak 2, test pod rednim brojem 218 i nazivom

“Test toksi¢nosti na hironomidama u sistemu sediment-voda, sa supstancom u sedimentu”) uz

primenu standardnih, ali i novih i savremenih metoda za procenu uticaja kontaminanata.

Opsti cilj ovog istrazivanja jeste utvrdivanje ekotoksikologije nanocestica oksida titanijuma,

cerijuma i gvozda pomocu akvati¢nih model-organizama u multiparametarskim laboratorijskim

testovima, kao i modifikovanje postoje¢ih i uvodenje novih metoda za njihovu analizu u

laboratorijskim testovima.

Specifi¢ni ciljevi istraZivanja su postavljeni u skladu sa opStim ciljem:

1.

ispitivanje karakteristika nanoCestica savremenim analitiCkim metodama (ukljucujuéi
analize specifi¢tne povrSine; povrSinske hemije materijala; faznog sastava 1 kristalne
strikture; analize veli¢ine 1 agregacije nanoCestica; kvalitativno i kvantitativno
odredivanje elemenata; hidrodinami¢kog pre¢nika i indeksa polidisperziteta; (
potencijala, kao i in situ karakterizacije nanoCestica u samom eksperimentalnom
sedimentu);

odabir adekvatne laboratorijske podloge za bioloske testove koja bi obezbedila efikasnu
detekciju uticaja nanocestica na model-organizme;

utvrdivanje bioakumulacije nanocestica oksida metala od strane model-organizma;
multiparametarska procena uticaja nano-TiO. na: standardne populacione parametre,

parametre fitnesa i morfoloske promene model-organizama;
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5. multiparametarska procena uticaja nano-CeO: na: standardne populacione parametre,
parametre fitnesa, morfoloSke promene, oksidativni stres i integritet DNK model
organizama;

6. multiparametarska procena uticaja nano-FesO4 na: standardne populacione parametre,
parametre fitnesa, morfoloSke promene, oksidativni stres; integritet DNK i koncentraciju
hemoglobina model organizama;

7. odabir adekvanih model-organizama, biomarkera i metoda za procenu uticaja nanocestica
oksida metala u laboratorijskim bioloskim testovima;

8. predlog prilagodavanja testa 218 OECD-a za procenu uticaja nanoCestica oksida metala i

metoda za njihov biomonitoring u akvati¢nim ekosistemima.
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POGLAVLJE 3
Metodologija
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3.1 Karakterizacija nanocestica

S obzirom na specifi¢na fizicka i hemijska svojstva nanocestica, koja variraju zavisno od
njihovog sastava i strukture, neophodno je izvrsiti njihovu detaljnu karakterizaciju pre bilo kakvih
ekotoksikoloskih ispitivanja i procene uticaja na bioticke sisteme (Montes-Burgos i sar., 2010). Za
ispitivanje karakteristika nanocestica usavrsavane su postojece i razvijane nove analiticke metode
tokom proteklih decenija (Mowat i sar., 2007). U ovom istrazivanju izvrSena je precizna
karakterizacija nanocestica putem sledec¢ih metoda: BET za analizu specificne povrsine; XPS
spektroskopija za analizu povrsinske hemije materijala; XRD kristalografija za odredivanje faznog
sastava i kristalne strikture; TEM, SEM i AFM mikroskopija za dobijanje informacija o distribuciji
veli¢ine 1 agregaciji nanocCestica, kao i fotografisanje uzoraka; EDX spektroskopija za kvalitativno
i kvantitativno odredivanje elemenata u ispitivanom uzorku; DLS spektroskopija za odredivanje
hidrodinami¢kog precnika, indeksa polidisperziteta i { potencijala, kao i in situ karakterizacija
nanocestica u samom eksperimentalnom sedimentu (EDX i SEM analizom). Sve navedene metode
detaljno ¢e biti opisane u ovom poglavlju.

Mnoge jedinstvene osobine svojstvene samo nanocesticama poticu od njihove veli¢ine, a
samim tim velike povrsine u odnosu na zapreminu. Svojstva povr§ine mogu biti povezana sa
reaktivno$¢u nanocestica 1 opasnostima po Zivotnu sredinu, stoga je tacno merenje povrsine
izuzetno vazno U Karakterizaciji nanomaterijala, za $ta je u ovom radu koris¢ena Brauner-Emet-
Teler metoda (eng. Brunauer-Emmett-Teller - BET) (Brame i Griggs, 2016). Brunauer, Emmet i
Teller, 1938., su razvili teoriju koja objasnjava adsorpciju molekula gasa na ¢vrstim povrsinama i
koja predstavlja bazu za ovu veoma znaéajnu analiticku metodu. Analiza se temelji na promeni
pritiska usled adsorpcije gasa (najcesce azota, N2) pri konstantnom pritisku i niskoj temperaturi
(od 77K, tj. -196.15°C), potom se broj adsorbovanih molekula mnozi s povr§inom koju zauzima
pojedini molekul ¢ime se dobija specificna povrSina ispitivanog nanomaterijala, izrazena kao

ukupna povrsina po jedinici mase ili zapremine (Brame i Griggs, 2016).

Atomi i molekuli bilo kog kristala imaju sebi svojstvene spektre, koji daju informacije o
sastavu i strukturil, a samim tim i energetskom stanju molekula (Thompson i sar., 2009). Za

dobijanje podataka o kristalnoj i molekulskoj strukturi ¢vrstih materijala se koriste difrakcione

1 Broju, masi i naelektrisanju jezgra, broju i poloZaju elektrona u K, L, M, N orbitalama, tj. ljuskama i energiji
vezivanja.
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metode, pre svega molekularna spektroskopija (Goodman, 1994). Ove nedestruktivne? metode
ukljucuju izlaganje datog materijala rendgenskom elektromagnetnom zracenju (¢ija je talasna
duzina od 0,01 do 0,5 nm i uporediva je sa meduatomskim rastojanjima) da bi se dobili difrakcioni
spektri iz kojih se, na osnovu apsorpcionih maksimuma, mogu proceniti strukturne ili
kompozicione informacije o materijalu (Goodman, 1994). Rendgenska fotoelektronska
spektroskopija (eng. X-ray Photoelectron Spectroscopy - XPS), koriS¢ena u ovom radu, je
nedestruktivna tehnika koja se ekstenzivno primenjuje za karakterizaciju povrSinske hemije
materijala u bioinzinjeringu, a sve viSe se koristi i u biologiji i ekotoksikologiji. Ovo je
kvantitativna spektroskopska tehnika koja sluzi za odredivanje atomskog sastava, empirijske
formule, hemijskog i elektronskog stanja elemenata koji se nalaze na povrsini datog materijala
(McArthur, Mishra i Easton, 2014). Dubina uzorka koja moze da se analizira XPS tehnikom je oko
2 nm (10 atomskih slojeva) i zavisi od srednje slobodne putanje emitovanih elektrona (1) i ugla
pod kojim se emituje rendgensko zracenje (8) u odnosu na uzorak (McArthur, Mishra i1 Easton,
2014). Prilikom XPS analize uzorak materijala se postavlja u komoru sa visokim vakuumom (eng.
ultrahigh-vacuum - UHV) i pomocu rendgenske cevi ozra¢ava snopom rendgenskog, tj. X zracenja
(meko rendgensko, 200 - 1500 eV), odredene talasne duzine, usled ¢ega dolazi do emitovanja
fotelektrona® sa njegove povrsine (Giinzler i Williams, 2001). Broj i kineticka energija emitovanih
elektrona (karakteristicna za svaki hemijski element) se detektuje putem odgovarajuceg
analizatora energije elektrona ¢ime se dobijaju XPS fotoelektronski spektri, tj. fotospektrogrami*
(McArthur, Mishra i Easton, 2014). Na fotospektrogramu X osa je osa energije (sadrzi podatke 0
energiji upadnih elektrona), dok je Y osa intenziteta (sadrzi podatke o struji koju belezi detektor,

tj. brojnim vrednostima elektrona u jedinici vremena).

Uzorci su ispitani i rendgenskom Kkristalografijom, tj. rendgenskom difrakcionom
strukturnom analizom (eng. X-ray Diffraction - XRD). Rasejavanjem rendgenskog zracenja na

ispitivanom materijalu moguce je utvrditi raspodelu elektronske gustine, f(p), koja je odredena

2 Nakon ove analize uzorak nanodestica je u potpunosti satuvan i moZe se upotrebiti za dalje analize.

3 valentni i elektroni sa orbitala bliskih valentnim izbijaju se putem rendgenskih zraka sa svojih elektronskih orbitala
i emituju se u vidu fotoelektrona. Energija ovih fotoelektrona je kineticka energija koja je odredjena vezuju¢om
energijom.

4 Na osnovu poloZaja pikova, tj. maksimuma intenziteta fotoelektrona na fotospektrogramima moguéa je kvalitativna
i kvantitativna analiza uzorka (pikovi odgovaraju elektronskoj konfiguraciji elektrona unutar atoma, tj. 1s, 2s, 2p, 3s).
Svaki element ima karakteristicnu energiju veze valentnih elektrona, sto omogucava identifikaciju i kvantifikaciju
elementa, kao i evidenciju njegovog hemijskog stanja u uzorku, poredenjem dobijenih i tabli¢nih vrednosti spektra.
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atomskom strukturom kristala (Mohan i Renjanadevi, 2016). Kao rezultat analize dobija se
difraktogram zavisnosti relativnog intenziteta difraktovanog zracenja (uglavnom izrazen kao broj
fotona) od dvostrukog ugla rasejanja, 26/°, na osnovu koga se vrsi kvalitativna analiza uzorka tj.

odreduje fazni sastav i struktura® (Gligi¢, 2018; Thompson i sar., 2009).

Radi dobijanja informacija o distribuciji veli¢ine i agregaciji nanocestica, kao i opste slike
i fotografisanja uzoraka koris¢eni su mikroskopi visoke rezolucije, pre svega transmisiona i
skenirajuca elektronska, kao i atomska mikroskopija (eng. Transmission Electron Microscopy —
TEM,; Field Emission Scanning Electron Microscopy — SEM; Atomic Force Microscopy — AFM).
U sklopu SEM mikroskopije moze se primeniti i energetsko disperzivna spektroskopija
rendgenskih zraka (eng. Energy Dispersive X-rays Spectroscopy — EDX). EDX spektroskop
detektuje rendgenske zrake emitovane iz samog uzorka, za vreme bombardovanja elektronskim
snopom SEM mikroskopa, pri ¢emu se dobijaju spektrogrami koji pokazuju odnos energije (X 0sa)
i broja X zraka primljenih i obradenih od strane detektora (Y osa), ¢ime se odreduje kvalitativno i

kvantitativno prisustvo elemenata u ispitivanom uzorku (Glisi¢, 2018).

U ekotoksikoloskim testovima koriste se odredene koncentracije rastvora nanocestica, pri
¢emu se nanocestice rastvaraju u odredenom medijumu (uglavnom dejonizovanoj i destilovanoj
vodi) ¢ineéi koloidni rastvor®. Kada se rastvorene nanocestice oksida metala kre¢u kroz te¢ni
medijum, tanki, elektri¢ni dipolni sloj (engl. Electrostatic Interfacial Layer - EIL) prijanja na
njihovu povrsinu na granici izmedu ¢vrste povr§ine nanocestica i tene faze medijuma (Hackley i
Clogston, 2011; Kallay i sar., 2010) i on je analiziran u ovom radu. Kod cestica oksida ili
hidroksida metala u vodenoj sredini uglavnom se za povrsinu adsorbuju H+ i OH- joni iz rastvora
(Gulicovski, 2016). Posto ovaj sloj utice na kretanje Cestice i zavisi od vise faktora (kao §to je
elektroprovodljivost rastvora), meri se takozvani hidrodinamicki preénik (dn) Cestica koji je
uglavnom vec¢i od pre¢nika same Cestice (Mowat i sar., 2007; Rawle, 2003). Hidrodinamicki
precnik se meri uredajima sa dinamickim rasipanjem svetlosti (eng. Dynamic Light Scattering -
DLS), tj. fotonsko korelacionom spektroskopijom, tehnikom je koja se koristi za odredivanje

veli¢ine malih Cestica u suspenziji ili polimera u rastvoru (Rawle, 2003). IzraCunat je i

5 Svaki difraktogram sastoji se od pikova koji imaju svoj intenzitet (brojne vrednosti na ordinati) i 3irinu na poluvisini
(odreden uglom 26 na apscisi). Poredenjem poloZaja i intenziteta detektovanih difrakcionih maksimuma, tj. pikova,
sa odgovarajuéim referentnim difraktogramima vrsi se identifikacija | zastupljenost faza.

6 Sistemi u kojima se veli¢ina ¢estica rastvorene, tj. évrste, faze kreée u granicama 1-100 nm se nazivaju koloidnim
sistemima ili rastvorima.
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polidisperzitet (eng. Polydispersity Index — PDI) koji predstavlja meru homogenosti raspodele
molekularne teZine u rastvoru, pri ¢emu visa vrednost PDI’ ukazuje na heterogeniji sistem (1SO,
1996; Hackley i Clogston, 2011).

Jonske interakcije na ¢vrsto/tecnoj dodirnoj povrSini (u elektricnom dipolnom sloju koji
okruzuje nanocestice u rastvoru) dovode do stvaranja elektrostati¢kog potencijala, koji se naziva
Zeta potencijal ({ potencijal) (Kallay i sar., 2010). Zeta potencijal je klju¢ni pokazatelj stabilnosti
Cestica u rastvoru, ali i pokazatelj njihove potencijalne toksi¢nosti za bioloske sisteme (Clogston i
Patri, 2011). Nanocestice sa niskim zeta potencijalom, izmedu —10 i +10 mV, smatraju se priblizno
neutralnim, dok nanocestice sa visokim zeta potencijalom, (pozitivnim) ve¢im od +30 mV ili
(negativnim) manjim od -30 mV, smatraju se snazno katjonskim i snazno anjonskim (Clogston i
Patri, 2011). Koloidni rastvori nanocestica Sa Vvisokim zeta potencijalom (negativnim ili
pozitivnim) su elektrostabilni (¢estice se medjusobno odbijaju), dok oni sa niskim imaju tendenciju
zgrusavanja tj, agregacije 1 sedimentacije (ovi rastvori teze stanju sa manjim odnosom
povr§ina/zapremina, $to dovodi do aglomeracije Cestica). Posto je vecina celijskin membrana
negativno naelektrisana, zeta potencijal moZe uticati na prodornost nanocestica kroz bioloske
membrane, pri ¢emu pozitivno naelektrisane katjonske cestice (potencijal vec¢i od +30 mV)
uglavnom pokazuju viSe toksi¢nosti povezane sa poremecajem celijskog zida (Clogston i Patri,
2011).

3.1.1 nano-TiO:

TiO2 nanocestice koriséene u eksperimentu dobavljene su od proizvodjaca “Fiorio Colori
Spa” iz Italije preko distributera “Pharmorgana GmbH” iz Nemacke u vidu polikristalnog uzorka
(praha) TiO2 komercijalne bele boje za hranu, E171, sa 99% ¢isto¢e. Opsezna karakterizacija ove
dobavljene koli¢ine nanocestica, koja ¢e se kasnije koristiti u eksperimentu, izvrSena je od strane
autora Jovanovi¢ i sar., 2016a i detaljno je opisana u radu ovih autora. Ove nanocestice Su
koriS¢ene 1 U in-situ eksperimentu za procenu uticaja TiO2 nanocCestica na strukturu zajednice

slatkovodnih bentosnih makroinvertebrata (Jovanovi¢ i sar., 2016b).

7 Raspon vrednosti polidisperziteta kre¢u se od 0 od 1: 0 do 0,08 - uska distribucija veli¢ina &estica, tj. gotovo
monodisperzni uzorak; 0,08 do 0,7 - Vrednost srednjeg opsega; 0,7 do 1 - polidisperzni uzorak, tj. Siroka distribucija
veli¢ina Cestica.
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S obzirom da detaljna karakterizacija ovih nanocestica nije izvrSena u okviru ove doktorske
disertacije, ve¢ u okviru prethodnih istrazivanja Jovanovi¢ i sar., 2016a, a kako je izuzetno

znacajna za interpretaciju rezultata, metode karakterizacije opisane su u prilogu 1.

Ukratko, za karakterizaciju ovih nanocetica kori§¢ene su sledece metode: TEM, AFM,

XPS, XRD, BET, DLS i procena zeta potencijala.

3.1.2 nano-Ce0:

Komercijalno dostupan prah CeO» nanocestica (polikristalni uzorak) je dobavljen od
proizvodaca ,,Sigma Aldrich®, sa pre¢nikom cestica <25 nm, po specifikaciji proizvodaca.
Opsezna karakterizacija ove dobavljene koli¢ine CeO2 nanocestica, koja ¢e se kasnije koristiti u
eksperimentu, je izvrSena na Odeljenju za nauku o materijalima i nanotehnolosko inzenjerstvo na

TOBB Univerzitetu za ekonomiju i tehnologiju, u Ankari, Turska.

TEM
TEM fotomikrografije uzorka CeO2 nanocestica dobijene su pomocu ,,FEI Tecnai G2 F30*

mikroskopa. Uzorci su pripremljeni odlivanjem 1 do 2 kapi disperzije nanocestica u etanolu na

bakarnu mrezu oblozenu ugljenikom.

XPS
Rendgenska fotoelektronska spektroskopija, XPS, izvrSena je pomocu “Thermo Scientific

K-Alpha” uredaja. KoriS¢en je snop magnezijumskog rendgenskog zraenja Ka linije (Mg Ko,
energije fotona 1.253,6 eV) sa izvorom snage 300 W. Za snimanje preglednih spektara je koris¢ena
energija prolaza elektrona u analizatoru od 117,40 eV. Spektri su snimljeni koriste¢i po¢etni ugao

od 60 ° u odnosu na normalnu povrSinu.

XRD
Rendgenska difrakciona strukturna merenja izvrSena su pomocu ,,Pananalytical X pert

Pro* viSenamenskog rendgenskog difraktometra u refleksionoj geometriji. Koriséen je snop Cu
zraCenja Ka linije (talasne duzine A = 0,154 nm) energije 40 kV i jaCine 40 mA. Merenja su

izvrSena u intervalu uglova 20 od 1° do 80° u koracima od 0.05°.

BET
BET analiza specificne povrsine CeO2 nanocCestica je izvrSena pomocu “Autosorb iQ

Station 1” uredaja u azotnoj (N2) atmosferi. BET specificne povrSine dobijene su pomocu N2
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adsorpcionih i desorpcionih testova na temperaturi od 77 K (-196.15°C). Uzorci su degasifikovani

na 120°C u trajanju od 15 sati, pre poCetka merenja.

DLS i zeta potencijal
Hidrodinamicki radijus i zeta potencijal CeO2 nanoCestica izmereni su na temperaturi od

25 °C pomocu ,,Malvern ZetaNano ZS* uredaja za analizu Cestica, koriste¢i He-Ne laserski izvor,
snage 5 mW i talasne duzine 633 nm. Suspenzija CeO. nanocestica U dejonizovanoj vodi je
pripremljena u koncentraciji od 0,1 mg/ml. Prosec¢an hidrodinamicki radijus meren je na svaka 5
minuta, prvih sat vremena nakon pripreme suspenzije, uz jos jedno dodatno merenje nakon 24
Casa. Zeta potencijal je izmeren 15 minuta nakon pripreme suspenzije. Ova merenja su obavljena

da bi se sagledala nestabilnost suspenzije tokom vremena, jer se o¢ekivalo veliko taloZenje.

In situ karakterizacija nano-CeO2 u sedimentu
Morfologija, stopa agregacije i distribucija veli¢ina CeO2 nanocestica u samom sedimentu (u

koncentraciji od 250 i 2500 mg nano-CeO: po kg sedimenta) analizirani su ,,FEI Nova Nano SEM
430 SEM mikroskopom, sa srednjom energijom elektronskog mlaza (10-20 kV). Zarad ispitivanja
Cestica U vakuumu u visokoj rezoluciji, uzorci su prskanjem prekriveni tankim slojem zlata od 10
nm. Da bi se preciznije identifikovale CeO2 nanocestice na ¢esticama peska u samom sedimentu,
paralelno sa SEM mikroskopijom, izvrSena je i EDX spetralna analiza povrsinske morfologije
uzorka. Uz pomo¢ EDX spektroskopije, nanocestice CeO> su identifikovane u sedimentu i njihova
lokacija na povrsini peska je mapirana sa visokom precizno$¢u. Uzorci za ovu analizu su

pripremljeni u koncentracijama od 250 i 2500 mg/kg nano-CeO- na sledeci nacin:

- 250 i 2500 mg CeO2 nanocCestica je pomeSano sa 100g krupnog i sitnog peska u
volumetrijskim bocama da bi se dobile gore navedene koncentracije,
- Zatim su volumetrijske boce napunjene ¢esmenskom i dejonizovanom vodom (50:50),

- Rastvori su mesani Cetiri sata, a zatim je voda evaporisana.

3.1.3 nano-Fe304

Sinteza i opsezna karakterizacija FesOsnanocestica, koje ¢e se kasnije koristiti u eksperimentu,
je izvrSena na Odeljenju za nauku o materijalima i nanotehnolosko inzenjerstvo na TOBB

Univerzitetu za ekonomiju i tehnologiju, u Ankari, Turska. Nanocestice su sintetisane u okviru
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izrade doktorske disertacije Gozde Yuce na ovom Univerzitetu sa ciljem dalje potencijalne

upotrebe u nanomedicini, pre svega zbog njihovih magnetnih svojstava.

Sinteza nanocestica
Materijal potreban za sintezu sfericnih Fe3Os nanocestica, Gvozde (III) oksid

(hidratizovan), 1-oktadecen (90%), oleinska kiselina (90%) i bezvodni hloroform (>99%, sadrzi
0,5-1,0% etanola), dobavljen je od proizvodaca ,,Sigma-Aldrich* u Turskoj. Pored ovih materijala,
u eksperimentu su kori$éeni i te¢ni azot i argonski gas (eng. linde gas). FesO4 nanocestice Su
sintetisane koriste¢i metodu koju su prethodno opisali Sharma i sar., 2015. Pre zapoc€injanja
sinteze, gas je dopreman iz grla volumetrijske boc¢ice 20-30 minuta. FeO(OH) je samleven i
filtriran 125 mm filterom. Nakon $to je oleinska kiselina dovedena do sobne temperature,
FeO(OH), oleinska kiselina i 1-oktadecen su dodati u bocicu respektivno i mesani na 500 rpm
(obrtaja u minutu). Pomocu regulatora temperatura je povecana sa sobne na 320°C, brzinom od
10°C/min, i rastvor je refluksovan jedan sat na 320°C, a potom ohladen uklanjanjem sa grejaca.
Rastvor je jednom ispran heksan-acetonom (u razmeri 1:2) tokom 20 minuta i pri 6000 obrtaja u
minuti u centrifugi, a zatim je dodatno ispran tri puta heksan-acetonom (u razmeri 1:2). Ovime je

dobijen polikristalni uzorak, tj. prah, nano-FesO4 Cestica koji je koriSéen za dalje analize.

TEM
TEM fotomikrografije uzorka FesO4 nanocestica dobijene su pomocu ,,FEI Tecnai G2 F30*

mikroskopa. Uzorci su pripremljeni odlivanjem 1 do 2 kapi disperzije nanocestica u etanolu na

bakarnu mrezu oblozenu ugljenikom.

XPS
Rendgenska fotoelektronska spektroskopija, XPS, izvrSena je pomocu “Thermo Scientific

K-Alpha” uredaja. KoriS¢en je snop monohromatskog rendgenskog zracenja Ka Al linjje (Ka Al,
energije 1.486,6 eV) sa izvorom snage 300 W. Za snimanje i ispitivanje preglednih spektara je
koriséena energija prolaza elektrona u analizatoru od 117,40 eV. Spektri su snimljeni koriste¢i

pocetni ugao od 60° u odnosu na normalnu povrsinu.

XRD
Rendgenska difrakciona strukturna merenja izvrSena su pomocu ,,Pananalytical X pert

Pro* visSenamenskog rendgenskog difraktometra u refleksionoj geometriji. Koriséen je snop Cu
zraCenja Ka linije (talasne duzine A = 0,154 nm) energije 40 kV i jaCine 40 mA. Merenja su

izvrSena u intervalu uglova 20 od 1° do 80° u koracima od 0,05°.
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Magnetna svojstva
,Physical Property Measurement System,, uredaj za merenje fizickih svojstva nanocestica

(kriogeni, 12 T magnet) kori$éen je za merenje magnetnih svojstava Fe3O4 nanocestica.

In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu
Morfologija, stanje agregacije i distribucija veli¢ina Fe3O4 nanoCestica u samom sedimentu (U

koncentraciji od 50, 100 i 1000 mg nano-FesO4 po kg sedimenta) analizirani su ,,FEI Nova Nano
SEM 430“ SEM mikroskopom, sa srednjom energijom elektronskog mlaza 10-20 kV. Zarad
ispitivanja ¢estica u vakuumu u visokoj rezoluciji, uzorci su prskanjem prekriveni tankim slojem
zlata od 10 nm. Da bi se preciznije identifikovale FesOs nanocestice, paralelno sa SEM
mikroskopijem, izvrSena je 1 EDX spektralna analiza povrSinske morfologije uzorka.
Kombinacijom ovih dveju analiza omoguceno je pracenje i analiziranje interakcije izmedu peska
i Fe3O4 nanocestica u sedimentima. Uzorci za ovu analizu su pripremljeni u koncentracijama od

50, 100 i 1000 mg/kg na slede¢i nacin:

- 5,101 100 mg Fe3Os nanocestica je pomesano sa 100g peska (nezavisno je radena analiza
na krupnom i sitnom pesku) u volumetrijskim bocama da bi se dobile gore navedene
koncentracije,

- Zatim su volumetrijska boce napunjene ¢esmenskom i dejonizovanom vodom (50:50),

- Rastvori su mesani 4 sata, a zatim je voda evaporisana.

3.2. Postavka eksperimenata

Za potrebe ove doktorske disertacije dizajnirana su dva seta eksperimenata (svaki set
sastojao se od nekoliko bioloskih testova):

1. Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge:
a. Testiranje uticaja meSavine komponenti supstrata,
b. Testiranje uticaja pojedina¢nih komponenti supstrata;

2. Set eksperimenata za procenu toksi¢nog uticaja nanocestica:
a. Ispitivanje toksi¢nosti TiO2 nanocestica,
b. Ispitivanje toksi¢nosti CeO2 nanocestica,

c. Ispitivanje toksi¢nosti Fe3O4 nanocestica.

83



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Svi eksperimenti izvedeni su prema OECD smernicama za ispitivanje hemikalija, Odeljak
2, po testu pod rednim brojem 218 - “Test toksi¢nosti na hironomidama u sistemu sediment-voda,
sa supstancom u sedimentu”, u daljem tekstu “OECD Test 218” (OECD, 2004). Ovaj test usvojen
je 13. aprila 2004. od strane OECD zajednice, a poslednja verzija azurirana je 23. novembra 2004.

Detaljni dizajn pojedinacnih eksperimenata opisan je opSirnije u narednim poglavljima,
medutim osnovni princip postavke svih eksperimenata u ovom istrazivanju je isti:

Hironomide (od larvi prvog stupnja, starih od 2 do 4 dana, pa do Cetvrtog stupnja ili do
izletanja) su izlagane rasponu koncentracija ispitivanog agensa (u ovom slucaju nanocestice) U
sistemu sediment-voda. Svaka koncentracija ispitivana je u nekoliko replikata, a u svakom
eksperimentu su postavljeni i kontrolni replikati (bez testirane nanocestice u sedimentu). Test
posude i drugi uredaji koji dolaze u kontakt sa sistemom bile su u potpunosti od stakla ili drugog
hemijski inertnog materijala (teflona).

Ispitivane nanocestice meSane SU sa supstratom: u slucaju prvog seta eksperimenata
ispitivan je uticaj sastava podloge na larve hironomida, te su testirane razli¢ite kombinacije
sastojaka supstrata; u slucaju naredna tri seta eksperimenta ispitivan je toksi¢ni efekat nanocestica
oksida metala na jedinke hironomida, te je adekvatna koli¢ina nanocestica meSana sa supstratom.
Mesanje agensa sa supstratom vrSeno je ruc¢no u trajanju od 10 minuta (ponavljano 3 dana) radi
postizanja $to ravnomernije distribucije Cestica. U poglavlju ,,Testiranje i odabir adekvatne
podloge* detaljnije je opisan sastav i priprema supstrata.

Ispitivanja su izvodjena u staklenim test posudama, teglama od 600 ml, pre¢nika 8 cm (pri
¢emu svaka test posuda predstavlja jedan replikat). Pre upotrebe u eksperimentu test posude
sterilisane su u suvom toplotnom sterilizatoru (VimS elektrik SSW 120, Srbija) na 180°C u trajanju
od 60 minuta. Na dno test posude je dodat sloj supstrata dubine od 2 do 3 cm, a obzirom na
dimenzije tegle povrsina supstrata iznosila je 50,26 cm? (dovoljna da obezbedi 2 do 3 cm? po larvi,
kao Sto je preporuceno protokolom).

Preko supstrata je potom dolivan medijum u vidu mesavine dehlorizovane ¢esmenske i
destilovane vode u odnosu 1:1; odnos dubine sloja supstrata i dubine vode iznad njega bio je 1:4.
Kada je sistem stabilizovan i sve materije istaloZzene na dnu, a voda izbistrena (do 3 dana) sistem
je aerisan u trajanju od 24h. Nakon isklju€ivanja aeracije u svaku test posudu ubacen je
odgovarajuci broj larvi (od 20 do 25 po replikatu, odnosno minimum 60 po tretmanu). Test posude

su potom prekrivene sterilnom medicinskom gazom, a lagana aeracija (nekoliko mehuri¢a u
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sekundi) je ponovo pustena nakon 24h. Sistem za aeraciju sastojao se iz nastavka za pipetiranje,
pri¢vrs¢enog 2 do3 cm iznad sloja podloge, navu¢enog na aeraciono crevo koje je povezano sa
aeracionom pumpom.

Test posude su postavljene u izotermalnu komoru: veliki akvarijum sa poklopcem u kome
je uz pomo¢ grejaca temperatura odrzavana konstantnom na 21+1°C za C. riparius i 23+1°C za C.
tentans, u kojoj su vrSeni eksperimenti. Uspostavljen je svetlosni rezim od 16 sati svetlosti
(neonskim lampama intenziteta 1000 lux) i 8 sati mraka. Sema pojedinaéne test posude i &itave

eksperimentalne postavke prikazan je na slici 13, a izgled postavke u laboratoriji na slici 14.

Slika 13 — Sema eksperimentalne postavke prema OECD Testu 218. A — $ema test posude (Al — supstrat, A2 — medijum,
dehlorizovana i destilovana voda 1:1, A3 — pokrovna mreZica, A4 — pipeta za dodavanje hrane, A5 — nastavak za dovod aeracije);
B —izotermalna komora (B1 — aeraciona pumpa, B2 — sistem za sprovodenje aeracije, B3 — rasprsivac vazduha, B4 — grejac, B5 —
termometar).
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Slika 14 - I1zgled eksperimentalne postavke u laboratoriji na PMFu u Nisu, za bioesej sa hironomidama, po OECD smernicama
za Test 218.

Larve su hranjene, svakog dana ili minimum tri puta nedeljno, preporu¢enom TetraMin®
suvom hranom za akvariumske ribice (sastav hrane, po specifikaciji na pakovanju: biljni sastojci,
riba i riblji proizvodi, belancevine, zitarice, alge, ulja, masti, $koljke, minerali, Seceri, rakovi,
kvasac, lecitin; analiticki sastav hrane opisan je u tabeli 1). Hrana je davana u koli¢ini 0,25 do 0,5
mg po larvi prvih 10 dana eksperimenta, potom u koli¢ini od 0,5 do 1 mg po larvi do kraja
eksperimenta. Koli¢ina hrane su korigovane u odnosu na zamucenje vode i uocavanje ostataka

hrane na povrsini podloge.

Tabela 1 — Analiticki sastav Tetra Min hrane za ribice (dobavljac¢ “Fido Pet Shop” Nis, proizvodac “Min”)

Min. Sirovih proteina 47.0% Min. vit. D3 1,400 1U/kg Min. Niacin 700 mg/kg

Min. Sirovih masti 10.0% Min. vit. E 140 1U/kg Min. Inozitol 1,400 mg/kg

Max. Sirovih vlakana 3.0% Min. vit. A 15,000 1U/kg Min. Holin 2,100 mg/kg

Max. vlage 6.0% Min. vit. B12 110 mg/kg Min. Biotin 1 mg/kg

Min. fosfora 1.0% Min. Askorbinke Kkiseline (Vit Omega-3 masne kiseline 8,000
C) 390 mg/kg mg/kg

Fizko-hemijski parametri vode (temperature vode, pH, tvrdoc¢a i konduktivitet) mereni su
na pocetku i na kraju eksperimenta, a eksperimentalna postavka je svakodnevno pracena i belezene
su uo¢ene promene: vizuelna procena bilo kakvog neuobicajenog ponasanja larvi u poredenju sa
kontrolom (izlazak iz sedimenta, neobi¢no plivanje); zamucenje 1 kontaminacija; sazrevanje larvi;

eklozija odraslih muzjaka i zenki; broj pupa i broj polozenih jaja (ukoliko ih ima).
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Na kraju eksperimenta mereni su i izraCunavani standardni parametri preporuceni OECD

protokolom (mokra masa, stopa prezivljavanja, mortalitet, vreme razvica i stopa razvica) ali i

dodatni biomarkeri, zavisno od ispitivane supstance, o ¢emu ¢e vise detalja biti u narednim

poglavljima.

Da bi eksperiment bio validan, neophodno je zadovoljiti sledece kriterijume:

Prezivljavanje jedinki u kontroli mora da bude minimum 70% na kraju testa;

Eklozija odraslih jedinki mora se odviti za 12 do 23 dana, za C.riparius, ili maksimalno
65 dana za C. tentans (nakon ubacivanja larvi u test posude);

Na kraju testa mora se izmeriti pH 1 saturacija kiseonikom, pri cemu bi pH trebalo da
bude u rasponu od 6 do 9, a saturacija najmanje 60% od 100% vrednosti za datu

temperaturu (eng. Air Saturation Value - ASV);

Temperatura vode ne bi trebalo da varira vise od 1,0 °C tokom eksperimenta.
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3.2.1. Model-organizam (Chironomus tentans i Chironomus riparius)

Kao model-oranizam u eksperimentima koris¢ene su jedinke hironomida, vrsta C. tentans
i C. riparius, potekle iz uzgojne laboratorijske populacije (eng. stock culture) Departmana za
Biologiju i Ekologiju, Prirodno-Matematickog Fakulteta, Univerziteta u Nisu.

Za formiranje uzgojne populacije uzorak je uzet iz prirodnog staniSta nadomak NiSa (staro
korito reke NiSave, 43°19'01.73" N; 21°5121.79" E; 187 metara nadmorske visine, slika 15).
Uzorkovane larve iz prirodne populacije sa preciznos¢u su identifikovane do nivoa vrste, od strane
dr Burada Milosevica i mast. biol. Ace Purdevica. Identifikacija vrsta potvrdena je molekularnom
analizom COI gena (mitohondrijalni gen za citohrom ¢ oksidazu, subjedinicu I), tehnikom DNK

bar-kodiranja, u okviru izrade doktorske disertacije Mast. biol. Ace Purdevica.

Google Earth

2991 ft

Slika 15 - Lokalitet na kome je prirodno staniste larvi hironomida koje su uzorkovane za formiranje i odrzavanje laboratorijske
populacije Departmana za Biologiju i Ekologiju, Prirodno-Matematickog Fakulteta, Univerziteta u Nisu (lzvor: Google earth).

Laboratorijska populacija uzgaja se i odrzava u skladu sa OECD smernicama opisanim u
Aneksu I, OECD Testa 218 (OECD; 2004) i prema radu Bataccatalan i White, 1982., koji su dali

osnovna pravila i uputstva za uspostavljanje populacije C. tentans u laboratorijskim uslovima.
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Akvarijumi
Za uzgoj larvi koriste se stakleni akvarijumi, dimenzija 10*20*20 cm i zapremine 4 |,

prekriveni mreZicom koja zadrZava odrasle jedinke od izletanja. Sve odrasle jedinke prebacuju se
u veci akvarijum, dimenzija 50*40*40 cm i zapremine 80 |, prekriven poklopcem od drvenog rama
sa mrezicom, dimenzija 25*¥40*25 cm, namenjen rojenju i daljem razmnozavanju jedinki (Slika

16).

POKLOPAC

DOVOD AERACIJE

GREJAC

TERMOMETAR =

TECNI MEDIJUM
CESMENSKA +

DESTILOVANA VODA

SUBSTRAT
CELULOZNA

PODLOGA

Slika 16 - Izgled akvarijuma i opreme za uzgoj larvi hironomida na Departmana za Biologiju i Ekologiju, Prirodno-Matematic¢kog

Fakulteta, Univerziteta u Nisu.

Supstrat
Prema OECD smernicama za podlogu se preporucuje koris¢enje kvarcnog peska fine

granulacije ili dijatomejske zemlje u sloju dubine 5 do 10 mm. Medutim, u radu Bataccatalan i
White, 1982., istice se da hironomide, a pre svega C. tentans, preferiraju mek, rastresit supstrat i
preporucuje se podloga napravljena od celuloznog papira. Poredenjem lakoce i uspesnosti uzgoja
hironomida na obe podloge reSeno je da se za laboratorijsku populaciju koristi supstrat od
celuloznog papira dubine 2,5 do 4 cm. Podloga se priprema na slede¢i nacin: oko 50 g Cistog
celuloznog papira (smedi “Lambino ubrus 2/1”, proizvodaca D.O.O. “Lambino Plus” iz Stare
Pazove) usitni se 1 prelije 100% acetonom (kako bi se izvukle sve necistoce) i ostavi u digestoru

30 minuta, potom ocedi i prelije novom koli¢inom acetona; postupak se ponavlja 3 puta; papir se
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potom prebacuje u sito i ispira cesmenskom vodom dok se potpuno ne izgubi miris acetona; potom
se nekoliko puta ispere i destilovanom vodom; a potom kuva u destilovanoj vodi (od trenutnka
kljucanja 1 sat); nakon kuvanja se smesa blenderom homogenizuje; kada se ohladi smesa se iscedi
pomocu sita, podeli u loptice veli¢ine pola Sake i odlozi u zamrziva¢ za dalje koriS¢enje. U
akvarijum prethodno napunjen vodom uroni se ovako pripremljena podloga (1 loptica je dovoljna

za akvarijum zapremine 4l) i rasporedi ravhomerno po akvarijumu.

Medijum
Koristi se meSavina dehlorisane cesmenske i1 destilovane vode u razmeri 1:1, koja se

preliva preko podloge tako da visina vodenog stuba iznosti oko 15 cm. Obezbedena je i konstantna
aeracija putem akvarijumskih pumpi sa rasprsivacima (postavljenih na visini koja ne dozvoljava
uzburkavanje podloge). Temperatura vode odrzava se akvarijumskim greja¢ima na 22+0.5°C.
Parametri vode mere se jednom mesecno i krecu se u slede¢em rasponu: pH 6,52+0,4; tvrdoca
vode 7,3+ 0,25 °dH; konduktivitet 325 pS/cm?.

Kontrolisani sredinski uslovi
Temperatura laboratorije u kojoj su smesteni akvarijumi iznosi 20+£2°C; a obezbeden je

fotoperiod od 16 sati svetlosti (neonskim lampama intenziteta 1000 lux) i 8 sati mraka.

Ishrana
TetraMin® suva hrana za akvariumske ribice se upotrebljava za prehranu hironomida, 1-3

g hrane dodaje se u 20 ml destilovane vode i homogonizuje pomoc¢u magnetne mesalice, po 5 ml
ovakvog rastvora dodaje se u akvarijume svakodnevno. Koli¢ine se menjaju u odnosu na broj larvi

1 zamucenje vode u akvarijumima.

Pocetne kulture
U prve akvarijume dodato je po 20 do 30 larvi iz prirodnih populacija. Ukoliko se

temperatura vode odrzava konstantnom, larve se izlezu dva do tri dana nakon poleganja, a nove
odrasle jedinke izle¢u za 13 do 15 dana. U ovakvim uslovima dnevno dolazi do eklozije oko 20
odraslih jedinki u populaciji. Odrasle jedinke se potom pare u rojilici i polazu jaja, a ta jaja se dalje
koriste za obnavljanje populacije (u novoformirane akvarijume dodaje se 2 do 3 paketa jaja) ili za

eksperimente.

OdrZavanje laboratorijske populacije
Voda se menja na svakih cetiri do sedam dana. Po OECD preporukama, celokupna

laboratorijska populacija bi trebalo da bude vijabilna makar 6 meseci, medutim, radi spre¢avanja

inbridinga, populacija na PMF-u u NiSu se osvezava svakih tri do Sest meseci (zavisno od
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godi$njeg doba) novim jedinkama iz prirodnog staniSta. Svakodnevna evidencija o populaciji se

vodi putem laboratorijskog dnevnika koji sadrzi sledecu tabelu:

pracenje populacije pracenje parametara
broj dodatna
datum Broj Broj imaga T | zamena zapazanja i
akvarijuma hrana ) aeracija potpis

vode

jaja | zenke | muZjaci | ukupno

Tabela 2 - Evidenciona tabela u laboratorijskom dnevniku za svakodnevno praéanje laboratorijske uzgojne populacije hironomida
Departmana za Biologiju i Ekologiju, Prirodno-Matematickog Fakulteta, Univerziteta u Nisu.

Jedinke vrste C. tentans koris¢ene su u prva dva eksperimenta, dok su jedinke vrste C.
riparius koriséene u naredna dva eksperimenta. Razlog za prelazak sa jedne na drugu vrstu je
opadanje brojnosti prirodne populacije C. tentans i nemoguénost odrZavanja kontinualne
populacije tokom duzeg vremenskog perioda. Pored toga, OECD preporucuje da vrsta koja ¢e se
koristiti u eksperimentima bude C. riparius i isti¢e da je C. tentans takode pogodan, ali tezi za

gajenje i zahteva duzi period trajanja eksperimenata.

Nedelju dana pre pocetka svakog od postavljenih eksperimenta, svezZe poloZeni paketi jaja
pazljivo su izolovani i prebaceni u petrijeve posude napunjene vodom iz maticnog akvarijuma.
Larve prvog stupnja su prebacivane u test posude (4 dana za C. tentans ili 2 do 4 dana za C. riparius
nakon izleganja, zavisno od temperature) pomocu tupe teflonske pipete. Na ovaj nacin vodena je
evidencija o poreklu 1 starosti larvi koje su koriS¢ene u eksperimentima. Za jedan eksperiment
koriS¢ene su larve poreklom iz jednog ili maksimalno dva paketa jaja, kako bi se postigla geneticka

uniformnost.
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3.2.2. Dizajn bioloskih testova

Svi eksperimenti postavljeni su po prethodno opisanom protokolu. Po zavrSetku
eksperimenta analizirani su odredeni parametri, a metode analize detaljnije su opisane u poglavlju
“Analiza parametara bioloskih testova”. U narednim poglavljima detaljnije je opisan dizajn svakog
eksperimenta i eventualne izmene i dopune protokola, koje zavise od postavljene i testirane

hipoteze.

3.2.2.1. Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge

Prema OECD Testu 218 preporucuje se koriS¢enje standardnog veStackog supstrata kao

eksperimentalne podloge (OECD, 2004) sledeceg sastava:

- 4-5% (suve mase) treseta: pozeljno je da pH bude od 5,5 do 6,0, pri ¢emu je bitno da
se koristi fino usitnjen treset (veliina ¢estica manja od 1 mm) koji je prirodno osusen
na vazduhu;

- 20% (suve mase) kaolinske gline (pozeljno je da procenat kaolinita bude 30%);

- 75-76% (suve mase) kvarcnog peska. Sitan, fino granulisan, pesak bi trebalo da bude

predominantan, sa vise od 50% ¢estica veli¢ine izmedu 50 i 200 um (0,05 do 0,2 mm).

Dejonizovana ili destilovana voda dodaje se meSavini da bi se obezbedila kona¢na vlaZnost
podloge od 30 do 50%. Hemijski ¢ist kalcijum karbonat (CaCO3) dodaje se u mesavinu ukoliko je
neophodno, kako bi se pH podesila na 7,0+£0,5. Preporucuje se da procenat organskog ugljenika u
podlozi bude 2+0,5 %, $to se moze podesiti koris¢enjem odgovarajuce koli¢ine treseta i peska

prema predloZenim proporcijama.

Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge sastojao se od dva identicno
struktuirana bioeseja sa razli¢itim modifikacijama preporucenog standardnog OECD supstrata.
Modifikacije su se sastojale od iskljucivanja jedne ili vise preporuc¢enih komponenti iz supstrata.
U prvom bioeseju testirana je kombinacija dve ili vise komponenti, dok je u drugom testirana svaka

komponenta nezavisno (slika 17).

92



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Slika 17 — Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge — testirane komponente podloge A — krupan kvarcni pesak
(grubo granulisan), B — Sitan kvarcni pesak (fino granulisan), C — treset (prosejan), D — kaolinska glina.

Radi sterilizacije, svaka od komponenti podloge detaljno je ispirana vodom, potom
inkubirana u suvom toplotnom sterilizatoru (VimsS elektrik SSW 120, Srbija) na 180°C u trajanju
od 180 minuta, osim treseta koji je ostavljen da se prirodno osusi na vazduhu, kako je predlozeno
OECD protokolom. U svaku test posudu dodato je po 311 g supstrata sa odnosom koli¢ine
komponenti prema predlozenim OECD proporcijama. U slucaju izuzetka neke od komponenti,
njen procentualni udeo podeljen je 50:50 na preostale, pri tome vodeéi racuna o odrzavanju

parametara pH 1 tvrdo¢e vode u granicama predvidenim protokolom.

Prvi biolo$ki test, namenjen proceni uticaja me$avine komponenti supstrata, sastojao
se iz slede¢ih pet tretmana:

1. Standardni OECD supstrat, 75% peska (233,25 g) + 20% gline (62,2 g) + 5% treseta
(15,55 g), u daljem tekstu STANDARD,;

2. Standardni supstrat sa medicinskom glinom, 75% peska (233,25 g) + 20% medicinske
gline (62,2 g) + 5% treseta (15,55 g), u daljem tekstu P+T+MG;

3. Standardni supstrat bez peska, 42,5% treseta (132 g) + 57,5% gline (178 g), u daljem
tekstu T+G;

4. Standardni supstrat bez gline, 15% treseta (46,65 g) + 85% peska (264,35 g), u daljem
tekstu T+P;

5. Standardni supstrat bez treseta, 64,7% gline (201,2 g) + 77,5% peska (109,78 g), u
daljem tekstu G+P.
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Drugi bioloski test, namenjen proceni uticaja pojedina¢nih komponenti supstrata,

sastojao se iz sledecih pet tretmana:

1. Krupan pesak, 311g peska grube granulacije sa preko 50% ¢estica veli¢ine u rasponu od
0,4 do 1 mm, u daljem tekstu KP;

2. Sitan pesak, 311g peska fine granulacije sa preko 50% cestica veli¢ine u rasponu od 0,05
do 0,2 mm, u daljem tekstu SP;

3. Treset, 3119 fino prosejanog treseta, u daljem tekstu T;
4. Glina, 3119 fine kaolinske gline, u daljem tekstu G;
5. Bez supstrata, test posude samo sa vodom bez ikakve podloge, u daljem tekstu 0.

Dvadeset larvi vrste C. tentans prvog stupnja, 2 dana nakon izleganja (poreklom iz jednog
paketa jaja), prebaceno je u svaku test posudu. Svaki od tretmana testiran je u tri replikata (tabela
3).

Tabela 3 - Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge — prikaz broja tretmana i replikata, sa brojem larvi C.
tentans iskoriS¢enim u eksperimentu.

Eksperiment za tretman (tip broj replikata po broj larvi u > larvi
testiranje podloge podloge) tretmanu replikatu u tretmanu
o STANDARD
bioloski tets.,t z_a P+T+MG
procenu uticaja T+G 3 20 60
mesavine
komponenti T+P
G+P
> larvi u prvom eksperimentu 300
KP
bioloski test za Ssp
procenu uticaja T 3 20 60
pojedinacnih
komponenti G
0
> larvi u drugom eksperimentu 300
> larvi u setu eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge 600
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Kada je primeceno da su larve dostigle cetvrti larvalni stupanj (12 dana nakon pocetka
eksperimenta u oba slucaja), prezivele larve su sakupljene 1 konzervirane u 95% etanolu za dalje

analize.

Po zavrSetku eksperimenta analizirani su slede¢i biomarkeri: prezivljavanje, mortalitet,
mokra masa, morfoloski parametri (ukupna duzina tela, duzina i Sirina glavene kapsule) 1 vidljive
promene na mentumu larvi (istroSenost ili deformacije mentuma). Pored toga, supstrati sastavljeni
od peska fine i grube granulacije ispitivani su SEM mikroskopijom kako bi se utvrdila ta¢na
veli¢ina Cestica (detalji metode SEM analize opisani su u prethodnim poglavljima). U slucaju
prvog bioloskog testa, namenjenog proceni uticaja meSavine kKomponenti supstrata, primenjena je
i metoda geometrijske morfometrije kako bi se utvrdio uticaj tipa supstrata na morfolosku

varijabilnost struktura usnog aparata i na samu osetljivost metode.

3.2.2.2 Set eksperimenata za procenu toksi¢nosti nanocestica

Jedinke hironomida izlagane su rastu¢im koncentracijama nanocestica u supstratu, u
eksperimentima koji su postavljeni po prethodno opisanom protokolu. Pored tretmana, u svakom
eksperimentu postavljene su 1 kontrolne test posude sa odgovaraju¢im brojem replikata

(pripremljene na isti na¢in kao tretmani, ali sa netretiranim supstratom bez dodatih nanocestica).

Supstrat koriS¢en u svim eksperimentima sastojao se isklju€ivo iz kvarcnog peska fine
granulacije (Cestica veli¢ine izmedu 0,05 do 0,2 mm), koji je pre upotrebe detaljno ispran vodom,
a potom inkubiran u suvom toplotnom sterilizatoru (VimS elektrik SSW 120, Srbija) na 180°C u
trajanju od 180 minuta radi sterilizacije. Da bi se nanocCestice dodale u supstrat u svim
eksperimentima pristupljeno je sledeCem postupku: pripremljen je rastvor odgovarajuce
koncentracije nanocestia u destilovanoj vodi, potom je rastvor dodat direktno u supstrat i detaljno
ru¢no mesan (U trajanju od 10 minuta dnevno, sa ponavljanjem tokom tri dana) kako bi se
nanocestice §to ravnomernije rasporedile. Ovako pripremljen supstrat dodavan je u test posude,

preliven medijumom i pristupljeno je daljoj postavci eksperimenta.
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Ispitivanje toksi¢nosti TiO2 nanocCestica

Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti TiO2 nanocestica sastojao se od dva
identi¢no struktuirana bioeseja na jedinkama vrste C. tentans. U prvom bioeseju testirane su visoke
koncentracije TiO2 nanocestica (koje bi se mogle naci u prirodi u buduénosti ukoliko se nastavi
ekstenzivna upotreba nano-TiO.) sa ciljem da se proceni letalni efekat i ispita njihov uticaj na
prametre populacionog fitnesa; dok su u drugom bioeseju testirane nize koncentracije TiO>
nanocestica (koje se realno mogu naci u prirodi, a koje su ujedno nize od najvise koncentracije
koja ne izaziva znacajan mortalitet u prvom eksperimentu) sa ciljem da se proceni subletalni efekat
I ispita njihov uticaj na morfoloske promene larvi (tabela 4). Koncentracije su odredene u skladu
sa procenjenim godi$njim porastom nano-TiO2 u slatkovodnim sedimentima u Evropi, prema
Svajcarskom modelu (priblizno 2,5 mg/kg; Gottschalk i sar., 2009), a koje su prethodno testirane

in situ eksperimentom od strane Jovanovi¢ i sar., 2016b.

Tabela 4 - Set eksperimenata za ispitivanje TiO, nanocCestica — prikaz broja tretmana i replikata, sa brojem larvi C.tentans
iskoris¢enim u eksperimentu (koncentracije ispitivanih nanocestica u supstratu predstavljene su u miligramima nano-TiO; po
kilogramu sedimenta)

Eksperimenti za tretman .
o (koncentracija broj replikata broj larvi u S larvi
|sp|t|vavnje T'Oz nano-TiOz po tretmanu replikatu u tretmanu
nanocestica
mg/kg)
25
250
bioloski test za 500
procenu letalnih 1000 4 20 80
efekata nano-TiO; 2000
4000
kontrola
> larvi u prvom eksperimentu 560
biolo%ki test za 2,5
proc.enu 25 3 50 60
subletalnih efekata 250
nano-TiO; kontrola
> larvi u drugom eksperimentu 240
> larvi u setu eksperimenata za procenu uticaja TiO2 nanocestica 800
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Napravljene suspenzije odgovarajuc¢e koncentracije TiO2 nanocestica u destilovanoj vodi
inkubirane su jedan dan na prirodnoj suncevoj svetlosti (na krovu zgrade PMF-a u Nisu) pre
meSanja sa eksperimentalnim supstratom. Ovaj postupak je primenjen zbog fototoksi¢nih
svojstava nano-TiO: i preporuke da se eksperimenti sa ovim nanocesticama izvode ili na prirodnoj
svetlosti ili da se omogu¢i interakcia nanocestica sa suncevom svetlosti pre izlaganja organizama
(Jovanovié, 2015b). Tokom inkubacije, suspenizije nanoéestica primile su oko 90,17 W/m?solarne
radijacije u prvom i 477,81 W/m? solarne radijacije u drugom bioloskom testu (sunéevo zracenje
mereno je pomocu meteoroloSke stanice “Davis Vantage Pro2TM” proizvodaca “Davis
Instruments Corp., USA”, postavljene na krovu PMFa u Nsu). Pripremljene test posude (po
proceduri opisanoj u prethodnim poglavljima) ostavljene su 3 dana da se sve Cestice istalozZe, pre

pocetka eksperimenta.

Prvi bioesej za procenu letalnih efekata (uticaja odrasle jedinke) sastojao se iz sedam
tretmana, a jedinke hironomida izlagane su TiO2 nanocesticama od prvog larvalnog stupnja do
izletanja. Larvama je bilo potrebno ¢etiri dana da se izlegu iz jaja. Po dvadeset larvi (poreklom iz
jednog paketa jaja) prebaceno je u svaku test posudu, Cetiri dana nakon izleganja. Eksperiment je
zavrSen pet dana nakon §to je zabelezeno izletanje poslednje odrasle jedinke (nakon 29 dana).
Izletanje imaga, broj muzjaka i Zenki, pupa i mrtvih larvi belezen je svakog dana. Sve zabelezene

jedinke odmah su sakupljane i konzervirane u 95% alkoholu za dalje analize.

Po zavrSetku eksperimenta analizirani su slede¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet,
vreme 1 stopa razvi¢a jedinki. Pored ovih osnovnih parametara, analizirana je i morfoloSka

varijabilnost desnih krila odraslih jedinki (primenom metode geometrijske morfometrije).

Drugi bioesej za procenu subletalnih efekata (uticaja na morfoloske promene larvi)
sastojao se iz Cetiri tretmana, a jedinke hironomida izlagane su TiO2 nanoc¢esticama od prvog do
Cetvrtog larvalnog stupnja. Larvama je bilo potrebno 3 dana da se izlegu iz jaja. Po dvadeset larvi
(poreklom iz jednog paketa jaja) prebaceno je u svaku test posudu cCetiri dana nakon izleganja.
Eksperiment je zavrSen tri dana nakon §to su primecene prve larve Cetvrtog stupnja (nakon 11
dana). Zabelezen je broj prezivelih larvi, a sve zabelezene jedinke odmah su sakupljene, isprane

detaljno destilovanom vodom i konzervirane u 95% etanolu za dalje analize.

Po zavrSetku eksperimenta analizirani su slede¢i parametri: prezivljavanje/mortalitet,

mokra masa larvi, morfoloska varijabilnost struktura usnog aparata (primenom metode
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geometrijske morfometrije). Morfoloske promene na mentumu larvi praene su i metodom
klasi¢ne morfometrije kako bi se uporedila efikasnost analize ovih dveju morfometrijskih tehnika
u proceni uticaja TiO2 nanocestica. ZabeleZene su i vidljive promene na strukturama usnog aparata
larvi (ostecena ili deformacije). Kako bi se potvrdilo da larve unose nanocestice u organizam,

procenjena je koli¢ina Ti i TiO2 u telima larvi putem ICP-MS analize.

Ispitivanje toksicnosti CeO2z nanocestica

Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti CeO2 nanocestica sastojao se od dva
identi¢no struktuirana bioloska testa na jedinkama vrste C. riparius sa istim koncentracijama
nanocCestica (sa po pet tretmana). Prvi bioesej postavljen je sa ciljem procene letalnog efekta
(uticaja na odrasle jedinke); dok je u drugom bioeseju ispitivan subletalni efekat na larvama kroz
analizu serije parametara (tabela 5). Koncentracije su odredene u skladu sa procenjenim
sredinskim koncentracijama nano-CeO2 u EU: prema danskom modelu u slatkovodnim
sedimentima mozZe biti od 0,2 do 95 um/kg (Gottschalk i sar., 2015; Wang i Nowack, 2018) a u
otpadnom mulju oko 359 um/kg (Gottschalk i Nowack, 2011; Gottschalk i sar., 2015). Testirane
koncentracije, stoga, predstavljaju najgori ekoloSki scenario ukoliko se nastavi sa ekstenzivnom

upotrebom nano-CeOx.

Tabela 5 - Set eksperimenata procenu uticaja CeO, nanocestica — prikaz broja tretmana i replikata, sa brojem larvi C. riparius
iskoris¢enim u eksperimentu (koncentracije ispitivanih nanocestica u supstratu predstavljene su u miligramima nano-CeO; po
kilogramu sedimenta)

Eksperimenti za tretman
. tp e CeO (koncentracija broj replikata po broj larvi u S larvi
I5p! |varvlje ] 2 nano-CeO; tretmanu replikatu u tretmanu
nanocestica
mg/kg)
s 2,5
bioloski test za
. 25
procenu letalnih
250 4 25 100
efekata nano- 5500
CeOs
kontrola
> larvi u prvom eksperimentu 500
o 2,5
bioloski test za )5
. 250 4 25 100
subletalnih efekata
nano-CeO; 2500
kontrola
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> larvi u drugom eksperimentu 500

> larvi u setu eksperimenata za procenu uticaja CeO; nanocestica 1000

Pripremljene test posude (po proceduri opisanoj u prethodnim poglavljima) ostavljene su tri
dana da se sve Cestice istaloZe pre pocetka eksperimenta. Larvama je bilo potrebno dva dana da se
izlegu iz jaja. Za oba bioeseja po 25 larvi (poreklom iz jednog paketa jaja) prebaceno je u svaku

test posudu Cetiri dana nakon izleganja.

U prvom bioloskom testu za procenu letalnih efekata nano-CeO: (uticaja na odrasle
jedinke) jedinke hironomida izlagane su CeO2 nanocesticama od prvog larvalnog stupnja do
izletanja. Eksperiment je zavrSen pet dana nakon $to je zabelezeno izletanje poslednje odrasle
jedinke (nakon 27 dana). lzletanje imaga, broj muzjaka i Zenki, pupa i mrtvih larvi beleZen je
svakog dana. Sve zabelezene jedinke odmah su sakupljane i konzervirane u 95% alkoholu za dalje

analize.

Po zavrsetku eksperimenta analizirani su slede¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet, vreme
i stopa razvi¢a jedinki. Pored ovih osnovnih parametara, analizirana je i morfoloska varijabilnost

desnih krila odraslih jedinki (primenom metode geometrijske morfometrije).

U drugom bioloskom testu za procenu subletalnih efekata nano-CeO: jedinke hironomida
izlagane su CeOz nanocesticama od prvog do Cetvrtog larvalnog stupnja. Eksperiment je zavrSen
tri dana nakon §to su primecene prve larve Cetvrtog stupnja (nakon 10 dana). ZabeleZen je broj
prezivelih larvi, a sve zabelezene jedinke odmah su sakupljene, isprane detaljno destilovanom

vodom i konzervirane u 95% etanolu za dalje analize.

Po zavrsetku eksperimenta analizirani su sledec¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet i mokra
masa larvi; morfoloska varijabilnost struktura usnog aparata larvi (primenom metode geometrijske
morfometrije), vidljive promene na strukturama (o$tecenja ili deformacije). Radi procene uticaja
nano-CeO2 na molekularnom nivou analizirani su parametri in vivo genotoksic¢nosti (oStecenja
DNK somatskih c¢elija) i oksidativnog stresa (preko tri biomarkera: koncentracija ukupnih
proteina; lipidna peroksidacija procenom kolicine malonil aldehida i aktivnost superoksid
dismutaze). Kako bi se potvrdilo da larve unose nanocestice u organizam, procenjena je koli¢ina

Ce i CeO2 u telima larvi putem ICP-MS analize.
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Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti CeO2 nanocestica na podlozi od krupnog peska

Paralelno sa osnovnim setom eksperimenata, izvrSen je set eksperimenata za ispitivanje
toksi¢nosti CeO2 nanocestica na podlozi od krupnog, grubo granulisanog peska (Cestica
veli¢ine u rasponu od 0,4 do 1 mm). Ovaj set eksperimenata izvrSen je pre svega radi provere
uticaja tipa podloge na rezultate analize morfoloSke varijabilnosti putem geometrijske
morfometrije, ali i uticaja na osnovne zivotne parametre. Dodatni cilj postavke ovog seta
eksperimenata bio je potvrditi opravdanost koris¢enja fino granulisanog peska kao podloge u

eksperimentima za procenu uticaja nanocestica u odnosu na grubo granulisani pesak.

Dizajn ovog seta eksperimenata bio je identian prethodnom, sa istim koncentracijama
nano-CeO; po kilogramu sedimenta, s time $to je u ovom setu za supstrat koriSéen grubo granulisan

pesak.

Larvama je bilo potrebno dva dana da se izlegu iz jaja. Za oba bioeseja po 25 larvi

(poreklom iz jednog paketa jaja) prebaceno je u svaku test posudu tri dana nakon izleganja.

Po zavrSetku prvog bioloskog testa za procenu letalnih efekata nano-CeOz analizirani su

slede¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet, vreme i stopa razvica jedinki.

Po zavrSetku drugog bioloskog testa za procenu subletalnih efekata nano-CeO:
analizirani su slede¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet i mokra masa larvi; morfoloska
varijabilnost struktura usnog aparata larvi (primenom metode geometrijske morfometrije), vidljive
promene na strukturama (oSteéenja ili deformacije). Kako bi se potvrdilo da larve unose

nanocestice u organizam, procenjena je koli¢ina Ce i CeO2 u telima larvi putem ICP-MS analize.

Ispitivanje toksi¢nosti Fe304 nanocestica

Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti FesOs nanocestica sastojao se od dva
identi¢no struktuirana bioloska testa na jedinkama vrste C. riparius sa istim koncentracijama
nanocestica (sa po Sest tretmana). Prvi bioloski test postavljen je sa ciljem procene letalnog efekta
I ispitivanja uticaja nano-Fe3O4 na odrasle jedinke; dok je u drugom bioeseju ispitivan subletalni
efekat na larvama kroz analizu serije parametara. U oba eksperimenta svaka nano-FezOs

koncentracija testirana je u tri replikata (tabela 6). Koncentracije su odredene u skladu sa
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dosadasnjim in vitro ispitivanjima i procenjenim sredinskim koncentracijama oksida gvozda u
nanoformi u EU: procenjuje se da je u slatkovodnim sedimentima prisutno prose¢no od 1,6 do 4,4
mg nanocestica oksida gvozda (medu kojima su Cestice nano-Fez04) po 1 kg sedimenta (Wang i

Nowack, 2018).

Tabela 6 - Set eksperimenata procenu uticaja Fe304 nanocestica — prikaz broja tretmana i replikata, sa brojem larvi C. riarius
iskoris¢enim u eksperimentu (koncentracije ispitivanih nanocestica u supstratu predstavljene su u miligramima nano- Fes04 po
kilogramu sedimenta).

Eksperimenti za tretman . : ; : : ;
spitivanje FesOu (koncentracija broj replikata po broj I.arV| u S larvi
o nano- Fes04 tretmanu replikatu u tretmanu
nanocestica
mg/kg)
1
bioloski test za 5
procenu letalnih 10 3 50 60
efekata nano- 50
Fes0s 100
kontrola
> larvi u prvom eksperimentu 360
1
bioloski test za 5
procenu 10 4 55 75
subletalnih efekata 50
nano-Fes04 100
kontrola
> larvi u drugom eksperimentu 450
> larvi u setu eksperimenata za procenu uticaja Fe3O4 nanocestica 810

Pripremljene test posude (po proceduri opisanoj u prethodnim poglavljima) ostavljene su dva
dana da se sve Cestice istaloze, pre pocetka eksperimenta. Larvama je bilo potrebno dva dana da
se izlegu iz jaja. Prvom bioeseju po 20, a u drugom po 25 larvi (poreklom iz jednog paketa jaja)

prebaceno je u svaku test posudu tri dana nakon izleganja.

U prvom bioloskom testu za procenu letalnih efekata nano-FesOas (uticaja na odrasle
jedinke) jedinke hironomida izlagane su Fe3Os nanocesticama od prvog larvalnog stupnja do
izletanja. Eksperiment je zavrSen pet dana nakon §to je zabelezeno izletanje poslednje odrasle

jedinke, tj. nakon 22 dana. lzletanje imaga, broj muzjaka i zenki, pupa i mrtvih larvi belezen je
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svakog dana. Sve zabeleZene jedinke odmah su sakupljane 1 konzervirane u 95% alkoholu za dalje

analize.

Po zavrSetku eksperimenta analizirani su sledec¢i parametri: prezivljavanje/mortalitet, vreme i
stopa razvica jedinki. Pored ovih osnovnih parametara, analizirana je i morfoloska varijabilnost

desnih krila odraslih jedinki (primenom metode geometrijske morfometrije).

U drugom bioloskom testu za procenu subletalnih efekata nano-FesOas jedinke hironomida
izlagane su Fe304 nanocesticama od prvog do Cetvrtog larvalnog stupnja. Eksperiment je zavrSen
tri dana nakon S§to su primecene prve larve Cetvrtog stupnja, tj. nakon 13 dana. ZabeleZen je broj
prezivelih larvi, a sve zabelezene jedinke odmah su sakupljene, isprane detaljno destilovanom

vodom i konzervirane u 95% etanolu za dalje analize.

Po zavrsetku eksperimenta analizirani su slede¢i biomarkeri: prezivljavanje/mortalitet i mokra
masa larvi; morfoloska varijabilnost struktura usnog aparata larvi (primenom metode geometrijske
morfometrije), vidljive promene na strukturama (ostecenja ili deformacije). Radi procene uticaja
nano-Fe30O4 na molekularnom nivou analizirani su parametri in vivo genotoksi¢nosti (ostecenja
DNK somatskih ¢elija) i oksidativnog stresa (preko pet biomarkera: koncentracija ukupnih
proteina; lipidna peroksidacija preko procene koli¢ine TBARS; koli¢ina proteinskih produkata
oksidacije - AOPP; aktivnost superoksid dismutaze - SOD i aktivnost katalaze - CAT), pored ¢ega
je analizirana i hemolimfa larvi radi procene koli¢ine hemoglobina. Kako bi se potvrdilo da larve
unose nanocestice u organizam, procenjena je koli¢ina Fe i Fe3O4 u telima larvi putem ICP-MS

analize.
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3.3 Analiza biomarkera bioloskih testova

3.3.1. Standardni parametri (stopa prezivljavanja, mortalitet, vreme razvica,
stopa razvica i mokra masa)

Svrha analize standardnih parametara je utvrdivanje uticaja ispitivane materije na biolosko
stanje populacije, tj. razvoj hironomida, njihovo prezivljavanje i rast. Prema smernicama OECD
testa 218, a na osnovu rezultata eksperimenata, mereni su slede¢i standardni zivotni parametri

populacionog fitnesa (OECD, 2004):

Stopa prezivljavanja ili, u slucaju imaga, stopa eklozije (eng. the emergence ratio —
ER, u slu¢aju odraslih jedinki; eng. survival — S, u sluc¢aju larvi), predstavlja prezivljavanje jedinki
u tretmanima na kraju eksperimenta u procentima, a izracunata je na osnovu formule:

ER = ne/na,

Pri ¢emu “ne” predstavlja sumu prezivelih jedinki u replikatu na kraju eksperimenta
(prezivelih larvi ili izletelih odraslih jedinki), a “na” predstavlja broj larvi ubacenih u replikat na
pocetku eksperimenta.

Mortalitet (eng. the mortality - M) je obrnuto proporcionalan stopi prezivljavanja i
izraCunat je na osnovu formule:

M =1-ER

Vreme razvica (eng. the developmental time - DT) predstavlja srednji vremenski raspon
od ubacivanja larvi (koji predstavlja nulti dan eksperimenta) do izletanja odraslih jedinki u
odredenom tretmanu (izrazava se u danima), a izracunato je na osnovu formule

DT =) Nd * d/Nt,

Pri ¢emu “Nd” predstavlja broj izletelih odraslih jedinki po replikatu u danu “d”; “Nt”
predstavlja ukupan broj izletelih odraslih jedinki po replikatu na kraju eksperimenta; a “d” je broj
dana od pocetka eksperimenta (tj. od dana ubacivanja larvi u replikate).

Stopa razvica (eng. the developmental rate - DR) recipro¢na je vremenu razviéa (jedinica
1/dan) 1 predstavlja udeo razvica po danu, tj. procenat izletanja jedinki u toku dana, a preracunata
je na osnovu formule:

DR =) Nd * D/Nt, where

D=1/(d-0.5)
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Rezultati DR laksi su 1 precizniji za interpretaciju toksi¢nosti od DT jer imaju manju
varijansu i blizu su normalne raspodele, te se mogu analizirati snaznijim parametarskim testovima.
Ukoliko nisu postojale indikacije za statisticki razliCite osetljivosti pola, rezultati za muzjake i
zenke objedinjeni su u statistickim analizama.

Mokra masa larvi predstavlja meru rasta i merena je odmah po zavrsSetku eksperimenta.
Sve larve iz jednog replikata stavljene su na filter papir da se osusSe (tri minuta) i potom je, pomocu
analitiCke vage, izmerena masa svake larve pojedinacno (u setu eksperimenata za testiranje i odabir
adekvatne podloge) ili ukupna masa po replikatu (u setu eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti
nanocCestica). U drugom sluc¢aju ukupna masa larvi u jednom replikatu podeljena je brojem
izmerenih larvi kako bi se dobila proseéna masa jedne jedinke u replikatu. Rezultati su

predstavljeni kao srednja ili prose¢na masa jedne jedinke po tretmanu (u miligramima).

3.3.2. Bioakumulacija - procena koli¢ine unetih nanocestica (ICP-MS)

Radi utvrdivanja prisustva i procene koli¢ine nanocestica u telima larvi hironomida
pristupljeno je analizi putem masene spektrometrije sa indukovano spregnutom plazmom (eng.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - ICP-MS). Ova analiza izvr$ena je na Deparmanu
za Prirodne Nauke, Jozef Stefan Instituta i u Internacionalnoj Postdiplomskoj Skoli, u Ljubljani,
Slovenija, u saradnji sa Dr Janjom Vidmar i Prof Dr Janez S¢anéarom.

Masena spektrometrija je Siroko primenjivana analiticka tehnika za detekciju elemenata u
tragovima, na osnovu procene njihove mase i naelektrisanja (De Hoffmann, 2000). U principu
maseni spektrometar se sastoji iz jonskog izvora (koji sluzi za pobudivanje uzorka i stvaranje jona
gasovite faze); jednog ili viSe masenih separatora (koji razdvajaju jone na osnovu odnosa mase i
naelektrisanja, m/z) i detektora (De Hoffmann, 2000). Prednost ICP masene spektrometrije je u
brzini analize, moguénosti detektovanja vise elemenata i njihovih izotopa istovremeno i visokoj
osetljivosti za veliki broj elemenata (od ppt do ppm) (Thomas, 2013). Generalni princip ICP-MS
tehnike je sledeci: uzorak u te€nom stanju se unosi u komoru za rasprsivanje; pobuduje se u plazmi
argona, usled Cega se emituje zracenje karakteristicno za elemente u uzorku; emitovano zracenje
se preko interfejsa usmerava so¢ivima do separatora; elementi plazme mogu da stvore smetnje, t].
interferencije (na primer u vidu poliatomskih molekulskih ili dvostruko naelektrisanih jona), pa

separator razdvaja jone na osnovu m/z odnosa i uklanja interferencije iz analitickog signala; joni
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se potom prevode u elektricni signal na osnovu koga se elementi detektuju u spektrometru
(Thomas, 2013). Konkretna procedura ICP-MS analize uzoraka u ovom radu opisana je u daljem
tekstu

Procedura digestije uzorka larvi izlaganih TiO2 nanocesticama
Pre digestije oko 0,1 g mokre mase uzorka larvi hironomida (iz svake koncentracie)

konzerviranih u etanolu ostavljeno je da se osusi tokom jedne no¢i na 60°C u pecnici (Binder
GmbH, Tuttlingen, Nemacka) radi dobijanja konstantne mase uzorka. Ovaj uzorak je potom
pripremljen za dalje ICP-MS analize dvostepenom mikrotalasnom kiselinskom digestijom u peci
“UltraWAVE” (pe¢ sa jednom reakcionom komorom, proizvodaca Milestone, Shelton, CT, USA).
0,5 ml hidrogen peroksida (30% H2Og, suprapure), 1 ml azotne Kiseline (65% HNOs3, suprapure),
1 ml fluorovodoni¢ne kiseline (40% HF, suprapure) i 0,5 ml hlorovodoni¢ne kiseline (30% HCI,
suprapure) dodato je u sud sa uzorcima larvi. Uzorci su potom podvrgnuti mikrotalasnoj digestiji
u zatvorenom sudu na 100 bara. U prvom stepenu digestije sproveden je slede¢i program:
zagrevanje 20 min do 200°C, odrzavanje 30 min na 200°C, potom hladenje do sobne temperature.
3 ml borne kiseline (4% vodeni rastvor H3BOs, suprapure) je potom dodato u sud kako bi se
razlozili fluoridi i kompleksovala zaostala HF kiselina. U drugom stepenu digestije sproveden je
slede¢i program: zagrevanje 15 minuta do 200°C, odrZavanje 10 minuta na 200°C, potom hladenje
do sobne temperature. Nakon digestije dobijeni su bistri rastvori. Digestovani rastvori
kvanititativno su preneseni u posude od 30 ml i preliveni Milli-Q vodom do kona¢ne zapremine
od 15 ml. Ista procedura, ali bez uzorka je sprovedena u kontrolnoj posudi.

Za pripremu svih rastvora koris¢ena je Milli-Q voda (provodljivosti 18,2 MQ cm;
dobavljaca “Direct-Q 5 Ultrapure water system” i proizvodaca Merck Millipore, Milford, MA,
USA). HNOs, HCI, HF, H202 i H3BO3 dobavljeni su od “Merck Millipore”, proizvodaca Milford,
MA, USA.

Determinacija Ti koncentracije putem ICP-MS-a
Pre kvantifikacije Ti putem ICP-MS analize nasuprot spoljnoj kalibracionoj krivi koriste¢i

itrijum (®®Y) kao interni standard®, digestovani uzorci su razblazeni pet puta Mili-Q vodom.

Standardni rastvori Ti za kalibraciju (u koncentraciji od 0 do 500 mg/l Ti) su dobijeni

8 interni standard dodaje se u rastvore i pokriva ceo raspon masa i treba da ima sli¢an jonizacioni potencijal kao
ispitivani uzorak, a da ne izaziva dodatne smetnje smetnje analitickom signalu. Najée$ée se koriste °Be, #°Sc, 8%,
103Rh 115|n ||| ZOQBi

, .
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razblazivanjem osnovnih Ti rastvora (eng. stock solutions), proizvodaca “Merck”, Darmstadt,
Nemacka (1000ug Ti/ml razblaZeno je sa 2% - 3% HNO3).

Najzastupljeniji Ti izotop sa m/z 48 u matriksu digestovanih uzoraka trpi poliatomske
interferencije koje sadrze S, Si i P (npr. 32S¥0*, 12C*, 2Gi%F* 35180+ 31pl70*) i izobarne
interferencije sa “8Ca. Stoga je “®Ti iztop meren u MS/MS rezimu masenog pomaka sa reakcionim
gasovima O i H2 korisc¢enjem trostrukog kvadrupola (separatora) ICP-MS (ICPQQQ), pri ¢emu
je prvi i drugi kvadrupol postavljen na m/z 48 i 64, redom. Korisc¢en je “Agilent 8800 ICP-QQQ”
ICP-MS uredaj (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) koji je optimizovan za roubsnu plazmu i
odgovarajucu osetljivost.

Za proveru tacnosti analiticke metode (procedure digestije i procedure ICP-MS
determinacije Ti) koris¢en je standardni referentni materijal — uzorak tkiva ostrige (SRM 1566b,
NIST, Gaithersburg, Maryland, ZDA): 100 mg ovog standardnog uzorka koji sadrzi 12,24+0,39
mg/kg Ti digestovano je na identi¢an nacin kao 1 eksperimentalni uzorci. Putem iste metodologije
determinisano je de je koncentracija Ti u referentnom SRM 1566b uzorku 12,25+0,44 mg/kg
(N=3). Povrh toga, u 100 mg standardnog SRM 1566b uzorka dodat je 1 mg TiO2 nanocestica i
ponovljen je postupak. Detektovano je 94,7+1,1% (N=3) supstance u ovom uorku, ¢ime je
potvrdena visoka preciznost metode.

Uneta koli¢ina E171 TiO2 nanocestica od strane tretiranih larvi izraCunata je na osnovu
procenjene koli¢ine Ti u telima larvi pomocu naredne jednacine:

Konc. TiO2 = (Ti konc. u uzorku — pozadinska konc. Ti u kontroli) * maseni odnos TiO2/Ti.

Pri ¢emu je maseni odnos TiO2/Ti=1.6684.

Procedura digestije uzorka larvi izlaganih CeO2 nanocesticama
Pre digestije oko 0,1 g mokre mase uzorka larvi hironomida (iz svake koncentracije)

konzerviranih u etanolu ostavljeno je da se osusi tokom jedne no¢i na 75°C u pecnici (Binder
GmbH, Tuttlingen, Nemacka) radi dobijanja konstantne mase uzorka. Ovaj uzorak je potom
pripremljen za dalje ICP-MS analize mikrotalasnom kiselinskom digestijom u pe¢i (“CEM MARS
6 Microwave Digestion System®, Matthews). Oko 0,01 g ovako osusenog uzorka dodato je u
mikrotalasni sud, u koji je potom dodato 1,0 ml hidrogen peroksida (30% H20., suprapure, Merck
Millipore), 3 ml azotne kiseline (67% - 69% HNOs3, suprapure, Carlo Erba). Uzorci su potom

podvrgnuti mikrotalasnoj digestiji sprovodenjem sledeceg programa: zagrevanje 30 min do 200°C,
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odrzavanje 60 min na 200°C, potom hladenje do sobne temperature. Nakon digestije dobijeni su
bistri rastvori. Digestovani rastvori kvanititativno su preneseni u polietilenske posude od 30 ml i
rastvoreni Milli-Q vodom do konaéne zapremine od 30 ml. Ista procedura, ali bez uzorka je
sprovedena u kontrolnoj posudi. Za pripremu svih rastvora koris¢ena je Milli-Q voda
(provodljivosti 18.2 MQ cm; dobavljaca “Direct-Q 5 Ultrapure water system” i proizvodaca
“Merck Millipore”, Milford, MA, USA). HNO3, HCI, HF, H20: i H3BO3 dobavljeni su od “Merck
Millipore”, proizvodaca Milford, MA, USA.

Determinacija Ce koncentracije putem ICP-MS-a
Kvantifikacija Ce putem ICP-MS analize je izvedena nasuprot spoljnoj kalibracionoj krivi

koriste¢i rodijum (***Rh) kao interni standard. Merenjem Ce standarda za kalibraciju (u
koncentraciji od 0,1 do 1000 pg/1 Ce) sa onlajn internom standardizacijom (25 pg/1 rastvor
rodijuma). Matri¢no-podudarajué¢i standardni kalibracioni rastvori su dobijeni razblazivanjem
osnovnih Ce rastvora, proizvodaca “Merck”, Darmstadt, Nemacka (1000 pug Ce/ml razblazeno je
sa 5% HNO:s).

Za analizu je koriS¢en “Agilent 7900” ICP-MS uredaj (Agilent Technologies, Tokyo,
Japan), opremljen autosemplerom (SPS4, Agilent). Optimizacija instrumentalnih parametara
(suiranih u tabeli 7) je vrSena na dnevnoj bazi kako bi se postigla zadovoljavajuca osetljivost i

smanjio nivo oksida i dvostruko naelektrisanih jona u sistemu.

Tabela 7 - ICP-MS operativni parametri za determinaciju Ce koncentracija (“Agilent 7900” ICP-MS uredaj, Agilent Technologies,
Tokyo, Japan).

Parametar Tip/Vrednost

Unasenje uzorka / eng. Sample introduction

Rasprsivac / Nebulizer Miramist
Komora za rasprsivanje/ Spray chamber Scott
Konus za pregled i uzorkovanje / Skimmer and sampler cone Ni
Parametri plazme / eng. Plasma parameters

Prah / Forward power 1480 W
Protog gasa plazme / Plasma gas flow 15.0 L min
Protok gasa u nosacu / Carrier gas flow 1.05 L min
Dubina uzorka / Sample depth 7.0 mm
Protok gasa u rastvaracu / Dilution gas flow 0.1 L min1
Parametri Celije / eng. Cell parameters

Protok gasa / Gas flow /
Oktopolne smetnje / Octopole bias -10.0V
Diskriminacija energije / Energy discrimination 50V
Parametri dobavljanja podataka / eng. Data acquisition parameters

Ispitivani izotopi / Isotopes monitored 140Ce
Izotopi internog standarda / Isotopes of internal standards 103Rh

107




Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Za proveru taCnosti analiticke metode (procedure digestije i procedure ICP-MS
determinacije Ce) kori$¢ene su standardne CeO2 nanocestice (20 wt% suspenzija nano-CeOz, US
Research Nanomaterials); standardni referentni materijal — uzorak tkiva ostrige, SRM 2976 (US
National Institute of Standards and Technology) koji sadrzi 0.109+0.008 mg/kg Ce; kao i
standardni referentni material, SRM 2976, u koji je dodta suspenzija CeO2 nanocestica. Ovi
kontrolni uzorci digestovani su na identi¢an nacin kao i eksperimentalni uzorci. Suspenzije CeO>
nanocestica su prvo mesane u vorteksu (10 s) i ultrasoni¢nom kupatilu (20 min) i rastvorene kako
bi se dobile suspenzije sa finalnom koncentracijom od 10 pg/1. Potom je 100 ul ove suspenzije
nanocCestica prebaceno u mikrotalasne posude i podvrgnuto digestiji. 121+4% (n=3) supstance je
detektovano, ¢ime je potvrdena visoka preciznost metode.

Putem iste metodologije determinisano je de je koncentracija Ce u 0,1+0,005 g referentnog
SRM 2976 uzorka 0,097+0,013 mg/1 (n=3). Povrh toga, u 0,1 g standardnog SRM 2976 uzorka
dodato je 100 pL rastvora 10 pg/l1 CeO2 nanocCestica i ponovljen je postupak. 93+1% (n=3)
supstance je detektovano, ¢ime je dodatno potvrdena visoka preciznost metode.

Uneta koli¢ina CeO2 nanocestica od strane tretiranih larvi izraunata je na osnovu
procenjene koli¢ine Ce u telima larvi pomocu naredne jednacine:

Konc. CeO. = (Ce konc. u uzorku — pozadinska koncentracija Ce u kontroli) * maseni

odnos CeO./Ce. Pri ¢emu je maseni odnos CeO2/Ce=1,2286

3.3.3. Tradicionalna morfometrija

U tradicionalnoj morfometriji morfoloske strukture se opisuju duzinskim rastojanjima
medju tackama koje se na strukturama definisu, kao §to je navedeno u uvodnom poglavlju. Ovime
se dobijaju podaci o dimenzijama analiziranih struktura (o njihovoj $irini, duzini, visini ). Nakon
zavrSetka eksperimenata, za potrebe analiza metodom tradicionalne morfometrije, larve
hironomida su konzervirane u alkoholu (95% etanol), a tradicionalna morfometrija u ovom radu
primenjena je u dva sulcaja:

- na telima larvi iz seta eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge,

- na mentumima larvi iz seta eksperimenata za procenu uticaja TiO».

Sve dimenzije merene su pomocu javno dostupnog ,,ImageJ* Java softvera za obradu slika, verzije

1.51 (Rasband, 2011; Schneider i sar., 2012).
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3.3.3.1 Merenje dimenzija larvi

Svrha analize dimenzija larvi je utvrdivanje pogodnosti ispitivanog tipa podloge na rast i
razvoj hironomida. Larve su analizirane pomo¢u Nikon SMZ 745T stereomikroskopa sa
objektivom C-W 10xB/22 i 1x okularnim uvecanjem i fotografisane pomoc¢u Leica DFC320
Digital Camera system kamere. Tela larvi fotografisana su u lateralnom polozaju na uvecanju
7,11x, dok su glave larvi fotografisane u dorzalnom poloZaju na uvecanju 25x. Fotografije su
potom prebacene u ImageJ softver u kome su izvrSena merenja na svakoj jedinki pojedinacno.

Definisana su i merena ukupno tri rastojanja koje opisuju dimenzije tela i glave larvi
hironomida (slika 18):

1. DuZina tela (rastojanje
od vrha glave do kraja zadnjeg
telesnog segmenta),

2. Duzina glave
(rastojanje od srediSnje tacke
izmedu mandibula do
epikranijalnog ureza),

3. Sirina glave

(rastojanje izmedu najdaljih

Slika 18 - Tradicionalna morfometrija- definisana rastojanja koja opisuju dimenzije lateralnih tacaka na glaveno_]

tela i glave larvi C. tentans: A - duZina tela, B - duZina glave, C - Sirina glave (larva na

o . . ) o Cauri).
uvecanju 7,11x, glava na uvedéanju 25x, Nikon SMZ 745T, Leica DFC320 Digital Camera cau )

3.3.3.2 Merenje dimenzija mentuma

Svrha analize dimenzija mentuma je, pre svega, procena uticaja TiO2 nanoCestica na
morfometriju ove strukture, ali i uporedivanje lakoc¢e izvedbe i reprezentativnosti rezultata dveju
primenjenih morfometrijskih tehnika (geometrijske i tradicionalne).

Mikroskopski preparati mentuma analizirani su pomoc¢u Leica MZ16A stereomikroskopa
sa objektivom 10x/21B i 10x okularnim uve¢anjem i fotografisani pomo¢u Leica DFC320 Digital

Camera system kamere na ukupnom uvecanju 100x (priprema preparata detaljnije ¢e biti opisana
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u poglavlju “Geometrijska morfometrija’). Fotografije su potom prebacene u ImagelJ softver u
kome su izvrSena merenja na svakoj jedinki pojedinacno.
Definisano je i mereno ukupno osam rastojanja koja opisuju dimenzije mentuma larvi, a

koje inace predstavljaju taksonomski karakter za vrstu C. tentans (slika 19):

1. rastojanje izmedu Setae
submenti;

2. rastojanje izmedu vrhova
poslednjih lateralnih zuba;

3. Sirina baze centralnog, tj.

medijalnog zuba;

4. Sirina baze unutrasnjeg, tj.
prvog lateralnog zuba (levo);

5. Sirina baze unutrasnjeg, tj.

prvog lateralnog zuba (desno);

6. rastojanje izmedu vrha

Slika 19 - Tradicionalna morfometrija- definisana rastojanja koja opisuju ] .
dimenzije mentuma larvi C. tentans (mentum na uvecanju 100x, Leica Centralnog i vrha poslednjeg lateralnog
MZ16A, Leica DFC320 Digital Camera system)

zuba (levo);
7. rastojanje izmedu vrha centralnog i vrha poslednjeg lateralnog zuba (desno);
8.visina mentuma (rastojanje izmedu vrha centralnog zuba i linije koja spaja Setae

submenti);

3.3.4. Geometrijska morfometrija

U geometrijskoj morfometriji analizirani objekti se definiSu matematicki preko
konfiguracije ta¢no definisanih specifi¢nih tacaka koje opisuju njihovu geometriju, potom se
statistickim metodama analizira njihov oblik i metodama direktonog grafickog predstavljanja se
vizuelizuju njegove promene (Rohlf, 1990; Ivanovic¢ 1 Kalezi¢, 2009).

Pri analizama putem geometrijske morfometrije neophodno je uzeti u obzir simetriju
objekta istrazivanja, koja moze biti poklapajuc¢a (eng. matching symmetry), u slué¢aju kada postoji
leva i desna kopija objekta i osa simetrije prolazi izmedju njih (leva i desna mandibula ili levo i

desno krilo), ili moze biti simetrija objekta (eng. object symmetry), kada postoje leva i desna strana
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objekta i osa simetrije prolazi kroz centrar samog bilateralno simetri¢énog objekta (leva i desna
strana mentuma) (Mardia i sar., 2005). Uz to, ukoliko postoji polni dimorfizam, razlike u
analiziranim morfoloskim strukturama izmedju polova, potrebno je analizirati strukture kod

muzjaka i zenki odvojeno, $to je u ovom slucaju i uradjeno.

3.3.4.1. Priprema materijala za analize

Nakon zavrsetka eksperimenta, za potrebe analiza metodom geometrijske morfometrije,
larve i odrasle jedinke hironomida su konzervirane u alkoholu (95% etanol). Pomoc¢u metode
geometrijske morfometrije analizirane su telesne strukture larvi (mentumi i desne mandibule) i

imaga muZzjaka i zenki (desna krila) (tabela 8)

Tabela 8 — Broj uslikanih preparata (fotomikrografija) odabranih struktura za analize metodom geometrijske morfometrije, za
svaki eksperiment i broj fotomikrografija iskoris¢enih u analizi za svaku od koncentracija.

Larve Odraslie jedinke
Eksperiment Tret.ruan : . . e .
(testirane (Kolvlcln‘a Mandibule Mentumi Krila muzjaka Krila zenki
nanodestice) nanocestica (desne) (desna) (desna)
u mg/kg)
125 / / 10 10
250 / / 10 12
. 500 / / 10 12
”f‘z';gt';:j%;fa 1000 / / 10 11
2000 / / 10 12
4000 / / 10 12
Kontrola / / 10 11
Ukupno u analizi (od ukupno fotografisanih) 70 (od 70) 80 (od 83)
2.5 38 38 / /
. 25 40 41 / /
nano-Tio; 250 37 38 / ]
Kontrola 43 44 / /
Ukupno u analizi (od 158 (od 161 (od
ukupno fotografisanih) 160) 164)
2.5 54 49 15 12
nano-CeO, 25 56 55 15 15
sitan pesak 250 39 37 15 15
2500 55 44 15 13
Kontrola 54 47 15 15
Ukupno u analizi (od 258 (od 232 (od
ukupr?o fotografisa(nih) 26(§) 26£) 19 o) 1) e 8
2.5 55 52 / /
nano-CeO; 25 51 49 / /
krupan 250 55 53 / /1
pesak 2500 56 52 / /
Kontrola 49 52 / /
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Ukupno u analizi (od 266 (od 258 (od
ukupno fotografisanih) 276) 278)
1 30 31 12 12
5 34 22 11 12
nano-FesOx 10 42 32 12 11
50 24 32 11 12
100 35 42 12 12
Kontrola 26 27 12 11
Ukupno u analizi (od 191 (od 186 (od
ukuer]]o fotografisa%ih) 196(3) 196(3) seljeel a2y 0ol 12

Larve - mandibule i mentum
Glave larvi su uklonjene sa tela i kuvane u 15% kalijum-hidroksidu (KOH) 15 minuta na

oko 100 °C. Kuvanje u ovako jakoj bazi dovodi do omekSavanja struktura usnog aparata i smanjuje
moguénost pucanja i oSte¢ivanja struktura prilikom disekovanja i kasnije pripreme mikroskopskih

preparata.

Napravljeni su polu-trajni mikroskopski preparati svake analizirane strukture fiksiranjem
pomocu vodotopivog Berlezovog medijuma (200 g hloral hidrata, 20 g glicerola, 30 g gum arabike
i 50 g destilovane vode mesSani su na magnetnoj mesalici do 24 h da bi se dobio ovaj medijum).
Obe mandibule su odstranjene pomocu entomoloskih igli 1 potom fiksirane u bo¢nom poloZzaju.
Ostatak glave sa mentumom je fiksiran na zasebnim mikroskopskim plo¢icama u ventralnom

i pokriven pokrovnim staklom. Preparati su ostavljeni da se osuSe 20 dana pre fotografisanja.

Mikroskopski preparati mandibula i mentuma su potom analizirani pomoc¢u Leica MZ16A
stereomikroskopa sa objektivom 10x/21B 1 10x 1 20x okularnim uve¢anjem 1 fotografisani pomocu
Leica DFC320 Digital Camera system kamere na ukupnom uvecanju 200x za mandibule i 100x za

mentume. Broj fotomikrografija usnog aparata za svaki eksperiment prikazan je u tabeli 8.
Vizuelnom analizom morfoloskih struktura zabeleZzene su i1 izbafene sve jedinke sa

vidljivim deformacijama i ekstremnim oSte¢enjem struktura, pre upotrebe metode geometrijske

morfometrije. Fotomikrografije reprezentativnih deformiteta i oSte¢enja izdvojene su u prilogu.

Odrasle jedinke - krila
Leva i desna krila odraslih muZjaka i Zenki uklonjena su pomo¢u entomoloskih pinceta. Po

10 do 15 odraslih jedinki proizvoljno je izabrano iz svakog tretmana.
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Napravljeni su polu-trajni mikroskopski preparati krila fiksiranjem pomocu vodotopivog
Berlezovog medijuma. Krila su fiksirana tako da dorzalna strana sa nervaturom bude vidljiva,
ostavljena 10 dana da se osuse, potom su prekrivena dodatnim slojem Berlezovog medijuma i

pokrivena pokrovnim staklom. Preparati su ostavljeni da se osuse jo§ 10 dana pre fotografisanja.

Mikroskopski preparati krila su potom analizirani pomo¢u Nikon SMZ 745T
stereomikroskopa sa objektivom C-W 10xB/22 i 1x okularnim uvecanjem i fotografisani pomocu
Leica DFC320 Digital Camera system kamere na ukupnom uvecanju 10x. Broj fotomikrografija

krila za svaki eksperiment prikazan je u tabeli 8.

3.3.4.2 Digitalizacija specifi¢nih tacaka

U geometrijskoj morfometriji specifiéne tacke predstavljaju tatno definisane anatomske
tacke (Zelditch i sar., 2012) koje mogu jasno da se prepoznaju na svakom analiziranom objektu u
okviru uzorka. Za definisanje specificnih ta¢aka neophodno je dobro poznavanje objekta
istrazivanja, kao i definisanje precizne hipoteze i razloga ispitivanja promena u obliku objekata.
Tacke treba da budu rasporodjene tako da Sto detaljnije opisuju analizirani objekat, kako bi se

detektovale moguce promene u svim analiziranim delovima (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009).

Digitalizacija specificnih tacaka i dalje analize radjene su po protokolu koji je detaljno
opisan u radu Viscosi i Cardini, 2011., kao i u udzbeniku Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009. Prvo je kreiran
*TPS fajl od mikrografija u programu TPSUTLil, verzije 1.4, uz pomo¢ opcije ‘‘build TPS file from
images’’ (Rohlf, 2009). Broj fotomikrografija iskoriS¢enih u analizi za svaki eksperiment prikazan
je u tabeli 8. Specifi¢ne tacke digitalizovane su pomoéu MakeFun6, verizije 6" Beta (Sheets, 2003)
i tpsDig2, verzije 2.14 (Rohlf, 2009) softvera (slika 20).
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Slika 20 — Konfiguracija specifi¢nih tacaka (eng. landmarks) koje opisuju analizirane objekte: a — mentum (uvec¢an 100x), b -
desno krilo Zenke (uve¢ano 10x), ¢ - desna mandibula (uvec¢ana 200x). Fotomikrografije: Leica MZ16A stereomikroskop i Leica
DFC320 Digital Camera system kamera.

Specificne tacke opisuju sledece morfoloske strukture u okviru analiziranih objekata

(nomenklatura preuzeta iz rada McAlpine, 1981):

Mentum (objekat sa bilateralnom simetrijom) je opisan sa 29 specifi¢nih tacaka:

1 do 8 - Cetiri spoljasnja lateralna zuba na levoj polovini mentuma,
- 8do 12 - dva unutrasnja lateralna zuba na levoj polovini mentuma,
- 12 do 18 — centralni ili medijalni tro¢lani zub,
- 18 do 22 - dva unutra$nja lateralna zuba na desnoj polovini mentuma,
- 22 do 29 — Cetiri spoljasnja lateralna zuba na desnoj polovini mentuma.
Desna mandibula (objekat sa poklapaju¢om simetrijom) je opisana sa 18 specifi¢nih tacaka:
- 1do 2 —apikalni ili vrsni zub,
- 2 do 8 — tri unutra$nja zuba,

- 9-—vrh zgloba mandibule,
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- 10 do 18 — obod mandibule (distalno).
Desno krilo muZjaka i Zenki (objekat sa poklapaju¢om simetrijom) je opisano sa 13 specifi¢nih

tacaka:

11 2 — humeralni poprec¢ni nerv,

314 —analni nerv,

5 i 6 — distalni krajevi kubitalnih nerava,

7 — distalni kraj medijalnog nerva,

8 19 — distalni krajevi radijalnih nerava,

10 — distalni kraj subkostalnog nerva,

11 — centralna tacka kostalnog nerva (projekcija tacke 4 na kostalni nerv),

12 i 13 — radio-medijalni popre¢ni nerv.

3.3.4.3 Procena variranja oblika i veliCine

Analize metodom geometrijske morfometrije dalje su vrsene prema uputstvu Klingenberga
u programu MorphoJ, verzije 1.07a, koji kombinuje nekoliko pristupa i metoda za analizu oblika

objekata definisanih pomocu specifi¢nih tacaka (Klingenberg, 2011).

Variranje oblika
U geometrijskoj morfometriji oblik je definisan kao ,,sva informacija o geometriji objekta

koja ostane nakon S§to se otklone efekti polozaja, veli€ine i rotacije” (Kendall, 1977). Kako bi se
dobila informacija samo o obliku analiziranih objekata, promenjena je Generalizovana
Prokrustova Analiza, drugacije nazivana Prokrustova superimpozicija (eng. General Procrustess
Analysis) pomocu ,,Procrustess fit“ opcije u MorphoJ programu. Skaliranjem, translacijom 1
rotacijom konfiguracije specifi¢nih tacaka odstranjene su sve razlike u poloZaju, veli¢ini i rotaciji
objekata a zadrzane su sve razlike u njihovom obliku i dobijene su nove varijable oblika u vidu
koordinati tacaka koje opisuju analizranu strukturu. U slucaju krila i mandibula ovime su dobijene
Prokrustove koordinate koje ¢e se koristiti u daljim analizama. U slu¢aju mentuma, koji je
bilateralno simetri¢an objekat, dobijene su simetri¢ne i asimetricne komponente. Simetri¢na
komponenta predstavlja usrednjenu vrednost leve i desne strane u okviru jedinke i ona se koristi u
daljim analizama kao mera oblika (detaljni opis problematike analize objekata sa simetrijom i

sugestije za njithovu analizu mogu se na¢i u radovima Mardia 1 sar., 2000; Klingenberg i sar., 2002
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i Klingenberg, 2015). Suma kvadratnih rastojanja od srednjih vrednosti konstelacije tacaka
(Prokrustovih koordinata) je Prokrustova distanca i ona je glavna mera koja opisuje razlike medu
analiziranim strukturama u metodi geometrijske morfometrije (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009).
Variranje veliCine

Prilikom opisivanja struktura putem specifi¢nih tac¢aka, iako se otklone efekti polozaja,
veli¢ine i rotacije, zadrzava se informacija o njihovoj geometrijskoj veli¢ini u samoj veli¢ini
centroida (eng. centroid size). Veli¢ina centroida predstavlja kvadratni koren iz sume kvadrata
rastojanja svake specificne tacke od centra konstelacije svih specifi¢nih tataka u objektu (Zeldich
isar., 2012). Ova veli¢ina je dalje koriS¢ena kao mera veli¢ine analiziranih objekata koji su opisani
istim brojem i rasporedom specifi¢nih tacaka (kao $to je medjusobno uporedjivanje veli¢ine krila

u razli¢itim tretmanima u jednom eksperimentu).

3.3.4.4 Metode obrade podataka i statisticke analize

Oblik analiziranog objekta je odlika Citave konfiguracije specifi¢nih tacaka koje
predstavljaju varijable oblika (prokrustovih koordinata ili simetri¢nih i asimetri¢nih komponenti).
Podaci analize konfiguracije specifi¢nih tacaka su multivarijantni, tj. viSedimenzionalni (Zeldich
i sar., 2012), te je od njih generisana matrica kovarijansi, opcijom ,,Generate Covaiance matrix“ u
MorphoJ softveru radi daljih analiza. Potom su definisani tretmani kao faktori (grupe) koji utic¢u

na varijabilnost i izvr§eno je dodeljivanje pripadnosti jedinki tim grupama (eng. classifiers).

Kako bi se utvrdilo postojanje statisti¢ki znacajnih razlika u varijabilnosti veli¢ine i oblika
izmedju definisanih grupa, set podataka je eksportovan iz MorphoJ softvera i analiziran u softveru
Statistica, verzije 7.0 (Stat Soft, 2004). Postojanje znacajne varijabilnosti u veli¢ini centroida
analiziranih objekata izmedju tretmana testirano je analizom varijanse (ANOVA), nakon ¢ega je
izvrSen post-hoc test za medjusobno poredjenje grupa. Postojanje znac¢ajne varijabilnosti u obliku
analiziranih objekata izmedju tretmana testirano je multivarijanthom analizom varijanse
(MANOVA) na varijablablama oblika (u slu€aju krila i mandibula na Prokrustovim koordinatama;

u slu¢aju mentuma na simetricnim komponentama).

Izvrsena je provera prisustva alometrije primenom multivarijantne regresije varijabli
oblika na varijable veli¢ine centroida (opcija ,,Regression* u MorphoJ softveru). Na osnovu ove

analize je utvrdjeno koliko varijabilnosti u obliku je uslovljeno velicinom obekata 1 odvojene su
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alometrijske od nealometrijskih komponenti. U slucaju utvrdjivanja statisti¢ki znacajne alometrije,

dalje analize su izvrSene na regresionim rezidualima, tj. nealometrijskoj komponenti varijabilnosti

oblika.

3.3.4.5 Metode eksploracije i vizuelizacije podataka

Jedna od velikih prednosti metode geometrijske morfometrije jeste moguénost da se
specificne promene u obliku vizuelizuju i1 graficki predstave. Ovakvo predstavljanje podataka
omogucava dalju eksploraciju obrazaca variranja, kao i uocavanje specificnih promena na
ispitivanim morfoloSkim strukturama. Kao rezultati se dobijaju tackasti dijagrami u ,,morfoloskom
prostoru® koji oslikavaju obrasce varijacija u uzorku 1 prate¢i grafici dimenzija oblika koje najvise

variraju unutar jedinki i izmedju testiranih grupa (tretmana).

,,Morfoloski prostor* (eng. morphospace) predstavlja apstraktni prostor definisan sa dve ili
viSe promenljivih (svaka promenljiva opisuje neku od morfoloskih osobina) u kome je svaka
analizirana jedinka predstavljena tackom, tj. aritmeti¢kom sredinom konstelacije specifi¢nih

taCaka.

Kao prva, preliminarna analiza varijabilnosti, izvrSena je analiza glavnih komponenti (eng.
Principal Component Analysis, PCA), kako bi se stekao utisak o0 ukupnoj varijabilnosti u uzorku i
analizirala varijabilnost izmedju grupa jedinki. PCA analizom moze se graficki prikazati polozaj
jedinki u morfoloSkom prostoru u odnosu na ,,glavne komponente* (en. Principal Components -
PC), ose koje nose informaciju o varijabilnosti u uzorku. PoloZaj jedinki u ovom prostoru odreden
je ,,sopstvenim vrednostima* (eng. PC scores) 1 sopstvenim vektorima (eng. eigenvalues), koje
objasnjavaju koliko procenata varijabilnosti odredjena osa, tj. komponenta nosi. Prokrustova
distanca opisuje razlike medju konstelacijama tacaka (grupama) u morfoloSkom prostoru

opisanom PC osama.

Kao druga analiza varijabilnosti izvrSena je kanonijska diskriminantna analiza (eng.
Canonical Variate Analysis - CVA), sa integrisanim validacionim testom, kako bi se izdvojile
osobine koje najviSe doprinose razlikovanju unapred definisanih grupa i optimizovale razlike
izmedju njih. CVA analizom moZe se graficki prikazati poloZaj jedinki u morfoloskom prostoru u

odnosu na ,,kanonijske varijable* (en. Canonical Variables - CV), ose koje nose informaciju o
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varijabilnosti u uzorku. Polozaj jedinki u ovom prostoru odreden je ,,vrednostima kanonijskih
varijabli“ (eng. CV scores) 1 sopstvenim vektorima (eng. eigenvalues), koje takodje objasnjavaju
koliko procenata varijabilnosti odredjena osa nosi. Uz to, dobijene su i vrednosti Mahalanobisovih
distanci, distanci jedinki u odnosu na srednje vrednosti uzorka, na osnovu kojih je procenjena
efikasnost kanonijskih varijabli u diskriminaciji grupa. Mahalanobisove distance, dakle, ukazuju
na razli¢itost izmedju unapred definisanih grupa, pri cemu veca distanca znaci i vecu razlicitost
grupa.

Obrasci promene oblika struktura, duz PCA i CVA osa, vizuelizovani su pomoc¢u nekoliko
grafika koji se mogu kreirati u samom morphol i tpsDig2 softveru: ,,transformacionih mrezica*
(eng. transformation grid); ,,zicanih okvira“ (eng. wireframe) i ,,kontura“ (eng. outline). Ovi grafici
pokazuju na kojim delovima struktura su promene nastale kao i to koji je pravac i intenzitet tih
promena. Na “transformation grid“ graficima struktura je predstavljena specificnim tackama
pozicioniranim na beskonac¢no tankoj savitljivoj plo¢i sa mrezom, a izmene oblika, njihov pravac
1 intenzitet prikazane su deformacijama te ploce. ,,wireframe* 1 ,,outline* grafici prikazuju razlike
izmedju prose¢nog oblika strukture (eng. starting shape) i izmenjenog oblika strukture (eng. target
shape) koji je rezultat deformacija jedinki koje su pozicionirane u odredjenom delu morfoloskog
prostora. Faktorom skaliranja (eng. scale factor) promene prikazane na njima se skaliraju, tj.
uvelicavaju kako bi se bolje vizuelizovale i uocile (mogu se interpretirati kao Prokrustove distance
u slucaju PCA analize; ili Mahlanobisove distance u slu¢aju CVA analize) (Klingenberg i

Monteiro, 2005).
1z svake analize je izbacen odredeni broj jedinki na osnovu sledecih kriterijuma:

- Prevelika oStecenja ili vidljivi deformiteti (fotografije deformisanih struktura nalaze se u

prilogu na kraju rukopisa);

- Ekstremno razli€it oblik u odnosu na srednju vrednost oblika (identifikovan pomoc¢u “find

outlier” opcije u Morphol softveru);

- Prevelika udaljenost od celokupne konstelacije tacaka u morfoloskom prostoru u PCA

analizi.
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3.3.5. Oksidativni stres

Analiza biomarkera koji pokazuju stanje oksidativnog stresa kod jedinki hironomida
izvrSena je u svrhu utvrdivanja poremecaja homeostaze usled izlaganja nanocesticama, a
primenjena je u dva slucaja:

- Nalarvama iz bioloskog testa za procenu subletalnih efekata CeO2 nanocestica (preko
tri biomarkera: koncentracije ukupnih proteina; stepena lipidne peroksidacije
odredenog putem koli¢ine malonil aldehida - MDA i aktivnosti superoksid dismutase -
SOD),

- Nalarvama iz bioloskog testa za procenu subletalnih efekata Fe3Os nanocestica (preko
pet biomarkera: koncentracija ukupnih proteina; stepen lipidne peroksidacije odreden
putem koli¢ine TBARS; koli¢ina proteinskih produkata oksidacije - AOPP; aktivnost
superoksid dismutase - SOD i aktivnost katalaze - CAT).

Za potrebe ovih analiza po pet larvi iz svakog replikata, odmah po zavr$etku eksperimenta,

je izdvojeno u flakone (bez ikakvog medijuma) i ¢uvano na suvom ledu na -79°C do pocetka

analize.

3.3.5.1 Oksidativni stress izazvan CeO2 nanocesticama (ukupna koli¢ina proteina,
MDA, SOD)

Ova analiza izvrSena je na Departmanu za Animalnu Fiziologiju, Fakulteta Nauke,
SveuciliSta u Zagrebu u Hrvatskoj u saradnji sa Prof Dr Domagojem Diki¢ i Prof Dr Markom
Milisa.

Ukupno pet larvi iz svakog replikata je ru¢no homogenizovano i ovaj homogenat iskoris¢en
je za merenje parametara oksidativnog stresa indukovanog CeO: nanocesticama.

Ukupna koncentracija proteina odredena je metodom opisanom u radu Lowry i sar.,
1951., sa albuminom govedeg seruma (eng. bovine serum albumin) kao standardom.

Lipidna peroksidacija odredena je merenjem koncentracije malonil aldehida (eng.
malondialdehyde - MDA) metodom opisanom u radu Ohkawa i sar., 1979. 200 ul uzorka
homogenizovanog tkiva hironomida pomesano je sa 200 ul 8,1% natrijum dodecil sulfata, 1,5 ml
20% siréetne kiseline (CH20, pH 3,5) i 1,5 ml 0,81% tiobarbiturinske kiseline (TBA), a potom

inkubirano 60 minuta na 95°C. Uzorak je potom ohladen na ledu i centrifugiran, nakon cega je
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odredena apsorbanca u supernatantu na 532 1 600 nm pomocu “Libro S22” spektrofotometra
(proizvodaca Biochrom). Ukupna apsorbanca odredena je putem formule:

A tota= As32 nm— As00 nm

Koncentracija MDA je odredena pomocu molarnog apsorpcionog koeficijenta za MDA—
TBA kompleks, koji iznosi 1.56 x 10° M cm™.

Aktivnost superoksid dismutaze (eng. superoxide dismutase — SOD) odredena je
pomoc¢u modifikovanog SOD eseja opisanog u radu Flohé, 1984. Aktivnost je izracunata preko
procenta inhibicije oksidacije ksantina (AA / min = 0,025), reakcije koja stvara superoksidne
anjone® koji su dalje supstrat SOD enzimu u uzorku. Superoksidni anjoni koji ostanu neiskoris¢eni
od strane enzima oksiduju citohrome povezane sa unutra$njom membranom mitohondrija.
Nerastvoreni uzorak (25 pL) pomesan je sa 1,45 ml reakcionog rastvora (citohrom C, 0,05 mM;
ksantin, 1 mM pomeSani u proporciji 10:1 sa Elmanovim reagensom, tj. 5,5’-ditiobis 2-
nitrobenzoi¢nom kiselinom). 20 pl ksantin oksidaze (0,4 Uml™?) je dodato radi zapo¢injanja
reakcije. Reakcija nastajanja zutog jedinjenja TNB je prac¢ena merenjem tri minuta na talasnoj
duzini od 550 nm pomocu “Libra S22 spektrofotometra (Biochrom). Jedna jedinica SOD
aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima neophodna da se postigne 50% inhibicije na tipi¢noj
kalibracionoj krivi dobijenoj SOD standardom. U analizi su kori$¢eni citohrom C tip IV (iz
konjskog srca); SOD iz uzorka humane krvi (tip I, liofoliziran prah, 2400 U/mg proteina), ksantin
i ksantin oksidaza (200 U/ml) dobavljaca Sigma-Aldrich.

3.3.5.2 Okisdativni stress izazvan Fe304 nanocesticama (ukupna koli¢ina proteina,
TBRAS, AOPP, SOD, CAT)

Ova analiza izvr$ena je na Departmanu za Biohemiju, Medicinskog Fakulteta, Univerziteta
u NiSu u saradnji sa Dr Jelenom Basi¢.

Larve su ru¢no homogenizovane i ovaj homogenat iskoriS¢en je za merenje parametara
oksidativnog stresa indukovanog CeO: nanocesticama. Ukupno 5 larvi iz svakog replikata

homogenizovano u 2,5 ml etilen diamin tetra siréetno kiselinskom (EDTA) puferu (40 mM, pH

9 Superoksidni anjon predstavlja reaktivnu vrstu kiseonika, ROS, koji nastaje u mitohondrijama redukcijom kiseonika
dodavanjem jednog elektrona, a SOD ga transformise u manje aktivan vodonik peroksid i njegova koncentracija nije
visa od 10® M. Ukoliko je aktivnost SOD ometena moZe dovesti do povecanja koncentracija vodonik peroksida,
ostecenja Celijske membrane i lipidne peroksidacije.
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7,8; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Sirovi homogenat centrifugiran je 15 minuta na 500 G
(4°C), a potom je supernatant centrifugiran 30 minuta 12.000 G (4°C). Ovako dobijen supernatant
(postmitohondrijalna frakcija) je upotrebljen za merenje nivoa produkata oksidativne modifikacije
I merenje aktivnosti enzima.

Ukupna koncentracija proteina odredena je metodom opisanom u radu Lowry i sar.,
1951., sa albuminom govedeg seruma (eng. bovine serum albumin) kao standardom.

Lipidna peroksidacija odredena je merenjem koncentracije supstanci koje reaguju sa
tiobarbiturinskom kiselinom (eng. thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) metodom
opisanom u radu Andreeva i sar., 1988. Reakcija nastajanja ruzicastog hromogenog produkta
reakcije TBA (tiobarbiturata) i MDA (malonilaldehida) merena je na talasnoj duzini od 532 nm
pomocu spektrofotometra (Multiscan Ascent 96/384 ¢itac, proizvodaca Thermo Labsystems).
Koncentracija TBARS je odredena pomo¢u molarnog ekstinkcionog koeficijenta, koji iznosti 1,56
x 10°M~ ! cm™! a rezultati su izrazeni u pmol/l, a potom konvertovani u mg ukupnih proteina
(umol TBARS po mg ukupnih proteina).

Kolicina proteinskih produkata oksidacije (eng. Advanced Oxidation Protein
Products — AOPP) odredena je pomocu spektrofotometrijske metode opisane u radu Witko-Sarsat
i sar., 1996. Kalibracija je izvrSena pomocu hloramin-T rastvora, koji apsorbuje svetlost na talasnoj
duZini A = 340 nm | u prisustvu kalijum jodida, KI. Rezultati su izracunati i izraZeni u pumol/l
hloramin-T ekvivalenata, a potom korelisani sa ukupnim nivoom proteima (konvertovana u
jedinice pmol AOPP po mg ukupnih proteina).

Aktivnost Kkatalaze (eng. catalase activity - CAT) odredena je pomocu
spektrofotometrijske metode opisane u radu Goth, 1991., zasnovane na svojstvu CAT enzima da
rastvara spstrat (vodonik peroksid H»O2). Enzimatska reakcija je zaustavljena dodavanjem
amonijum molibdata, usled ¢ega je nastao zuti kompleks H20 i molibdata, koji je meren na 405
nm nasuprot kontrole. Enzimatska aktivnost izrazena je u U/l a potom konvertovana u mg proteina.

Aktivnost superoksid dismutaze — SOD, odredena je pomoc¢u metode opisane u radu
Masayasu i Hiroshi, 1979., koja se bazira na nastanku obojenog produkta - formazana. U reakciji
sa NBT (nitro plavo tetrazolijum hlorid), supraoksidni anjon, nastao kao produkt autooksidacije
pirogalola, formira obojeni produkt formazan. SOD enzim, kao Cista¢ supraoksidnih anjona,

dovodi do inhibicije ove reakcije. Enzimatksa aktivnost izrazena je u I/l, a potom konvertovana u
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mg proteina. Jedna jedinica SOD aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima neophodna da se

postigne 50% inhibicije stope NBT fotoredukcije.

3.3.6. In vivo genotoksicnost

Da bi se utvrdio potencijal nanocestica da izazovu osteCenja na DNK u somatskim
¢elijama, analiza je sprovedena u dva slucaja:

- Nalarvama iz bioeseja za procenu subletalnih efekata CeO nanocestica,

- Nalarvama iz bioeseja za procenu subletalnih efekata FesO4 nanocestica.

Do danas je razvijen veliki broj tehnika za procenu oste¢enja DNK, ali je u ovom radu
primenjena alkalna verzija Kometa testa, koja spada u ekonomi¢nije, osetljive i brze tehnike. Ova
analiza se drugacdije naziva i gel elektroforeza pojedinacnih ¢elija, pomocu koje se odreduje nivo
ostecenosti DNK u ¢elijama preko detektovanja pucanja DNK lanaca, Sto predstavlja jedno od
glavnih vidova oste¢enja DNK usled oksidativnog stresa (Lacaze i sar., 2010; Valverde i Rojas,
2009; Cotelle i Ferard, 1999).

U oba slu¢aja analize su sprovedene identiénom metodologijom na Departmanu za
Biologiju i Ekologiju, Prirodno-Matematickog Fakulteta, Univerziteta u Kragujeveu u saradnji sa
Dr Sanjom Mati¢ 1 SneZanom Stanic.

Za potrebe ovih analiza od pet do deset larvi iz svakog replikata, odmah po zavrSetku

eksperimenta je podvrgnuto analizi.

3.3.6.1. Kometa test

Kometa test je sproveden na osnovu metode opisane u radu Singh i sar., 1988., sa manjim
modifikacijama opisanim u radu Bernabo i sar., 2017. Pored negativne kontrole iz samog
eskperimenta (grupe koja nije tretirana nanocesticama), uvedena je i pozitivna kontrola (grupa koja

je tretirana vodonik peroksidom, H.O2, 20 mM, po preporuci Bernabo i sar., 2017.

Hemikalije
Fosfatni pufer sa dodatkom soli (eng. Phosphate-Buffered Saline - PBS) kalcijuma i

magnezijuma, agaroza za DNK elektroforezu i agaroza niske tacke topljenja (eng. Low-Melting
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point Agarose - LMA) dobavljeni su od “Alfatrade Enterprise D.0.0.” (proizviodaca Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany).

Priprema uzoraka
Da bi se dobile suspenzije dezintegrisanih somatskih ¢éelija, po pet do deset larvi iz svakog

tretmana je homogenizovano, filtrirano i potom resuspendovano u 3 ml suspenzionog pufera (1X
PBS, 20 mM EDTA, 10% DMSO, pH 7,4), centrifugirano 15 min na 1500 rpm na 4°C (Eppendorf
centrifuge 5415 R), a potom dodatno resuspendovan u 150 pL suspenzionog pufera. 10 uL ovako
pripremljene Celijske suspenzije je pomeSano sa 75 ml 1% LMA, nakon Cega je 75 pL ove
mesavine izliveno na mikroskopske plocice. Da bi se odredio nivo DNK ostecenja, preparati su

bojeni etidijum bromidom u trajanju od 10 minuta u potpunom mraku

Procena nivoa ostecenja DNK
Mikroskopski prepati su posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom Nikon (Ti-Eclipse)

povezanim sa CCD lamerom. Nivo o$teéenja DNK je odrecen vizuelno, metodom opisanom u
radu Collins, 2004., razvrstavanjem kometa u pet kategorija (o do 4) na osnovu duzine migracije
DNK, prema relativnoj koli¢ini ostecene DNK u “repu” komete u odnosu na “glavu” koja
predstavlja neoste¢eni deo DNK.

Ukupan skor je izracunat prema radu Miyaji i sar., 2004:

(% ¢elija klase 0 x 0) + (% ¢elija klase 1 x 1) + (% ¢elija klase 2 x 2) + (% ¢elija klase 3 x
3) + (% celija klase x 4)

Ukupan skor se kre¢e u rasponu od 0 (ni jedna ¢elija nije oste¢ena) do 400 (sve Celije su

maksimalno oStecene).

3.3.7. Analiza hemolimfe - procenat hemoglobina

Jedna od karakteristika larvi roda Chironomus jeste posedovanje respiratornog pigmenta
hemoglobina, kao $to je ve¢ navedeno u uvodnom poglavlju.

Koncentracija hemoglobina u hemolimfi larvi determinisana je fotometrijskom metodom
pomo¢u automatizovanog hematoloskog analizatora (Medonic M16M/M20M, Svedska) po
metodi opisanoj u radu Yang i sar., 2013.

Analiza je izvrSena na ‘“svezim larvama” na slede¢i nain: odmah nakon zavrSetka

eksperimenta larvama su odstranjene glave 1 hemolimfa iz tela je sakupljena pomocu kapilarnih
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cevcica. Ovako pripremljene ccev€ice su ubacene u automatski analizator koji odmah odreduje

nivo hemoglobin u uzorku i izrazava ga u g po 1 | hemolimfe.

3.4 Statisticke analize podataka

Pre pocetka utvrdivanja statisticki znacajnih razlika u ispitivanim parametrima po
grupama, testirana je normalnost i homogenost varijanse dobijenih skupova podataka pomocu
nekog od testova normalnosti (Kolmogorov-Smirnov® sa Lilliefors korekcijom znadajnosti,
Shapiro-Wilk ili Levene, p<0,05). Ako se pokazalo da je p vrednost testa normalnosti vec¢a od 0,05
(podaci sa normalnom raspodelom) pristupljeno je parametarskim analizama varijansi (kao $to je
jednofaktorska analiza varijanse, eng. One-Way ANOVA!): a ako je p vrednost ispod 0,05
(podaci znacajno odstupaju od normalne distribucije) pristupljeno je neparametarskim
alternativama parametarskih analiza (kao s$to je Kruskal-Wallis-ov test). Ukoliko su ovi testovi
pokazali opstu razliku izmedu grupa, dalje su izvodeni post hoc testovi, kako bi se potvrdilo
izmedu konkretno kojih grupa postoje znacajne razlike. Za post hoc poredenje korisc¢en je Tukey
HSD, Dunnett T*2, LSD ili Mann-Whitney test, pri é¢emu je nivo zna¢ajnosti postavljen na p<0,05
(Karadzi¢ i Marinkovi¢, 2009) uz Bonferoni korekciju (pri ¢emu se nivo znacajnosti postavlja
deljenjem regularne vrednosti 0,05 brojem tretmana). Korelaciona analiza izvrSena je pomocu
parametarskog Pearson korelacionog testa ili njegovog neparametarskog ekvivalenta - Spearman
rho (eng. Spearman Rank Order Correlation Test).

Swvi statisticki testovi su primenjeni pomocu dva statisticka paketa: “IBM SPSS”, verzije
19.0.0 za Windows operativni sistem (IBM, 2010) ili “Statistica”, verzije 7.0 za Windows
operativni sistem (Stat Soft, 2004).

Rezultati analize parametara populacionog fitnesa iz seta eksperimenata za odabir
adekvatne podloge analizirani su na sledeé¢i nacin: nakon $to je analizirana normalnost merenih
parametara razlike u prezivljavanju larvi su analizirane parametarskim testovima (ANOVA).

Podaci oba eksperimenta su testirani nezavisno, potom su pulirani u jedan set podataka. Za post

10 Kolmogorov-Smirnov test je neparametarski test koij se primenjuje za podatke sa neprekidnom raspodelom. On
ispituje da li je funkcija raspodele posmatranog obeleZja jednaka nekoj unapred zadatoj raspodeli.

11 Jednofaktorska analiza varijansi ispituje uticaj jedne nezavisne kategorijske promenljive (jednog faktora, u ovom
slucaju koli¢ine nanocestica), koji ima tri ili viSe grupa, na zavisno promenljivu sa neprekidnim vrednostima.

12 Tretira jednu grupu kao kontrolnu i poredi sve ostale sa njom.
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hoc pojedinan¢na poredenja tretmana kori$¢en je Tukey HSD test. Razlike u teZini larvi, duzini
tela, duzini i Sirini glave larvi hironomida, na razli¢itim podlogama, testirane su
neparametrijskom analizom varijansi (Kruskal-Wallis-ov test). Za post hoc pojedinan¢na
poredenja tretmana koris¢en je Mann-Whitney test uz Bonferonijevu korekciju praga znacajnosti.

Rezultati analize parametara populacionog fitnesa iz seta eksperimenata za procenu
uticaja nanocestica analizirani su na slede¢i nacin: nakon $to je analizirana normalnost merenih
parametara varijabilnost mortaliteta je testirana neparametarskom analizom varijanse, tj. Kruskal-
Wallis-ovim testom, a za post hoc poredenje tretmana upotrebljen je Mann—Whitney test.
Varijabilnost DT i DR je testirana parametarskom ANOVA analizom, a za post hoc post hoc
poredene tretmana upotrebljen je Dunnett-ov test. Razlike u tezini larvi hironomida testirane su
neparametrijskom analizom varijansi (Kruskal-Wallis-ov test). Za post hoc pojedinan¢na
poredenja tretmana koris¢en je Mann-Whitney test uz Bonferonijevu korekciju praga znacajnosti.

Rezultati analize mentuma larvi metodom tradicionalne morfometrije (testiranje
varijabilnosti osam morfometrijskih parametara) nakon $to je analizirana normalnost merenih
parametara testirani su ANOVA i Post Hoc LSD procedurom.

Statisticka obrada rezultata analize metodom geometrijske morfometrije opisana je
detaljnie u prethodnim poglavljima, ukratko: eksportovani podaci iz MorphoJ softvera analizirani
su pomocu statistickog paketa Statistica. Postojanje znacajne varijabilnosti u veli¢ini analiziranih
objekata putem veli¢ine centroida, izmedju tretmana testirano je analizom varijanse (ANOVA),
nakon Cega je izvrSen Tukey HSD post hoc test za medjusobno poredjenje grupa. Postojanje
znaajne varijabilnosti u obliku analiziranih objekata izmedju tretmana testirano je
multivarijantnom analizom varijanse (MANOVA), dok je za vizuelnu eksploraciju podataka
koris¢ena PCA 1 CVA analiza.

Rezultati ICP-MS analize, nakon $to je analizirana normalnost merenih parametara, Su
statisticki testirani jednofaktorskom analizom varijanse, ANOVA, kako bi se poredila
koncentracija unetih nanocestica izmedu tretmana, nakon ¢ega je izvrSen post hoc Tukey HSD test
za medjusobno poredjenje grupa. Da bi se utvrdio nivo povezanosti izmedu koncentracije
nanocestica u sedimentu i1 njithove koncentracije u telima larvi, primenjena je neparametarska

korelaciona analiza, Spearman rho korelacioni test.
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Rezultati analize parametara oksidativnog stresa, prvo su analizirana na normalnost
merenih parametara, a potom statisti¢ki testirani ANOVA analizom pra¢enom post hoc Dunnett
testom. Znacajnost je podesena na p<0,05.

Rezultati kometa testa, nakon analize normalnosti parametara, testirani su one-way
ANOVA analizom, pra¢enom LSD post hoc testom. Znac¢ajnost je podeSena na p<0,05.

Rezultati analize hemolimfe (procene koncentracije hemoglobina), nakon S§to je
analizirana normalnost merenih parametara, testirani su ANOVA analizom i post hoc Tukey HSD
procedurom (p<0,05). Da bi se utvrdio nivo povezanosti izmedu koncentracije nanocestica u
sedimentu i koncentracije hemoglobina u telima larvi, primenjena je parametarska korelaciona

analiza, tj. Pearson korelacioni test.
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POGLAVLJE 4

Rezultatl
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4.1. Rezultati karakterizacije nanocestica

Opsezna karakterizacija tri tipa ispitivanih industrijski znacajnih nanocestica oksida
metala: nano-TiO2, nano-CeO> i nano-FesOs ukazala je na nihove znacajne fizicke i hemijske

osobine, a uporedni pregled osnovnih parametara prikazan je u slede¢oj tabeli:

Tabela 9 — Uporedna tabela osnovnih podataka dobijenih ekstenzivnom karakterizacijom testiranih nandestica oksida metala

Raspon
ispitivanih
koncentraci distribuciia srednja i a2 prosecan
Tip ja kristalna e 13 eliging  SPecticna otenciial hidrodinami¢k  agregacija i
nanocestica (mg forma V(E errl:)e +SD pgﬁf“)la P (mV)J i dijametar + talozenje
nanodgestica (nm) g SD (nm)
/ kg
sedimenta)

: 167 £ od-12,2 .
nano-TiO, | 2,5-4000  anatas 50 - 300 50 6,137 do -20.2 671£112 visoka
nano-CeO; | 2,5-2500  fluorit 23-29 21581 42,602 28 14214460 umerena

. 75+
nano-Fe;04 1-100 magnetit  4,4-10,1 078 / / / /

4.1.1 nano-TiO:

Kao $to je u prethodnom poglavlju navedeno, obzirom da detaljna karakterizacija ovih
nanocestica nije izvrSena u okviru ove doktorske disertacije, ve¢ u okviru prethodnih istrazivanja
Jovanovi¢ 1 sar., 2016a, a kako je izuzetno znacajna za interpretaciju rezultata, rezultati

karakterizacije opisani su u prilogu 2 na kraju ove doktorske disertacije.

4.1.1 nano-Ce0O?

TEM mikroskopijom je otkriveno da nano-CeO> ima Siroku distribuciju veli¢ina; ¢estice
su kubnog, tj. ugaonog, oblika sa veli¢inama u opsegu od 23 do 29 nm. Prema TEM slikama,
srednja veli¢ina Cestica + standardna greska je 25+1,8 nm (slika 21). Pored toga, u suspenziji

etanola primecene su nakupine, tj. agregacije Cestica.
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Slika 21 — Transmisioa Elektronska Mikrografija — TEM slike CeO nanocestica na Cetiri razli¢ita uvecanja dobijene “FEI Tecnai G2

F30” uredajem.

XRD difraktogram (zavisnosti relativnog intenziteta difraktovanog zracenja, izrazen kao
broj fotona, od dvostrukog ugla rasejanja, 26/°) pokazuje jasne ostre pikove koji se mogu
pripisati fluoritnoj kristalnoj strukturi (povrsinski centrirana resetkal) (slika 22). Ostri pikovi
(111), (200), (311), (200), (220), (311), (222), (400), (311), (420) i (422) odgovaraju Kkristalnim
ravnima CeO: nanocestica. Nisu otkriveni karakteristi¢ni pikovi koji se odnose na druge

kristalne forme (slika 22 A).

Pregledni XPS spektrogram nano-CeO> uzorkaa pokazuje spektar Ce 3d fotoelektronske
linije sa Ce 3ds2 pikovima izmedu 915 1 900 eV i Ce 3ds2 pikovima izmedu 895 i 875 eV, §to je
karakteristi¢no za CeO (slika 22 C). Spektar O 1s fotoelektronske linije pokazuje glavni pik na
529,2 eV, koji se pripisuje kiseoniku vezanom za tetravalentne Ce jone i prevoj na ~532,5 eV,
Sto ukazuje na to da je povrsina delimeéno pokrivena hidroksidnim OH grupama (slika 22 D).

Odnos cerijuma i kiseonika takode ukazuje na to da CeOz ima fluoritnu kristalnu strukturu.

1 (eng. Face-centered cubic) kubiéni, tj. izometri¢ni kristalni sistem u kome su atomski centri sme$teni u prostoru
na takav nacin da se jedan atom nalazi u svakom od uglova kocke, a jedan u sredistu svake strane, tj. povrsine.
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Slika 22 - nano-CeO, karakterizacija: 2A - XRD S$ablon nano-CeO, kristalne strukture; 2B - XPS spektralna analiza CeO;

nanocestica; 2C - XPS spektar Ce 3d pika; 2D - XPS spektar O 1s pika.

Prema BET analizi, specifi¢na povrsina nano-CeO, praha iznosi 42,602 m?/g, dok je

zapremina pora 1.172 cm%/g a preénik 1075,761 A (107.5761 nm).

Prose¢an hidrodinamicki pre¢nik nano-CeO. u dejonizovanoj vodi tokom vremena,
izmeren DLS tehnikom, iznosi 671+112 nm (tabela 10). Polidisperzitet uzorka je u rasponu od

0,879 do 0,655. Pored toga, vrednost (-potencijala izmerena nakon pripreme suspenzije u

dejonizovanoj vodi bila je 28 mV.
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Tabela 10 - Procenjeni prosecni hidrodinamicki prec¢nik (dy) i polisisperzitet (PDI) nano-CeO; Cestica tokom vremena.

Vreme (min) du (nm) PDI
5 1068 0,879
10 803,2 0,784
15 687,7 0,68
20 716,1 0,71
25 552,3 0,571
30 513,3 0,525
35 477,2 0,61
40 558,2 0,818
45 580,9 0,594
50 817,9 0,795
55 642,8 0,652
60 639,9 0,655

In situ karakterizacija nano-CeO2 u sedimentu pokazala je sledece rezultate:

Agregati nano-CeO> su uglavnom prilepljeni za SiO; Cestice peska u sedimentu (slika 23
A i B). Jasno je uoceno da su CeO2 nanocestice rasute po sedimentu u vidu velikih klastera, tj.
agregata. Agregati nano-CeO> imaju Siroku distribuciju veli¢ine u rasponu izmedu 2 i 25 pm za
ispitivanu koncentraciju od 2500 mg/kg nano-CeO>; a u rasponu od 5 do 10 pum za ispitivanu
koncentraciju od 250 mg/kg nano-CeOs. 1z SEM slika se zakljucuje da, ne samo da nano-CeO-
formiraju agregate, ve¢ da se ti agregati vezuju za SiO> Cestice peska, jer nije uoen ni jedan

nezavisan nano-CeO; agregat.
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Slika 23 — In situ karakterizacija nano-CeO, u sedimentu (koncentracija 2500 mg/kg): SEM slike i EDX analiza. A - SEM slika nano-
CeO; agregata (zelena elipsa) lociranog na jednom jedinom zrnu peska; B — Uvelicana SEM slika istog nano-CeO; agregata; C —

rezultati EDX analize mesta u uzorku prikazanog na Ai B.

Prisustvo CeO> nanodestica u uzorku je takode potvrdeno EDX spektralnom analizom
koja je pokazala da wt% (procentualni tezinski udeo elementa, tj. relativna koncentracija

elementa u masi) Si i Ce iznosi 17,32 i 82,68, respektivno (slika 23 C).

4.1.3 nano-Fe304

TEM mikroskopija koriS¢ena je za izraCunavanje veli¢ine, distribucije velifine i
povrsinske morfologije golih FesO4 nanocestica (slika 24). Otkriveno je da nano-FesO4 ima mali
opseg velicina; Cestice su sferiénog oblika sa veli¢inama u opsegu od 4,4 do 10,1 nm, a prose¢na
veli¢ina iznosi 7,5 nm (slika 25). Primeceno je da se postize uniformna raspodela veli¢ine nano-

Fe304 kada je njihov pre¢nik od 7,5+0,78 nm.
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XRD difraktogram pokazuje da kod nano

Distribucija veli

na druge Kristalne forme (slika 26 A).
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Pregledni XPS spektrogram nano-FesOs uzorka ukazuje na to da pektar Fe 2p
fotoelektronske linije pokazuje Fe 2pi2 pik na 726,28 eV i Fe 2ps;» pik na 712,92 eV, sto je

karakteristi¢no za Fe304, a ne za Fe2Oz3 (slika 26 C).
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Slika 26 — nano-Fes04 karakterizacija: 2A- XRD $ablon nano-FesO4 kristalne strukture; 2B - XPS spektralna analiza Fes3Oa4

nanocestica; 2C - XPS spektar Fe 2p pika; 2D - XPS spektar O 1s pika.

Magnetna svojstva nano-FesOs ispitivana su sistemom za merenje fizickih svojstava
(PPMS). Zavisnost magnetizacije (izrazene u elektro-magnetnim jedinicama po gramu) od jacine

magnetnog polja (izrazenoe u Erstedovim jedinicama), M-H kriva, nanocestica je merena na

134



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

sobnoj temperaturi (298K, tj. 24,85°C) (slika 27). Prema krivi magnetizacije, histerezis? se ne

primecuje, a uzorak pokazuje supermagnetna svojstva tipi¢na za nanocestice.
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Slika 27 — Megnetizacione krive za nano-Fes0Os merene na sobnoj temperaturi ,Physical Property Measurement System,,

uredajem
In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu sa krupnim peskom pokazala je sledece

rezultate:

50 mg/kg nano-Fe304 u krupnom pesku
Pri ovoj koncentraciji jako je tesko uociti i identifikovati FesO4 nanocestice u sedimentu.

Medutim, uspeli smo da lociramo njihove agregate uz pomo¢ EDX analize (slika 28). Prose¢na
veli¢ina nano-Fe3Os agregata u razliCitim regionima sedimenta je 4,968+1,922 um, sa

minimalnom veli¢inom oko 3,711 um i maksimalnom veli¢inom oko 7,804 pum.

Pored toga, primeceno je da se Fe3O4 nanocestice u ovoj koncentraciji lepe za Ca soli, §to

ogranic¢ava njihovu identifikaciju u sedimentu.

2 Histerezis kod analize magnetnog polja je pojava pri kojoj namagnetisanost feromagnetnog tela ne zavisi samo od
aktuelne vrednosti magnetnog polja, vec i od prethodnih magnetnih stanja.
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10 ym

o
METE-METU

Slika 28 — In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu sa krupnim peskom (koncentracija 50 mg/kg), SEM slike i EDX analiza.

A - SEM slika nano-Fe304 agregata (crvena elipsa); B - rezultati EDX analize uzorka.

100 mg/kg nano-Fe304 u krupnom pesku
Pri ovoj koncentraciji je jednostavnije uoCiti i identifikovati FesOs4 nanoCestice u

sedimentu jer se javljaju u vidu agregata razli¢ite veli¢ine: u nekim regionima sedimenta uoc¢eni
su veliki, a u drugim relativno mali agregati (slika 29 A). Prose¢na veli¢ina hano-Fez04 agregata
u razli¢itim regionima sedimenta je 10,515+£9,831 um, sa minimalnom veli¢inom oko 4,344 um i
maksimalnom veli¢inom oko 25,175 pum. Prisustvo nano-FezOs je potvrdeno i EDX analizom
(slika 29 B).

S5pm
METE-METU

Slika 29 — /n situ karakterizacija nano-Fes04 u sedimentu sa krupnim peskom (koncentracija 100 mg/kg), SEM slike i EDX analiza.

A - SEM slika nano-Fe30,4 agregata (crvena elipsa); B - rezultati EDX analize uzorka.
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1000 mg/kg nano-Fe304 u krupnom pesku
Pri ovoj koncentraciji bilo je najjednostavnije uociti i identifikovati FesOs nanocestice u

sedimentu u vidu agregata sa veoma Sirokom distribucijom veli¢ine (slika 30 A). Prose¢na
veli¢ina nano-Fe304 agregata u razliCitim regionima sedimenta je 3,712+4,364 pm, sa
minimalnom veli¢inom oko 0,649 pm i maksimalnom veli¢inom oko 13,491 um. Prisustvo
nano-Fes0s je potvrdeno i EDX analizom (slika 30 B). Sa povec¢anjem koncentracije nano-FezO4

agregati imaju vecu tendenciju interakcije sa ¢esticama samog peska nego Cesticama Soli.

Slika 30 — In situ karakterizacija nano-Fes04 u sedimentu sa krupnim peskom (koncentracija 1000 mg/kg), SEM slike i EDX
analiza. A - SEM slika nano-Fe30,4 agregata (crvene elipse); B - SEM slika nano-Fe30,4 agregata (crvena elipsa) na ve¢em uvecanju;

C - rezultati EDX analize uzorka.

In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu sa sitnim peskom pokazala je sledece

rezultate:

50 mg/kg nano-Fe304 u sitnom pesku
Pri ovoj koncentraciji, sli¢no kao i u sedimentu sa krupnim peskom, FesO4 nanocestice su

vrlo tesko uocljive, medutim retki nano-FezO4 agregati su uoc¢eni uz pomo¢ EDX analize (slika
31 A). Prosecna veli¢ina nano-Fe3O4 agregata u razli¢itim regionima sedimenta je 1,36+0,295
pm, sa minimalnom veli¢inom oko 0,851 um i maksimalnom veli¢inom oko 1,44 um. U ovom
slucaju takode je primeceno da se FesO4 nanocestice u ovoj koncentraciji nalaze na ¢esticama Ca

soli, §to potvrduje i EDX analiza (slika 31 B).
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Slika 31 — In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu sa sitnim peskom (koncentracija 50 mg/kg), SEM slike i EDX analiza. A -

SEM slika nano-Fe304 agregata (crvena elipsa); B - rezultati EDX analize uzorka.

100 mg/kg nano-Fe304 u sitnom pesku
Pri ovoj koncentraciji Fe3O4 nanocestice takode interaguju sa Cesticama soli, medutim

dominantna je interakcija izmedu nanocCestica i Cestica peska (Slika 32 A) Prosecna veli¢ina
uocenih nano-FesOs agregata u razli¢itim regionima sedimenta je 0,835+0,016 pm, sa
minimalnom veli¢inom oko 0,855 um i maksimalnom veli¢inom oko 0,822 um. Prisustvo nano-

Fe30a je potvrdeno i EDX analizom (slika 32 B).

B :
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Slika 32 - In situ karakterizacija nano-Fes04 u sedimentu sa sitnim peskom (koncentracija 100 mg/kg), SEM slike i EDX analiza. A

- SEM slika nano-Fes0, agregata (crvena elipsa); B - rezultati EDX analize uzorka.
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1000 mg/kg nano-Fe304 u sitnom pesku
Pri ovoj koncentraciji bilo bilo je vrlo jednostavno uociti i identifikovati FesOs

nanocestice u sedimentu u poredenju sa ostalim koncentracijama (slika 33 A). Prose¢na veli¢ina
nano-FesO4 agregata u razliCitim regionima sedimenta je 3,052+1,058 pm, sa minimalnom
veli¢inom oko 1,1610 um i maksimalnom veli¢inom oko 4,463 pm. Prisustvo nano-FesO;4 je
potvrdeno i EDX analizom (slika 33 B). Moze se zakljuciti da sa poveéanjem koncentracije
nano-Fe304 agregati imaju vecu tendenciju interakcije sa Cesticama samog peska nego ¢esticama

soli, kao $to je primeéeno i u sedimentu sa sitnim peskom.

Slika 33 — In situ karakterizacija nano-Fe304 u sedimentu sa sitnim peskom (koncentracija 1000 mg/kg), SEM slike i EDX analiza.

A - SEM slika nano-Fe;0,4 agregata (crvena elipsa); B - rezultati EDX analize uzorka.
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4.2. Rezultati analize biomarkera bioloskih testova

4.2.1 Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge

Oba bioloska testa zavrSena su nakon 12 dana (tri dana nakon §to je primeéeno da su

larve dostigle Cetvrti stupanj razvica).

4.2.1.1. Karakterizacija podloga od kvarcnog peska

Cestice kvarcnog peska analizirane su i fotografisane SEM mikroskopijom (slika 34).

Prosecna veli¢ina Cestica podloge od krupnog peska (grube granulacije) u razli¢itim
regionima sedimenta je 0,573+0,175 mm, sa minimalnom veli¢inom oko 1,044 mm i
maksimalnom veli¢inom oo 0,332 mm (slika 34 A).

Prosecna veli¢ina cCestica podloge od sitnog peska (fine granulacije) u razliitim
regionima sedimenta je 0,152+0,046 mm, sa minimalnom veli¢inom oko 0,243 mm i

maksimalnom veli¢inom oo 0,065 mm (slika 34 B).

N R
v, I8
W L

- . PZ

- \
WD | mag HV HFW 1mm WD | mag HV HFW 1 mm
8.1 mm |100 x| 20.0 kV |2.98 mm METE-METU 7.2 mm |100 x| 20.0 KV | 2.98 mm METE-METU

Slika 34 - In situ karakterizacija sedimenta od kvarcnog peska uz skalu od 1mm za poredenje velicine. A - SEM slika podloge od
krupnog kvarcnog peska; B - SEM slika podloge od sitnog kvarcnog peska.
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4.2.1.2 Standardni parametri

U prvom bioloSkom testu, namenjenom proceni uticaja meSavine komponenti
supstrata, osnovni kriterijum za validnost testa (prose¢no prezivljavanje od minimum 70%)
ispunjen je u dva tretmana: STANDARD i T+P (tabela 11).

ANOVA je pokazala statisticki znacajne razlike u prezivljavanju larvi izmedu tretmana,
(testiranih supstrata, p=0,49; F=3,518). Post hoc test je pokazao da je prezivljavanje larvi u
supstratu T+G bilo najniZe i zna¢ajno manje od prezivljavanja larvi u supstratu T+P (u kome je
zabelezeno naviSe prezivelih larvi; Tukey HSD, p<0,05). Kruskal-Wallis-ov test je pokazao
znacajno variranje mokre mase tela izmedu razli¢itih tipova podloge (p<0,0001). Post hoc Mann-
Whitney test je pokazao da hironomide gajene na STANDARD i T+G podlozi imaju znacajno
vecu masu od jedinki gajenih na ostalim podlogama (p<0,05). Jedinke iz P+T+MG tretmana

imale su najnize vrednosti mase tela.

Tabela 11 - PreZivljavanje i mokra masa C. tentans larvi na razli¢itim tipovima supstrata sastavljenim iz mesavine komponenti
(srednje vrednosti + SD u %). Kolona “prezivljavanje” - tretman a je statisticki znacajno razli¢it od tretmana b (Tukey HSD

p<0,05); Kolona “mokra masa” tretman a je statisticki znacajno visi od tretmana b (Kruskal-Wallis p<0,05).

Prezivljavanje | Mokra masa

Treatman
Skracenica (mean £SD) | (mean % SD)
(tip podloge)
% mg
STANDARD Standardni OECD supstrat (pesak + treset + glina) 76,7+7,6 8,86 + 3,12

Standardni supstrat sa medicinskom glinom (pesak + treset +
P+T+MG 61,7 +15,3 5,94 +3,1°
medicinska glina)

T+G Standardni supstrat bez peska (treset + glina) 53,3+12,6° 9,73 £ 3,92
T+P Standardni supstrat bez gline (treset + pesak) 85+1,52 6,74 + 2,4°
G+P Standardni supstrat bez treseta (glina + pesak) 63.3+2,9 7,2+4,3°

U drugom bioloskom testu, namenjenom proceni uticaja pojedina¢nih komponenti
supstrata, osnovni kriterijum za validnost testa (prosecno prezivljavanje od minimum 70%)
ispunjen je u dva tretmana: KP i SP (tabela 12).

ANOVA je pokazala statisticki znaCajne razlike u prezivljavanju larvi izmedu tretmana
(p=0,001; F=11,019). Post hoc test je pokazao razlike u prezivljavanju larvi izmedu sledecih

tretmana (Tukey HSD, p<0,05): ni jedna larva nije prezivela u supstratu 0 (znacajno nize
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prezivljavanje u odnosu na sve ostale supstrate, osim na supstrat T), gde je prezivljavanje
znacajno nhize nego u supstratu KP (u kome je zabelezeno naviSe prezivelih larvi) (Tabela 12).
Kruskal-Wallis-ov test je pokazao znacajno variranje mokre mase tela izmedu razli¢itih tipova
podloge (p<0,001). Post hoc Mann-Whitney test je pokazao da hironomide gajene na SP podlozi

imaju znacajno ve¢u masu od jedinki gajenih na svim ostalim podlogama (p<0,05).

Tabela 12 - Prezivljavanje i mokra masa C. tentans larvi na razli¢itim tipovima supstrata sastavljenim iz pojedinacnih sastojaka
supstrata (srednje vrednosti + SD u %). Kolona “PreZivljavanje” - Tretman a je statisticki znacajno razli¢it od tretmana b i c;
tretman c je statisticki znacajno razli¢it od svih ostalih tretmana, osim b (Tukey HSD p<0,05); Kolona “mokra masa” tretman a je

statisticki znacajno visi od tretmana b (Kruskal-Wallis p<0,05);

Skraéenica Treatman (tip podloge) preZivljavanje (mean + SD) % Mokra masa (mean + SD) mg
KP Krupan pesak 81,67 +17,55°2 8,71+3,7°
SP Sitan pesak 73,3+12,5 10,58 £ 3,12
T Treset 35+31,2° 6,99 +3,31°
G Glina 61,6+7,6 6,77 £2,12°
Bez supstrata 0,0+0,0°¢ 0,0+£0,0°

Kada se sumiraju podaci iz Citavog seta eksperimenata za testiranje i odabir
adekvatne podloge i iz analize izbaci tretman 0 (sa 0 prezivelih larvi), ANOVA pokazuje
statisticki znacajne razlike medu tretmanima (p=0,025, F=2,2998). Najvise prezivelih larvi
zabelezeno je u KP 1 T+P supstratima, $to predstavlja znacajno viSe prezivljavanje jedino od
onog u supstratu P (gde je zabeleZeno najmanje prezivelih larvi), kako je pokazao Tukey HSD
post hoc test (p<0,05) (slika 35). Masa znaéajno varira medu tretmanima (Kruskal-Wallis
p<0,05). Redosled tretmana prema rezultatima merenja rasta (od naviseg ka najnizem) je sledeéi:
SP > T+G > STANDARD > KP > G+P > T > G > T+P > P+T+MG; pri ¢emu je post hoc test
pokazao da jedinke tretmana SP imaju znacajno visu masu od svih ostalih (osim tretmana T+G);
jedinke tretmana T+G imaju znacajno visu masu od onih iz P+T+MG, T+P i G; dok jedinke
tretmana P+T+MG imaju znacajno manju masu i od tretmana STANDARD (Kruskal-Wallis
p<0,005) (slika 36).
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Slika 35 1- Procenat preZivljavanja C. tentans larvi na svim testiranim tipovima supstrata predstavljenim zajedno, tretmani
prvog bioloskog testa obojeni su plavo, tretmani drugog zeleno. A — boxplot dijagrami stope preZivljavanja sa SD vrednostima; B
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Slika 362 - Mokra masa C. tentans larvi (na svim testiranim tipovima supstrata predstavljenim zajedno, tretmani prvog
bioloskog testa obojeni su plavo, tretmani drugog zeleno A — boxplot dijagrami mokre mase larvi sa SD vrednostima; B —
prosecne mokre mase larvi sortirane u opadaucem nizu. * Tretmani a su statisticki znacajno razliciti od svih ostalih osim b;
tretman b razlikuje se od tretmana c i d; tretman e razlikuje se od tretmana e (Man Whitney p<0,005)
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4.2.1.3 Tradicionalna morfometrija

U prvom bioloSkom testu, namenjenom proceni uticaja meSavine komponenti
supstrata, od ukupno 178 vizuelno analiziranih mentuma primeceno je samo dva mentuma sa
vidljivim deformacijama, tj. odsustvom zuba, jedan G+P i jedan na T+P podlozi. Na ovim istim
podlogama uocen je i najveéi broj mentuma sa istroSenim zubima. Procenat deformisanih i
istroSenih mentuma bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak (manje od 4% 1 18%,

respektivno), te nije bilo moguce statisticki obraditi rezultate.

U drugom bioloskom testu, namenjenom proceni uticaja pojedina¢nih komponenti
supstrata, od ukupno 152 vizuelno analizirana mentuma, nije uocen ni jedan deformitet, dok je
najveci broj mentuma sa istroSenim zubima primecen na podlogama KP i G. Procenat istroSenih
mentuma bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak (manje od 15%), te nije bilo moguce

statisti¢ki obraditi rezultate.

StatistiCka analiza pokazala je znacajno variranje svih testiranih parametara merenja
metodom tradicionalne morfometrije (Man Whitney, p<0,05) iz ¢itavog seta eksperimenata za
testiranje i odabir adekvatne podloge (bez tretmana 0, na kome nije bilo prezivelih larvi) (tabela
13).

Tabela 13 — Tradicionalna morfometrija - Dimenzije C. tentans larvi na razli¢itim tipovima supstrata (srednje vrednosti + SD u

mm).
DuZina tela DuZina glave Sirina glave
P Tretman
Skracenica . (mean = SD) (mean £ SD) (mean  SD)
(tip podloge)
mm mm mm
STANDARD Standardni OECD supstrat 14,68 £ 2,18 0,88 £ 0,064" 0,69 + 0,045°
(pesak + treset + glina)
P+T+MG Standardni supstrat sa medicinskom glinom 13,62 + 0,86 £0,12¢b 0,7 £0,09
(pesak + treset + medicinska glina) 2,52°
T+G Standardni supstrat bez peska (treset + glina) 15,3+ 2,54 0,89 +0,065¢ 0,72 £ 0,058
T+P Standardni supstrat bez gline (treset + pesak) 14,0+ 1,99 0,83 +0,11 0,68 + 0,066°
G+P Standardni supstrat bez treseta (glina + pesak) 13,2 + 3,48 0,85+0,14b 0,69 +0,13°
KP Krupan pesak 14,55 + 2,09 0,89 +0,065" 0,70 £ 0,044
SP Sitan pesak 15,63 + 2,382 0,89+0,65b 0,71 £0,064
T Treset 13,51 +2,05P 0,88 + 0,065 0,75 £ 0,0542
G Glina 14,28 +1,57 0,83 £0,10° 0,69 £ 0,042

*vrednost a su statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite od vrednosti b u istoj koloni (p<0,005)
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Redosled tretmana prema rezultatima merenja dimenzija tela (od najvecih ka najmanjim)
je sledeci (slika 37):

Duzina tela: SP > T+G > STANDARD > KP > G > T+P > P+T+MG > T > G+P

Duzina glave: SP > KP > T+G > T > STANDARD >P+T+MG >G+P>T+P > G

Sirina glave: T > T+G > SP > KP > P+T+MG > G > G+P > STANDARD > T+P

Post hoc test je pokazao znacajnu razliku izmedu slede¢ih tretmana (Man Whitney
p<0,005), jedinke tretmana SP su znacajno duzeg tela od jedinki tretmana P+T+MG, T i G+P;
jedinke tretmana G imaju statisticki znacajno kraée glave od svih ostalih jedinki, osim onih iz
tretmana T+P; jedinke iz tretmana T imaju znaCajno Sire glave od jedinki tretmana T+P,

STANDARD i G+P.
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Slika 37 - Dimenzije tela C. tentans larvi na svim testiranim tipovima supstrata predstavljenim zajedno, tretmani prvog
bioloski testa obojeni su plavo, tretmani drugog zeleno A — boxplot dijagrami dimenizja tela larvi sa SD vrednostima; B —
prosecne dimenzije tela larvi sortirane u opadaué¢em nizu.
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4.2.1.3. Geometrijska morfometrija

Iz seta eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge metodom geometrijske
morfometrije analizirani su mentumi C. tentans larvi iz prvog bioloskog testa, namenjenog
proceni uticaja meSavine komponenti supstrata.

Fotografisani su mentumi ukupno 178 jedinki i na svakom je digitalizovano 29
specificnih tacaka. Od ukupnog broja fotomikrografija, 159 je ukljuc¢eno u dalje analize. U startu
su isklju¢ena dva mentuma sa vidljivim deformacijama (jedan G+P i jedan na T+P podlozi), a
potom je, putem programa, izbaceno jo§ 17 jedinki iz analize, najvise iz G+P supstrata (tabela
14). Jedinke su grupisane u pet grupa, na osnovu testiranog tipa podloge: Standardni OECD
supstrat (STANDARD); Standardni supstrat sa medicinskom glinom (P+T+MG); Standardni
supstrat bez peska (T+G); Standardni supstrat bez gline (T+P) i Standardni supstrat bez treseta
(G+P).

Tabela 14 - Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge - Biolo3ki test namenjenog proceni uticaja mesavine

komponenti supstrata. Broj uslikanih preparata (fotomikrografija) mentuma za analize metodom geometrijske morfometrije, za
svaki tip podloge i broj fotomikrografija iskoriséenih u analizi.

Tretman (tip podloge) Broj Boj Broj jedinki
fotomikrografija fotomikrografija izbacenih iz
mentuma u analizi analize
Standardni OECD supstrat (STANDARD) 34 30 -4
Standardni supstrat sa medicinskom glinom (P+T+MG) 36 33 -3
Standardni supstrat bez peska (T+G) 32 29 -3
Standardni supstrat bez gline (T+P) 46 43 -4
Standardni supstrat bez treseta (G+P) 30 24 -5
Ukupno 178 159 -19

ANOVA je pokazala znacajne razlike u veli¢ini centroida mentuma (F=2,53; p=0,042).
Post hoc Tukey test je pokazao da se jedino dve grupe medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju
po veliCini centroida: standardni supstrat bez treseta (G+P), najveca veli¢ina centroida i
standardni supstrat sa medicinskom glinom (P+T+MG), najmanja veli¢ina centroida u uzorku.
MANOVA je pokazala je da postoje znacajne razlike u obliku mentuma (Willks’A= 0,144; F=3;

P=0), te je pristupljeno daljim analizama.
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Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 2,397% promena u obliku izazvano
razlikama u veli¢ini 1 da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znacajan, P=

0.0053, te je dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima.

PCA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru definisanom
prvim trima PC osama ukazuje na razdvajanje grupa na osnovu morfologije mentuma (tabela 15,
slika 38). Primecuje se grupisanje tretmana u centru morfolos§kog prostora, sa velikim procentom
preklapanja izmedu grupa, pri cemu se STANDARD i T+P uglavnom nalaze u centru (jedinke
ovih grupa imaju mentume najpribliznije “prose¢nom” obliku). Prema PC1 osi (koja opisuje
skoro polovinu varijabilnosti u uzorku, oko 47%) primecuje se neznatno veéa varijabilnost G+P
uzorka u odnosu na ostale. Prema svim osama, primecuje se izdvajanje P+T+MG tretmana od

ostalih.

Ukupna varijabilnost uzorka iznosi 0,00103681, a unutar svake grupe pojedinac¢no u
tretmanu STANDARD iznosi 0,00094950, u tretmanu P+T+MG iznosi 0,00057009, u tretmanu
T+G iznosi 0,00097427, u tretmanu T+P iznosi 0,00123888, a u tretmanu G+P iznosi
0,00113108.

Tabela 15 — Prvih 11 PC osa (od ukupno 27), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize
konstelacije 29 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mentuma larvi hironomida. Set eksperimenata za testiranje i odabir
adekvatne podloge - Bioloski test namenjenog proceni uticaja meSavine komponenti supstrata.

Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
PC osa Sopstvene vrednosti
u% u%
1. 0,00048614 46,888 46,888
2. 0,00010120 9,761 56,649
3. 0,00008551 8,248 64,897
4. 0,00006847 6,604 71,501
5. 0,00005639 5,439 76,939
6. 0,00003571 3,444 80,384
7. 0,00002690 2,594 82,978
8. 0,00002611 2,519 85,497
9. 0,00002444 2,357 87,854
10. 0.00001999 1.928 89.782
11. 0.00001777 1.714 91.496
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Slika 383 — PCA analiza mentuma larvi hironomida iz seta eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge - Bioloski test
namenjenog proceni uticaja mesavine komponenti supstrata - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru definisanom A -
prvom i drugom PC osom; B - prvom i tre¢om PC osom; C — drugom | tre¢om PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake
grupe, tj. tretmana sa 90% intervalom pouzdanosti.

CVA analiza i distribucija jedinki, u okviru tretmana, u morfoloSkom prostoru
definisanom CV osama pokazuje jasha razdvajanja na osnovu morfologije mentuma (tabela 16,
slika 39). CV1 osa objasnjava najveci deo varijabilnosti u uzorku (45,61%) i duz njenog centra
se grupiSu tri tretmana: STANDARD, T+G i T+P, dok se od ove grupe odvajaju P+T+MG
tretman (u negativnom delu) 1 G+P tretman (u pozitivnom delu). Po CV2 osi (koja objasnjava
skoro duplo manje varijabilnosti, 25,24%) T+G i STANDARD se grupiSu zajedno u negativnom
delu, dok se P+T+MG, T+P i G+P grupisu u pozitivnom delu, ali sa znatno manjim medusobnim
preklapanjem. Uocavaju se najveée promene duz CV1 ose: jedinke P+T+MG tretmana
(negativni deo CV 1 ose) imaju izduzene mentume, sa najveéim promenama na specifiénim
tackama 11, 15 i 19 (izduzivanje vrhova centralnog i unutrasnjih lateralnih zuba); jedinke G+P
tretmana (pozitivni deo CV1 ose) imaju krace zube (sa velikim promenama na specificnim

tackama 3, 4, 6 1 11 sa leve i 19, 24 i 26 sa desne strane mentuma). Po PC2 osi promene na

149



Doktorska disertacija

Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

mentumima su neznatne. Jedinke pozicionirane centralno (pre svega tretmana T+P i T+G) imaju

mentume najpribliznije “centralnom” neizmenjenom obliku. Mahalanobisove distance pokazuju

statisticki znacajnu razliku izmedju svih grupa, pri ¢emu je najveca distanca izmedu P+T+MG 1

G+P, a najmanja izmedu T+P i T+G tretmana (tabela 17).

Tabela 16 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 29 tacaka
koje opisuju oblik i velicinu mentuma larvi hironomida. Set eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge — Bioloski
test namenjen proceni uticaja mesavine komponenti supstrata.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1. 1,27146800 45,610 45,610
2. 0,70376153 25,245 70,855
3. 0,43395970 15,567 86,422
4. 0,37852967 13,578 100,000

Tabela 17 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Razlike su statistiki znac¢ajne izmedu svih grupa.

Mahalanobisove distance

Tretmani
(mentumi) STANDARD P+T+MG T+G T+P G+P
STANDARD 2,9597 2,1162 2,2308 2,905
. P+T+MG <,0001* 2,6581 2,2337 3,6945
p vrednosti
permutacionih T+G <,0001* <,0001* 2,1084 2,8467
testova
T+P <,0001* <,0001* <,0001* 2,6708
G+P <,0001* <,0001* <,0001* <,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 394 - CVA analiza mentuma larvi hironomida iz seta eksperimenata za testiranje i odabir adekvatne podloge — Bioloski test
namenjen proceni uticaja mesavine komponenti supstrata - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru definisanom prvom i
drugom CV osom. Tamnije elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe, tj. tretmana sa 90% intervalom pouzdanosti, dok
svetlije elipse opisuju cele skupove. “Transformation grid” i “Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku
mentuma asocirane sa svakom osom (faktor skaliranja 8): prosecni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik
(jedinke sa najveéim CV skorovima) obojen narandzasto.
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4.2.2. Set eksperimenata za procenu toksicnosti nanocestica

4.2.2.1. Ispitivanje toksicnosti TiOz nanocestica

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata (uticaja na odrasle jedinke), koji se
sastojao iz sedam tretmana sa po Cetiri relikata (125 mg/kg TiO2; 250 mg/kg TiO2; 500 mg/kg
TiO2; 1000 mg/kg TiO2; 2000 mg/kg TiO2; 4000 mg/kg TiO2 i kontrolni tretman) zavrsen je pet
dana nakon §to je zabelezeno izletanje poslednje odrasle jedinke, nakon 29 dana.

Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata (uticaja na morfoloske promene
usnog aparata larvi), koji se sastojao iz Cetiri tretmana sa po tri replikata (2,5 mg/kg TiOg; 25
mg/kg TiO2; 250 mg/kg TiO: i kontrolni tretman) zavrSen je tri dana nakon $to su primecene

prve larve Cetvrtog stupnja, nakon 11 dana.

Standardni parametri

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata nano-TiO: (uticaja na odrasle jedinke)
Odrasle jedinke su pocele sa izletanjem 11 dana od pocetka eksperimenta (od ubacivanja

larvi u test posude), a poslednja jedinka izletela je nakon 24 dana. Nije bilo statisticki znacajne
razlike u analiziranim parametrima izmedu polova (T test) te su rezultati za muzjake i Zenke
pulirani u statistickoj analizi. Rezultati analize pokazali su znacajno variranje izmedu grupa za

ukupno dva od ¢etiri standardnih parametara (tabela 18, slika 40).

Tabela 18 — Drugi bioloski test za procenu uticana nano-TiO; - standardni parametri C. tentans. Stopa preZivljavanja (ER) - %
izletelih jedinki na kraju eksperimenta; stopa mortaliteta (M) - % uginulih jedinki na kraju eksperimenta; vreme razvi¢a (DT) —
broj dana od pocetka eksperimenta do izletanja; stopa razvi¢a (DR) — prosecan % izletelih jedinki po danu *statisticki znacajna

razlika u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05)

Koncentracija nano-TiOz u 0
. 125 250 500 1000 2000 4000
sedimentu (mg/kg) (kontrola)
ER £ SD (%) 81+3 89+9 80+4 79+5 69 + 9* 66 £ 5% | 68 +12*
M £ SD (%) 19+3 11+9 20+4 21%5 31+9* 34 + 5* 32+12*
14,05 = 13,71+ 13,59 13,95+ 15,37 14,69 + 13,55+
DT £ SD (dan)
0,9 0,69 1,17 0,28 0,94 1,13 0,83
DR £ SD
9+t4 810 8+0 7+0 7+0 71 8+0

(% izletelih jedinki/dan)
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ER i M su znacajno varirali izmedu grupa (ANOVA: p<0,01, F =5,425; Kruskale-Wallis
test: p<0,05, respektivno). Efekat nano-TiO: bio je zavisan od doze, povecavao se sa
koncentracijom nanocestica u sedimentu, i bio statisticki znacajan za tri najviSe koncentracije u
poredenju sa kontrolom. Post hoc Dunnett t-test i Manne Whitney pokazali su da postoje
znacajne razlike izmedu kontrolnog i tretmana sa visokim koncentracijama (1000, 2000, 4000
mg/kg TiO>), ali da ne postoje razlike izmedu kontrolnog i tretmana sa niskim koncentracijama
(125, 250, 500 mg/kg TiOz2) u prezivljavanju jedinki. Prose¢an broj izletelih jedinki po replikatu
je varirao od 16, u kontrolnom tretmanu, do 13, u tretmanu sa 4000 mg/kg TiO. Mortalitet u
kontroli je prosecno iznosio 19%, dok prosecno 33% jedinki nije prezivelo u tretmanu sa
najvisom koncentracijom (4000 mg/kg TiO2) na kraju eksperimenta.

Vreme razvi¢a, DT, nije variralo znacajno medu grupama (ANOVA: p>0,05), a prosecno
vreme razvica za sve grupe iznosilo je oko 14 dana. Shodno tome, ni stopa razvi¢a, DR, nije
pokazala znafajnu varijabilnost, a prosena stopa razvia u svim grupama iznosila je 0,077

(dakle =~ 8% jedinki je izletalo u toku jednog dana).
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Slika 40 - Bioloski test za procenu uticaja nano-TiO; na standardne parametre. Uticaj na: A — stopu preZivljavanja, eklozije (ER);
B - mortalitet (M); C — vreme razvi¢a (DT); D — stopu razvic¢a (DR); E — odlaganje razvi¢a larvi u odrasle jedinke. Prikazane su
rosecne vrednosti za sve repilikate u jednom tretmanu.
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Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-TiO:z (uticaja na morfoloske
promene larvi)
Ispunjen je osnovni kriterijum za validnost testa (prosecno prezivljavanje od minimum

70% u kontroli). Prve larve Cetvrtog stupnja primeéene su nakon osam dana. lako je primetno
opadanje prezivljavanja sa povec¢anjem koncentracije nano-TiOz, rezultati ne pokazuju statisticki

znacajno variranje izmedu grupa ni za jedan parametar (tabela 19).

Tabela 19 - Drugi bioloski test za procenu uticaja nano-TiO; - preZivljavanje i mokra masa C. tentans larvi (srednje vrednosti + SD

u %).
redni broj tretman prezivljavanje Mokra masa
tretmana (koncentracija nano-TiO2 mg/kg) (mean £ SD) % (mean £ SD) mg
1 2,5 70+21,8 8,74+1,6
2 25 70+ 8,6 10,41 +1,8
3 250 655 8,67+1,36
4 kontrola 83,3+10,4 9+1,1

Procena kolicine unetih nanocestica (ICP-MS)

Analiza je pokazala da netretirane larve C. tentans u svojim telima sadrze prose¢no 55,13
mg nano-TiO2 po kg mokre mase (ova “pozadinska” koncentracija iz kontrolnog uzorka oduzeta
je od detektovanih vrednosti u tretmanima, kako bi se dobile konkretne vrednosti unetih

nanocestica tokom eksperimenta) (tabela 20).

Tabela 20 - ICP-MS analiza koncentracije nano-TiO; u telima C. tentans larvi *Treatmani a i b su statisticki znacajno razliciti od

tretmana c (p<0,05)

Tretman
. . 2.5 25 250
(mg nano-TiO2/kg sedimenta)
. . ) ) 493,63 + 6850,77 +
Nano-Ti02 koncentracija u telima larvi 67,30 + 38,452 b
173,20 4244,60°

average £ SD
(mg TiO2/kg mokre mase)
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Razlike medu tretmanima bile su statisti¢ki zna¢ane (ANOVA: p<0,05; F= 7,198). Post
hoc Tukey HSD test je pokazao da larve tretirane sa 2,5 mg/kg i 25 mg/kg nano-TiO2 imaju
znacajno nize koncentracije nanocestica u telima, od larvi tretiranih sa 250 mg/kg nano-TiOs.
Nivo nano-TiO2 u telima larvi se povecavao sa povecanjem koncentracije nano-TiO2 u
sedimentu: kada se koncentracija nanocCestica u sedimentu povecavala 100x (od 2,5 do 250
mg/kg nano-TiO2) koncentracija u telima larvi se poveéavala za 101,75x (od 67,33 mg/kg do
6851 mg/kg nano-TiO2 u proseku). Spearman rho test je pokazao visoku pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracije nanocestica u sedimentu i njihove koncentracije u telima larvi, rho=0,923,

p<0,0001.

Tradicionalna morfometrija - mentumi

Analizirano je ukupno 164 mentuma larvi C. tentans i na svakom je definisano i mereno

ukupno osam rastojanja koja opisuju dimenzije ove strukture usnog aparata (tabela 21, slika 41).

Tabela 21 - Bioloski test za procenu uticana nano-TiO, — Dimenzije mentuma C.tentans larvi merene metodom tradicionalne
morfometrije (srednje vrednosti + SD u %): 1. rastojanje izmedu Setae submenti; 2. rastojanje izmedu vrhova poslednjih
lateralnih zuba; 3. Sirina baze centralnog zuba; 4. Sirina baze unutrasnjeg lateralnog zuba (levo); 5. Sirina baze unutrasnjeg
lateralnog zuba (desno); 6. rastojanje izmedu vrha centralnog i vrha poslednjeg lateralnog zuba (levo); 7. rastojanje izmedu vrha
centralnog i vrha poslednjeg lateralnog zuba (desno); 8. visina mentuma (rastojanje izmedu vrha centralnog zuba i linije koja

spaja Setae submenti); *Treatmani a imaju statisticki zna¢ajno manjinize vrednosti od tretmana b (p<0,05)

Tretman Merene dimenzije mentuma
redni broj | (koncentracija rastojanja (mean + SD)
tretmana nano-TiO2
mg/kg) 1 2 3 4 5 6 7 8
1 55 216,18 213,43 | 53,58 + 32,93 31,34+ | 112,83+ | 114,19+ | 144,59
’ +6,18 +9,84 0,69 +1,93° 0,99 6,48 6,27° 6,47
2 55 214,16 210,76 | 53,96 31,78 31,07+ | 112,19+ | 112,42+ | 141,08 £
+8,18 +4,65 0,48 +1,92 1,28 1,23 2,73 1,27
3 550 211,47 | 207,82 | 53,89+ 31,38 30,82+ | 110,72+ | 111,19+ | 140,46 %
+1,79 +2,32 1,02 +0,84 0,39 1,29 1,23 1,35
4 vontrola 212,84 | 205,01 | 53,73 % 30,95 30,71+ | 109,01+ | 109,19% 139,9 +
+7,49 +7,21 2,52 +1,71° 1,31 3,22 3,15° 4,42
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ANOVA je pokazala da samo dva od osam parametara, statistiCki znacajno variraju
(p=0,039 i F=2,853; p=0,043 i F=2,778, respektivno) izmedu tretmana (slika 42):

- Parametar 4 - Sirina baze unutrasnjeg lateralnog zuba (na levoj strani mentuma);

- Parametar 7 - rastojanje izmedu vrha centralnog i vrha poslednjeg lateralnog zuba (na

desnoj strani mentuma).

Parametar 2, rastojanje izmedu vrhova poslednjih lateralnih zuba (koji predstavlja Sirinu
mentuma), je na granici statisticke znacajnosti (ANOVA p=0,052)

Post hoc LSD test je pokazao sledece rezultate: Sirina baze unutrasnjeg lateralnog zuba
(na levoj strani mentuma); je znacajno manja kod larvi u kontroli nego kod larvi tretiranih sa 2,5
mg/kg nano-TiO2; identi¢an obrazac variranja se pokazuje kod distance izmedu vrha centralnog i

poslednjeg lateralnog zuba sa desne strane (slika 42).

W kontrola 025702 @25Ti0O2 MW 250TiO2

250

RASTOJANJE U MIKROMETRIMA

|| T ‘

1 2 3

[sa]
~l
o]

MERENE DIMENZIJE MENTUMA

Slika 42 - Prvi bioloski test za procenu uticana nano-TiO; — Uporedni prikaz dmenzija mentuma C. tentans larvi u razli¢itim
tretmanima merenih metodom tradicionalne morfometrije. *Treatmani a su statisticki zna¢ajno manji od tretmana b (p<0,05)

Geometrijska morfometrija

Vizuelnom analizom morfoloskih struktura, od ukupno 173 jedinki izbaceno je 13
mandibula i 9 mentuma (Prilog 3 i 4). Medu mandibulama uo¢eno je 11 (6,36% od ukupno
analiziranih) vidljivo deformisanih (dve u tretmanu sa 2,5 mg/kg; dve u tretmanu sa 25 mg/kg; tri
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u tretmanu sa 250 mg/kg 1 Cetiti u kontroli, u vidu nedostatka apikalnog ili viska unutrasSnjeg
zuba) i1 dve potpuno oSte¢ene; medu mentumima uoceno je pet (2,89%) deformisanih (jedan u
tretmanu sa 25 mg/kg - dodatni zub na centralnom zubu; Cetiri u kontroli - gubitak jednog ili vise
lateralnih zuba ili potpuni gubitak centralnog zuba) i cCetiri potpuno oSteCena. Procenat
deformisanih i istroSenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak, te nije bilo
moguce statistiCki obraditi rezultate. Jedinke sa ovakvim strukturama su izbacCene iz daljih

analiza metodom geometrijske morofmetrije.

Mandibule
Fotografisane su desne mandibule ukupno 160 jedinki i na svakoj je digitalizovano 18

specifi¢nih tataka. Pomoc¢u samog programa uoceno je jos 6 (3,75% od ukupnog uzorka) jedinki
sa “ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke
su grupisane u Cetiri grupe, na osnovu tretmana TiO2 nanocesticama: 2,5 mg/kg TiO2; 25 mg/kg

TiO2; 250 mg/kg TiO2 i kontrolna grupa.

ANOVA je pokazala da ne postoje znacajne razlike u veli¢ini mandibula (F=2; p =
0,115), dok je MANOVA pokazala znacajne razlike u obliku mandibula (Willks’A=0,288; F=2;

p<0,001), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 2,98% promena u obliku izazvano razlikama
u veli¢ini 1 da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znacajan, p=0,005, te je
dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima. PCA analiza i distribucija jedinki u okviru
tretmana na osnovu morfologije mandibula u morfoprostoru definisanom PC osama ne ukazuje
na znacajno razdvajanje medju analiziranim grupama (tabela 22, slika 43). Ukupna varijabilnost
uzorka iznosi 0,00306689, a unutar svake grupe pojedinacno u tretmanu 2,5 mg/kg TiOz iznosi
0,00209004, u tretmanu 25 mg/kg TiOz iznosi 0,00285656, u tretmanu 250 mg/kg TiO- iznosi
0,00263830, a u kontroli iznosi 0,00449011.
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Tabela 22 - Prvih 7 PC osa (od ukupno 32), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 18 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa TiO, nanocesticama.

. Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
PC osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1 0,00175 57,086 57,086
2 0,00044 14,227 71,313
3 0,00024 7,671 78,984
4 0,00015 4,885 83,87
5 9,5E-05 3,092 86,962
6 6,2E-05 2,032 88,994
7 4,5E-05 1,481 90,475
0107 eKONTROLA
2,5 mg/kg TiO,
25 mg/kg TiO,
S ©250 mg/kg TiO,
0.05 .

PC2 (14,23%)
L‘

-0.10 T T T
-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 015

PC1 (57,09%)

Slika 43 — PCA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih TiO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloSkom prostoru

definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svakog tretmana sa 90% intervalom pouzdanosti.

CVA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru
definisanom CV osama pokazuju razdvajanje grupa na osnovu morfologije mandibula, medjutim

sa dosta preklapanja (tabela 23, slika 44). CV1 osa objasnjava 55,24% ukupne varijabilnosti i

159




Doktorska disertacija

Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

duz nje se primecuje gradacija tretiranih grupa od najmanje koncentracije u pozitivnom delu ose

do najvece koncentracije u negativnom delu. CV2 osa objaSnjava 31,4% varijabilnosti 1 pokazuje

razdvajanje kontrolne grupe od tretiranih, sa najvec¢iim preklapanjem izmedju kontrole i grupe

tretirane najnizom koncentracijom od 2,5 mg/kg TiO.. Jedinke kontrolne i grupe tretirane

najnizom koncentracijom TiO2 (u negativnom delu obe ose) imaju uze mandibule, sa izduzenijim

unutra$njim zubima; dok jedinke tretirane viSom koncentracijom TiO2 (u pozitivhom delu obe

ose) imaju Sire mandibule sa skraenim zubima i skoro potpuno ravnim prvim unutrasnjim

zubom. Analiza pokazuje najve¢e promene u prvom unutraSnjem zubu i tendenciju njegovog

skrac¢ivanja sa povecanjem koncentracije TiO,. Razdvajanje grupa potvrdjuju i vrednosti

Mabhalanobisovih distanci koje pokazuju znacajnu razliku izmedju svih grupa (tabela 24).

Tabela 23 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 18 tacaka

koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa TiO, nanoCesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1 0,88148542 55,239 55,239
2 0,50102051 31,397 86,635
3 0,2132728 13,365 100

Tabela 24 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Razlike su statisticki znacajne izmedju svih grupa.

Mahalanobisove distance

Tretmani 25 25 250
) Kontrola
(mandibule) mg/kg TiO2 mg/kg TiO2 mg/kg TiO2
2,5 mg/kg TiO: 1,4973 2,262 2,3467
p vrednosti 25 mg/kg TiO> 0,012* 1,7787 2,2393
permutacionih testova 250 mg/kg TiO, <,0001* 0,0003* 1,9292
Kontrola <,0001* <,0001* <,0001*

*statistiCki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 445 — CVA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih TiO; nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloSkom prostoru

definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svakog tretmana sa 90% intervalom pouzdanosti.

“Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (Faktor skaliranja 4):

prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen plavo.

161



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Mentumi
Fotografisani su mentumi ukupno 164 jedinke i na svakom je digitalizovano 29

specifi¢nih tacaka. Pomoc¢u samog programa uoceno je jos 10 (6,1% od ukupnog uzorka) jedinki
sa “ekstremnim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke
su grupisane u Cetiri grupe, na osnovu tretmana TiO2 nanocesticama: 2,5 mg/kg TiO2; 25 mg/kg

TiO2; 250 mg/kg TiO2 i kontrolna grupa.

Nije bilo znacajne razlike u veli¢ini mentuma medu tretmanima (ANOVA F=1,07; p =
0,362), medutim MANOVA je pokazala da postoje znacajne razlike u obliku mentuma
(Willks’A=0,428; F=2; p<0,001), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 4,59% promena u obliku izazvano razlikama
u veliéini i da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki zna¢ajan, p=0,0001, te je
dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima. PCA analiza i distribucija jedinki u okviru
tretmana u morfoloskom prostoru definisanom PC osama ukazuju na postojanje razdvajanja
izmedju kontrole i tretiranih grupa, na osnovu morfologije mentuma (tabela 25, slika 45).
Najbolje uoc€ljivo razdvajanje kontrole od ostalith tretmana je duz PC3 ose (10,18%
varijabilnosti), pri ¢emu jedinke kontrolne grupe (pozitivni deo ose) karakteriSu Siri centralni
zubi i skraceni lateralni zubi, dok je kod jedinki tretiranih grupa (negativni deo ose) situacija
obrnuta. Ukupna varijansa uzorka iznosi 0,00074759, a unutar svake grupe pojedinac¢no: u
tretmanu 2,5 mg/kg TiOz iznosi 0,00073474, u tretmanu 25 mg/kg TiO- iznosi 0,00083286, u
tretmanu 250 mg/kg TiO- iznosi 0,00064011, a u kontroli iznosi 0,00087241.

Tabela 25 — Prvih 12 PC osa (od ukupno 27), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 29 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa TiO, nanocesticama.

PC 0sa Sopstvene vrednosti Varijacl))ilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1 0,000324 43,357 43,357
2 8,86E-05 11,856 55,214
3 7,61E-05 10,18 65,394
4 4,38E-05 5,852 71,245
5 3,03E-05 4,059 75,304
6 2,62E-05 3,508 78,812
7 2,16E-05 2,894 81,706
8 1,81E-05 2,419 84,125
9 1,58E-05 2,117 86,242
10 1,45E-05 1,945 88,187
11 1,2E-05 1,606 89,793
12 1,04E-05 1,391 91,185
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Slika 45 — PCA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih TiO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i trecom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svakog tretmana sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa PC3 osom (faktor skaliranja 0,04):

prosecni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveé¢im CV skorovima) obojen plavo

CVA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru
definisanom CV osama ukazuje na jasno razdvajanje grupa na osnovu morfologije mentuma
(tabela 26, slika 46). CV1 osa objasnjava najveéi deo varijabilnosti u uzorku (60,79%) i jasno
razdvaja kontrolnu grupu od tretiranih, dok se po CV2 osi (25,95% varijabilnosti) odvaja grupa
tretirana najnizom koncentracijom TiO2 od ostalih dveju tretiranih grupa. Uocava se da jedinke
kontrolne grupe (negativni ceo CV1 ose) imaju krace zube sa Sirim bazama (pre svega centralni
zub), dok jedinke tretiranih grupa (pozitivni deo CV1 ose) imaju duze zube sa uzim bazama.
Analiza pokazuje najvece promene u centralnom zubu (Specificne tacke 12 do 18) 1 spoljasnjim
lateralnim zubima (Specifi¢ne tacke 2, 4, 26 i 28) i tendenciju suZavanja celokupne baze
mentuma, izduZivanje zuba i izvijanje lateralnih zuba ka bo¢nim stranama sa povecanjem
koncentracije TiO2. Mahalanobisove distance pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedju

kontrolne grupe i svih tretiranih grupa (tabela 27).
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Tabela 26 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 29 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa TiO, nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti e 0
1 0,65055 60,789 60,789
2 0,277678 25,947 86,736
3 0,141947 13,264 100

Tabela 27 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance

Tretmani 25 25 250
) ' Kontrola
(mentumi) mg/kg TiO2 mg/kg TiO2 mg/kg TiO2
2,5 mgl/kg TiO2 1,3167 1,4868 1,9478
p vrednosti 25 mg/kg TiOz 0,1206 1,0938 1,864
permutacionih testova 250 mg/kg TiO. 0,0184 0,6845 1,9992
Kontrola <,0001* <,0001* <,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 46 - CVA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih TiO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru

definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.

“Transformation grid” i “Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom

osom (faktor skaliranja 6): prose¢ni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV skorovima)

obojen plavo.
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Krila
Fotografisana su desna krila ukupno 83 zenske i ukupno 70 muskih odraslih jedinki

hironomida i na svakom je digitalizovano 13 specifiénih tacaka. Od ukupnog broja
fotomikrografija, krila 80 zenskih 1 70 muskih jedinki je uklju¢eno u dalje analize. Jedinke su
grupisane u sedam grupa, na osnovu tretmana TiO2 nanocesticama: 125 mg/kg TiO2; 250 mg/kg
TiO2; 500 mg/kg TiO2; 1000 mg/kg TiO2; 2000 mg/kg TiO2; 4000 mg/kg TiOz i kontrolna grupa.

ANOVA je pokazala statisticki znacajne razlike u veli€ini krila (F=376,73, p=0,00), Post
Hoc Tukey test je pokazao znacajne razlike u veliini centroida izmedju svih grupa muzjaka i
zenki (p<0,005), a MANOVA statisti¢ki znacajne razlike u varijabilnosti oblika krila izmedju
muZzjaka i Zenki (Willks’A=0,0293; F=1,834; p=0,00), ¢ime je potvrdjeno postojanje polnog
dimorfizma. PCA analiza je pokazala ukupnu varijabilnost uzorka od 0,00213752 i apsolutno
razdvajanje zenki i muzjaka po PC1 osi (60,27% varijabilnosti). Grafici pokazuju da zenke imaju
Sira krila (specificne tacke od 4 do 11 pomeraju se ka obodu krila) sa skraéenim proksimalnim
delom (specificne tacke 1, 2 1 3 se pomeraju ka unutraSnjosti krila); dok je kod muzjaka situacija

obrnuta, krila su uza, pre svega u centralnom delu, sa izduzenom bazom krila (slika 47).
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Slika 47 — Uporedna PCA analiza desnih krila odraslih muzjaka i Zenki hironomida izlaganih TiO; nanocesticama - distribucija
jedinki u morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. “Transformation grid” i “Outline” graficima
predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor skaliranja 0,06): prosecni oblik krila obojen

je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV skorovima) obojen plavo.

Regresiona analiza dokazala je prisustvo alometrije, 39,95% ukupne varijabilnosti oblika
uslovljava razlika u veli¢ini krila, sa velikom zna¢ajno$¢u p<0,0001. Krila zenki su zanacajnije

veca od krila muzjaka, pri ¢emu veli¢ina viSe varira kod Zzenki nego kod muZzjaka (slika 48).
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Slika 48 — Multivarijantna regresija varijabli oblika na veli¢inu centroida desnih krila muZjaka i Zenki odraslih jedinki hironomida.

Biolo3ki test sa TiO, nanocesticama.
Usled postojanja statisti¢ki znacajnih razlika izmedju muZjaka i Zenki u veli€ini i obliku
krila, koje nisu umanjene tretmanom TiO2 nanocdestiama, dalje analize vrSene su za svaki pol

nezavisno.

Krila Zenki
Utvrdeno je postojanje znacajne razlike u varijabilnosti veli¢ine krila zenki (ANOVA

F=4,98; p=0,0002). Post Hoc Tukey test za poredjenje grupa je pokazao da znacajne razlike u
veli¢ini centroida postoje samo izmedju grupe tretirane sa 125 mg/kg TiO2 i grupa tretiranih sa
500, 1000 i 2000 mg/kg TiO- (sa vrednostima p=0,0016; 0,0012 i 0,0004 respektivno). Utvrdeno
je 1 postojanje znacajne razlike u obliku krila Zenki (MANOVA Willks’A=0,0527; F=1,63;
p<0,001), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 1,66% promena u obliku izazvano razlikama
u veli¢ini i da je ovaj procenat alometrije stisticki neznacajan, p=0,2021, te je dalja analiza
izvrSena na Prokrustovim koordinatama.

PCA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru definisanom

PC osama prikazuje jasna razdvajanja na osnovu morfologije desnih krila Zenki, pri ¢emu

varijansa celokupnog uzorka iznosi 0,00099133 (tabela 28, slika 49).
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Tabela 28 — Prvih 9 PC osa (od ukupno 22), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 13 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa TiO, nanocesticama.

. Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
PC osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1 0,00039005 39,346 39,346
2 0,00013947 14,069 53,415
3 0,0001102 11,116 64,531
4 0,00006682 6,74 71,271
5 0,00005632 5,681 76,952
6 0,0000486 4,902 81,854
7 0,0000451 4,549 86,404
8 0,00002984 3,01 89,414
9 0,00002731 2,755 92,168
0.04 -
250 4
mg/kg Tio, .
0.02 B - .
— * KONTROLA
X
N~
o .
S 0007 . .
4000 y
S mg/kg T.no2 g & - mgz/QgOT(i)Oz
- o 500
-0.02 mg1/9g0 io, . mg/kg TiO,
¢ 125
mg/kg TiO,
-0.04 T T T T T 1
-0.08 -0.06 -0.04 0.02 0.00 0.02 0.04
PC1 (39.35%) 0O

Slika 49 - PCA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih TiO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom

prostoru definisanom prvom i tre¢om PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.

CVA analiza ukazuje jasno razdvajanje grupa (tabela 29, slika 50) medjutim, ukoliko se

posmatraju CV1 (32,86%) i CV2 (26,67%) ose, raspored grupa je bez ocigledne povezanosti sa

tretmanima. Razdvajanje tretmana je najbolje uocljivo po CV3 osi (20,69% varijabilnosti), duz
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koje odvajaju kontrola i tretmani sa nizim koncentracijama u pozitivhom delu od tretmana sa
viSom koncentracijom u negativnom delu ose (slka 51). Uofavaju se naveée promene u bazi
krila, 1 tendencija suzavanja baze krila kod jedinki tretiranih viSim koncentracijama TiOx.
Mahalanobisove distance pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedju skoro svih grupa,

medjtim bez vidljivih pravilnosti u odnosu na tretmane (tabela 30).

Tabela 29 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 13 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa TiO, nanocesticama.

Ve Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost

u% u%

1 1,54254953 32,863 32,863

2 1,25184695 26,669 59,532

3 0,97102745 20,687 80,219

4 0,52888321 11,267 91,486

5 0,26064288 5,553 97,039

6 0,13898447 2,961 100

Tabela 30 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance
Tretmani
(krila 125 250 500 1000 2000 4000 Kontrola
mg/kg TiO: mg/kg TiO: mg/kg TiO2 mg/kg TiO2 mg/kg TiO: mg/kg TiO:
zenki)
125 mgikg 33073 = 1858 | 38133 | 33006 | 22656 | 3.2934
TiO2
250 mgkg <,0001* 3,3073 3,4181 3,5284 3,1026 2,5658
TiO2
i 500 mgikg 0,599 0,001* 3,6903 3,4828 2,27 2,7292
p vrednosti Tio,
permutacionih | 1000 mgkg | _ 5001% | g 0o2* | <0001 39328 | 32911 3571
testova Tio:
2000meks | _5oo1% | <0001* | <,0001* | <,0001* 26697 | 2,6553
TiO2
4000 mgikg 0,2312 | 0,0002* = 0.1012 | 0,0002* | 0,0009* 2,9912
TiO2
Kontrola | 0,0005* | 0,0182 | 0,0023* | <0,0001* | 0,0035* | 0,0004*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 506 - CVA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih TiO; nanodesticama - distribucija jedinki u morfoloskom

prostoru definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
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Slika 51 - CVA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih TiO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom

prostoru definisanom prvom i trecom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.

“Transformation grid” i “Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor

skaliranja 10): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV skorovima) obojen plavo
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Krila muzjaka
Primeéeno je postoje znacajne razlike u varijabilnosti veli¢ine krila muzjaka (ANOVA

F=4,87; p=0.0004), a post Hoc Tukey test za poredjenje grupa je pokazao da znacajne razlike u
veli¢ini centroida postoje samo izmedju grupe tretirane sa 125 mg/kg TiO2 i grupa: kontrola,
500, 1000, 2000 i 4000 mg/kg TiO2 (sa vrednostima p 0,003058; 0,003393; 0,006381 i 0,002857
respektivno). Nije potvrdeno postojanje znacajne razlike u obliku krila muzjaka (MANOVA
Willks’A=0,055; F=1,23; p=0,079), te nije pristupljeno daljim PCA i CVA analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 4,17% promena u obliku izazvano razlikama

u veliCini 1 da je ovaj procenat alometrije stisticki neznatan, p=0,014.

4.2.2.2 Ispitivanje toksicnosti CeOz nanocestica

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata (uticaja na odrasle jedinke), koji se
sastojao iz pet tretmana sa po Cetiri relikata (2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250 mg/kg i 2500 mg/kg
nano-CeO> i kontrolni tretman) zavrSen je pet dana nakon §to je zabeleZeno izletanje poslednje

odrasle jedinke, nakon 27 dana.

Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata, koji se sastojao iz istih pet tretmana
sa po cetiri replikata, zavrSen je tri dana nakon S$to su primecene prve larve Cetvrtog stupnja,

nakon 10 dana.

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata nano-Ce0O: (uticaja na odrasle jedinke)

Odrasle jedinke su pocele sa izletanjem 10 dana od pocetka eksperimenta, a poslednja
jedinka izletela je nakon 22 dana. Nije bilo statisticki znaajne razlike u analiziranim
parametrima izmedu polova (T test), te su rezultati za muzjake i zenke pulirani u statistickoj
analizi. ANOVA je pokazala da nema statisticki znacajnih razlika u standardnim zivotnim

parametrima izmedu tretmana, kao ni izmedu tretmana i kontrole (tabela 31, slika 52).
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Tabela 31 - Prvi bioloski test za procenu uticana nano-CeO; - standardni Zivotni parametri. Stopa preZivljavanja (ER) - % izletelih

jedinki na kraju eksperimenta; stopa mortaliteta (M) - % mrtvih jedinki na kraju eksperimenta; vreme razvic¢a (DT) — broj dana

od pocetka eksperimenta do izletanja; stopa razvi¢a (DR) — prosecan % izletelih jedinki po danu.

Koncentracija nano-CeO: u sedimentu

0 (kontrola) 2,5 25 250 2500
(mg/kg)
ER £ SD (%) 92 +13,47 81+16,12 76 £37,66 74 £ 27,03 83 + 8,87
M % SD (%) 8+13,46 19+16,12 24 + 37,66 26 £ 27,03 17 £ 8,87
15,15+2,97 15,08 + 15,32 14,90 16,77 £ 2,99
DT £ SD (dan)
3,74 0,57 2,79
DR +SD 7,17 £1,62 9,77 £ 6,68 11,2+9,2 7,67+1,2 5,96 £ 0,85

(% izletelih jedinki/dan)

Najvedi broj jedinki izleteo je u kontrolnom tretmanu (prosec¢no 23 jedinki) u roku od

prose¢no 15 dana od pocetka eksperimenta. Uspeh u izletanju (ER) je varirao od prose¢no 74%

do 92%, sa stopom razvi¢a u rasponu od 5,96% do 11,2% po danu u proseku.
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Slika 7 — Bioloski test za procenu uticaja nano-CeO, na standardne parametre. Uticaj na: A — stopu preZivljavanja, eklozije (ER);
B - mortalitet (M); C — vreme razvi¢a (DT); D — stopu razvi¢a (DR); E — odlaganje razvica larvi u odrasle jedinke. Prikazane su
rosecne vrednosti za sve repilikate u jednom tretmanu.
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Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO2

Ispunjen je osnovni kriterijum za validnost testa (prosecno prezivljavanje od minimum
70% u kontroli). Prve larve ¢etvrtog stupnja primecene su nakon sedam dana. Rezultati ne

pokazuju statisti¢ki znacajno variranje izmedu grupa ni za jedan parametar (tabela 32).

Tabela 32 — Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO, - prezivljavanje i mokra masa C. riparius larvi (srednje

vrednosti £ SD u %).

tretman

PreZivljavanje Mokra masa
redni broj tretmana (koncentracija nano-CeO2
(mean £ SD) % (mean £ SD) mg
mg/kg)
1 2,5 93 +£6,83 8,79+1,19
2 25 80+11,78 9,22 +1,39
3 250 80+ 24,83 8,57+£0,98
4 2500 93+£8,24 8,92+1,35
5 kontrola 89+ 19,42 8,89+1,4

Procena koli¢ine unetih nanocestica (ICP-MS)

ICP-MS analiza je pokazala da netretirane larve C. riparius u svojim telima sadrze
prosec¢no 12+5 mg nano-CeO: po kg mokre mase. Ova “pozadinska” koncentracija iz kontrolnog
uzorka oduzeta je od detektovanih vrednosti u tretmanima, kako bi se dobile konkretne vrednosti

unetih nanocestica tokom eksperimenta (tabela 33).

Tabela 33 - ICP-MS analiza koncentracije nano-CeO; u telima C. riparius larvi

Tretman
2.5 25 250 2500
(mg nano-Ce0:/kg sedimenta)
Nano- CeO2 koncentracija u telima larvi
average = SD 66+1 309 + 66 2340 + 370 29100 + 6500

(mg CeO2/kg mokre mase)
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Razlike medu tretmanima bile su statisti¢ki znatane (ANOVA p<0,05; F=69,331). Nivo
nano-CeO> u telima larvi je varirao od oko 12 mg/kg u kontrolama do oko 29000 mg/kg u
larvama tretiranim najvis§im koncentracijama i povecavao Se sa poveéanjem koncentracije nano-
CeO2 u sedimentu: kada se koncentracija nanocestica u sedimentu povecavala 1000x (od 2,5 do
2500 mg/kg nano-CeQO>) koncentracija u telima larvi se povecavala za 440,9x (od 66 mg/kg do
29100 mg/kg nano-CeO> u proseku). Spearman rho test je pokazao visoku pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracije nanocestica u sedimentu i njihove koncentracije u telima larvi, rho=0,732,

p=0,002.

Geometrijska morfometrija

Vizuelnom analizom morfoloSkih struktura, od ukupno 275 jedinki izbaceno je 15
mandibula i 14 mentuma (prilozi 5 i 6). Medu mandibulama uoceno je samo 10 (3,64% od
ukupnog uzorka) vidljivo deformisanih (&etiri u tretmanu sa 2,5 mg/kg; jedna u tretmanu sa 25
mg/kg; dve u tretmanu sa 2500 mg/kg i tri u kontroli, i to u vidu nedostatka apikalnog zuba,
potpunog iskrivljenja mandibule ili dodatnog unutrasnjeg zuba, u kontroli) i 5 potpuno
istrosenih. Medu mentumima uoceno 4 (1,45%) deformisana (dva u tretmanu sa 2,5 mg/kg -
deformacije centralnog zuba, i po jedan u tretmanu sa 25 mg/kg - dodatni zub na centralnom
zubu, 1 kontroli - procep izmedu centralnog i lateralnih zuba) i 10 vidljivo izlomljenih ili
nerazvijenih. Procenat deformisanih i istroSenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na
ukupan uzorak, te nije bilo moguce statisticki obraditi rezultate. Jedinke sa ovakvim strukturama

su izbacene iz daljih analiza metodom geometrijske morofmetrije.

Mandibule
Ukupno je fotografisano 260 desnih mandibula i na svakoj je digitalizovano 18

specifi¢nih tacaka. Pomoc¢u samog programa uocene su 2 (0,8% od ukupnog uzorka) jedinke sa
“ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u pet grupa, na osnovu tretmana CeO. nanocesticama: 2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250
mg/kg i 2500mg/kg nano-CeO: i kontrolna grupa.

Uocene su znacajne razlike u veli¢ini mandibula (ANOVA F=134,7; p=0,00). Post hoc
Tukey test je pokazao da se sledece grupe statisticki znacajno razlikuju po velicini centroida:

kontrola od svih ostalih tretmana i1 grupa tretirana najviSom koncentraciom od svih ostalih

177



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

tretmana. Utvrdeno je 1 postojanje znacajne razlike u obliku mandibula (MANOVA Willks’A=
0,23; F=3; p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 3,05% promena u obliku izazvano razlikama
u veli€ini i da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znacajan, p=0,0002, te je

dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima.

PCA analiza ukazuje na razdvajanje grupe tretirane najvisSom koncentracijom od 2500
mg/kg CeO2 na osnovu morfologije mandibula u morfoprostoru definisanom PC osama (tabela
34, slika 53). Duz PC2 ose (13,47% ukupne varijabilnosti) kontrola i grupe tretirane nizim
koncentracijama CeO2 se grupiSu u pozitivnom delu, dok se grupa tretirana najviSom
koncentracijom od 2500 mg/kg CeO: izdvaja u negativnom delu ose i karakteriSe je proSirenje
baze mandibula uz povlaéenje prvog i drugog unutra$njeg zuba ka bazi, a izduzenje vr§nog zuba
ka vrhu mandibule. Ukupna varijabilnost uzorka iznosi 0,00363285, a unutar svake grupe
pojedina¢no u tretmanu 2,5 mg/kg CeO:> iznosi 0,00402132, u tretmanu 25 mg/kg CeO> iznosi
0,00234732, u tretmanu 250 mg/kg CeO. iznosi 0,0000000216914, 2500mg/kg CeO: iznosi
0,00307995, a u kontroli iznosi 0,00500426.

Tabela 34 — Prvih 8 PC osa (od ukupno 32), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 18 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa CeO; nanocesticama.

S Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1. 0,00178400 49,108 49,108
2. 0,00067474 18,573 67,681
3. 0,00039447 10,858 78,539
4, 0,00019684 5,418 83,958
5. 0,00009702 2,671 86,628
6. 0,00006707 1,846 88,474
7. 0,00005516 1,518 89,993
8. 0,00005205 1,433 91,425
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Slika 53 — PCA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfolosSkom prostoru
definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti. “Outline”
graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (sa faktorom skaliranja 0,01)

prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen zeleno.

CVA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru
definisanom CV osama ukazuje na razdvajanje grupa na osnovu morfologije mandibula, ali sa
velikim preklapanjima (tabela 35, slika 54). CV1 osa objasnjava 55,28% ukupne varijabilnosti i
duz nje se primecuje grupisanje kontrolne i1 grupa tretiranih sa 25 1 250 mg/kg CeO2 u
negativnom delu ose i razdvajanje od grupa tretiranih sa 2,5 i 2500 mg/kg CeO2 u pozitivhom
delu ose. CV2 (27,64%) pokazuje razdvajanje kontrolne grupe i grupe tretirane najmanjom
koncentraciojm od ostalih tretiranih grupa, sa najve¢iim preklapanjem izmedju kontrole i grupe
tretirane najniZom koncentracijom od 2,5 mg/kg CeO2. Vizuelizacijom promena na strukturama
potvrduje se trend primeéen PCA analizom — kod tretiranh jedinki baza mandibula se $iri, sa
skra¢ivanjem zgloba mandibule, zbijanjem unutrasnjih zuba i izduzivanjem apikalnog zuba.
Analiza pokazuje najvece promene u apikalnom zubu (specificne tacke 1 i1 2) i tendenciju
njegovog izduzivanja sa povecanjem koncentracije CeO2. Jasne promene pokazuju prvi i drugi
unutras$nji zub (specificne tacke 4, 6 i 8 koje opisuju baze zuba). Razdvajanje grupa potvrdjuju i
vrednosti Mahalanobisovih distanci koje pokazuju znacajnu razliku izmedju svih grupa, osim

izmedju kontrolne i grupe tretirane sa 25 i 250 mg/kg CeO- (tabela 36).
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Tabela 35 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 18 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

. Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1. 0,91231701 55,282 55,282
2. 0,45607234 27,636 82,918
3. 0,21085402 12,777 95,695
4. 0,07104424 4,305 100,000

Tabela 36 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance
Tretmani 2,5 25 250 2500 mg/kg
) Kontrola
(mandibule) | mg/kg CeO, | mg/kg CeO, | mg/kg CeO; CeO;
2,5 mg/kg
2,4943 2,1203 1,9576 1,8814
CeO,
25 mg/kg
<,0001* 1,6654 2,4511 1,1566
p vrednosti CeO;
permutacionih 250 mg/kg
<,0001* <,0001* 2,0605 1,3964
testova Ce0;
2500 mg/kg
<,0001* <,0001* <,0001* 2,321
Ce0,
Kontrola <,0001* 0,2434 0,0888 <,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 54 — CVA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih CeO; nanodesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti. “Outline” i
“Transformation grid” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (aktor

skaliranja 4): prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen zeleno.
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Mentumi
Fotografisani su mentumi ukupno 261 jedinke i na svakom je digitalizovano 29

specifi¢nih tataka. Pomoc¢u samog programa uoceno je 29 (11,1% od ukupnog uzorka) jedinki sa
“ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u pet grupa, na osnovu tretmana CeO> nanocesticama: 2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250
mg/kg i 2500 mg/kg nano-CeO i kontrolna grupa.

Potvrdene su znacajne razlike u veli¢ini mentuma (ANOVA F=3,92; p=0,004). Post hoc
Tukey test je pokazao jedinu znacajnu razliku izmedju grupe tretirane sa 250 mg/kg CeO2 (veca
veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 2,5 mg/kg CeO2 i 25 mg/kg CeO2 (manja veli¢ina
centroida). Utvrdeno je postojanje znacajnih razlika i u obliku mentuma (MANOVA Willks’A=
0,34; F=2; p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 3,93% promena u obliku izazvano razlikama
u veli¢ini i da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znac¢ajan, p<0.0001, te je
dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima. PCA analiza ukazuje na razdvajanje grupa na
osnovu morfologije mentuma (tabela 37, slika 55). Uoc¢ljivo je grupisanje kontrolne i grupa
tretiranih manjim koncentracijama (2,5 mg/kg CeO2; 25 mg/kg CeO2; 250 mg/kg CeO2) u
pozitivhom delu CV2 ose (22,64% varijabilnosti), koje karakteriSu kraci zubi sa Sirim bazama. U
negativnom delu ose se izdvaja grupa tretirana najve¢om koncentracijom (2500 mg/kg nano-
Ce02) koju karakteriSe mentum sa izduzenim zubima i suzenom bazom centralnog tro¢lanog
zuba. Ukupna varijabilnost uzorka iznosi 0,00097356, a unutar svake grupe pojedina¢no u
tretmanu 2,5 mg/kg CeO> iznosi 0,00108425, u tretmanu 25 mg/kg CeO- iznosi 0,00100147, u
tretmanu 250 mg/kg CeO: iznosi 0,00100123, u tretmanu 2500mg/kg CeO- iznosi 0,00081167, a
u kontroli iznosi 0,00085961.
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Tabela 37 — Prvih 10 PC osa (od ukupno 27), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 29 specificnih tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

oy Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u%
1. 0,00040451 41,550 41,550
2. 0,00022038 22,637 64,186
3. 0,00009232 9,483 73,669
4, 0,00005586 5,738 79,407
5. 0,00002683 2,755 82,163
6. 0,00002116 2,173 84,336
7. 0,00001809 1,858 86,194
8. 0,00001555 1,597 87,791
9. 0,00001458 1,497 89,288
10. 0,00001384 1,422 90,710
0.06 7 eKONTROLA

0.04

0.024

0.00

T PC2 (22.64%)

-0.02 1

2,5 mg/kg CeO,
25 mg/kg CeO,
®250 mg/kg CeO,
. . 250 mg/kg CeO,

-0.04 T
-0.06 -0.04

-0.02

0.00 0.02 0.04 0.06

PC1 (41.55%)

Slika 55 — PCA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih CeO; nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloSkom prostoru

definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.

“Wireframe” i “Transformation grid” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa svakom

osom (sa faktorom skaliranja 0,06) prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV

skorovima) obojen zeleno.
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CVA analiza ukazuje na razdvajanje grupa u morfoloSkom prostoru definisanom CV
osama na osnhovu morfologije mandibula (tabela 39, slika 56). Po CV1 osi (53,74%
varijabilnosti) se grupa tretirana najviSom koncentracijom od 2500 mg/kg nano-CeO: jasno
izdvaja u pozitivnom delu od kontrole i ostalih grupa koje se grupiSu u negativnom delu ose, dok
je po CV2 osi (20,47%) izdvajanje slabije, ali se primecuje gradacija od kontrole, preko nizih do
visih koncentracija. Primecuje se da sa povecanjem koncentracije dolazi do vrlo slabog Sirenja
baze mentuma (sa veliki variranjem specifi¢nih tacaka 1 i 29) i Sirenja baze dva unutra$nja
lateralna zuba, medjutim sa ekstremno velikim koncentracijama dolazi do velikog izduzivanja
svih zuba, uz veliko povladenje baze centralnog zuba (specificne tacke 12, 14, 16 i 18) i
izduZivanje vrha unutra$njeg lateralnog zuba (specificne tacke 11 1 19). CVA analiza potvrdjuje
tendencije izduzivanja centralnog zuba i skupljanja sredine ¢itavog mentuma sa povecanjem
koncentracije nano-CeO> prikazane PCA analizom. Mahalanobisove distance pokazuju zna¢ajnu
razliku izmedju svih grupa, osim izmedju grupe tretirane sa 25 i grupe tretirane sa 250 mg/kg

nano-CeO; (tabela 39).

Tabela 38 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 29 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

. Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1. 0,73277806 53,739 53,739
2. 0,27910002 20,468 74,207
3. 0,22373310 16,408 90,615
4, 0,12797292 9,385 100,000

Tabela 39 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Bioloski test sa CeO, nanocesticama. *statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05.

Mahalanobisove distance
Tretmani 2,5 25 250 2500

(mentumi) mg/kg CeO2 mg/kg CeO2 mg/kg CeO2 mg/kg CeO» Kontrola

2,5 mglkg CeO, 1,4177 1,542 1,9556 1,7056

b vrednosti 25 mglkg CeO: 0,0029* 1,1902 2,1727 1,4558
permutacionih 250 mg/kg CeO» 0,003* 0,1823 2,208 1,7775
testova 2500 mgikg Ce0, | <,0001* <,0001* <,0001* ‘ 2,6182

Kontrola <,0001* 0,0006* <,0001* <,0001* ‘
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Slika 56 — CVA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Transformation grid” | “Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa svakom
osom (faktor skaliranja 6): prose¢ni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveé¢im CV skorovima)

obojen zeleno.

Krila
Fotografisana su desna krila ukupno 75 Zzenske i ukupno 75 muskih odraslih jedinki

hironomida i na svakom je digitalizovano 13 specifiénih tacaka. Od ukupnog broja
fotomikrografija, krila 71 Zenskih i 71 muskih jedinki je uklju¢eno u dalje analize. Jedinke su
grupisane u sedam grupa, na osnovu tretmana CeO> nanocesticama: 2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250

mg/kg i 2500 mg/kg nano-CeO: i kontrolna grupa.
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Uocena je statisticki znacajna razlika u velicini krila (ANOVA F=8,74, p=0,003), i to
izmedju slede¢ih grupa muzjaka i1 zenki: kontrolna grupa zenki (veca veli¢ina centroida) se
razlikuje od kontrolne grupe muzjaka i grupa muzjaka tretiranih sa 2500 i 250 mg/kg CeO>
(manja veli¢ina centroida); grupa muzjaka tretirana sa 2500 mg/kg CeO2 (manja veli¢ina
centroida) se razlikuje od grupa zenki tretiranih sa 25 i 250 mg/kg CeO2 (veca veli¢ina centroida)
(post hoc Tukey p<0,005). Potvrdena je i statisticki znacajna zlika u varijabilnosti oblika krila
izmedju muzjaka i Zenki (MANOVA Willks’A=0,003; F=4,925; p=0,00), ¢ime je potvrdjeno
postojanje polnog dimorfizma.

PCA analiza je pokazala ukupnu varijabilnost uzorka od 0,00260410 i razdvajanje Zenki i
muZjaka po PC1 osi (64,12% varijabilnosti). Zenke imaju $ira krila (specifi¢ne tatke od 4 do 11
pomeraju se ka obodu krila) sa skra¢enim proksimalnim delom (specifi¢ne tacke 1, 2 i 3 se
pomeraju ka unutrasnjosti krila); dok je kod muzjaka situacija obrnuta, krila su uza, pre svega u

centralnom delu, sa izduzenim proksimalnim delom i pomerenim radio-medijalnim nervom ka

distalnom delu krila (specifi¢ne tacke 12 i 13) (slika 57).
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Slika 57 — Uporedna PCA analiza desnih krila odraslih muZjaka i Zenki hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija
jedinki u morfoloskom prostoru definisanom prvom | drugom PC osom. “Transformation grid” i “Outline” graficima
predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor skaliranja 0,09): prosecni oblik krila obojen

je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV skorovima) obojen zeleno.

Regresiona analiza dokazala je prisustvo alometrije u jako malom procentu, 5,54%, sa
velikom znacajnoséu p=0,0008. Grafik regresione analize (slika 58) pokazuje da veli¢ina

znacajno varira u ukupnom uzorku u oba slucaja i da zenke imaju veca krila od muzjaka.
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Slika 58 — Multivarijantna regresija varijabli oblika na veli¢inu centroida desnih krila muZjaka i Zenki odraslih jedinki hironomida.

Biolo3ki test sa CeO, nanocesticama.
Usled postojanja statisticki znacajnih razlika izmedju muzjaka i Zenki u velicini i obliku
krila, koje nisu umanjene tretmanom CeO2 nanodestiama, dalje analize vrSene su za svaki pol

nezavisno.

Krila Zenki
Utvrdeno je postojanje znacajne razlike u varijabilnosti veli¢ine krila zenki (ANOVA

F=4,01; p=0,006) i to zmedju kontrolne grupe (veca veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 2,5
mg/kg nano-CeO; i 2500 mg/kg nano-CeO- (manja veli¢ina centroida) (Tukey p<0,05). Utvrdeno
je 1 postojanje znacajnih razlika u obliku krila Zenki (MANOVA Willks’A=0,056; F=2,19;

p<0,001), te je pristupljeno daljim analizama.

Znacajna alometrija nije uocena (2,86%; p=0,0558), te je dalja analiza izvrSena na
Prokrustovim koordinatama. PCA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom
prostoru definisanom PC osama, ukazuje na velika preklapanja izmedu grupa na osnovu
morfologije desnih krila Zenki (tabela 40, slika 59), pri ¢emu ukupna varijansa celokupnog
uzorka iznosi 0,00119908. Jedinke tretiranih grupa se pretezno nalaze u pozitivnom delu PC1
ose (31,60% varijabilnosti) i karakteri$u ih izduZene baze krila sa izduzenim analnim nervom i
radio-medijalnim nervom pomerenim ka bazi krila; dok se jedinke kontrolne grupe nalaze

pretezno u negativnom delu ose i imaju obrnute karakteristike.
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Tabela 40 — Prvih 9 PC osa (od ukupno 22), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 13 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu desnih krila odraslih Zenki hiroomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

PC 0sa S R Variﬂa&i}lnost Kumulativr;a (;:)arijabilnost
1. 0,00037896 31,604 31,604
2. 0,00017621 14,695 46,299
3. 0,00017334 14,456 60,756
4. 0,00011030 9,199 69,955
5. 0,00007957 6,636 76,590
6. 0,00006955 5,800 82,390
7. 0,00005083 4,239 86,629
8. 0,00003408 2,842 89,471
9. 0,00002943 2,455 91,926
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Slika 59 - PCA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom
prostoru definisanom prvom i trecom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor skaliranja 0,08):

prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen zeleno.

CVA analiza ukazuje na jasno razdvajanje grupa na osnovu morfologije desnih krila
odraslih Zenki (tabela 41, slika 60). Grupe tretirane sa 25 i 250 mg/kg nano-CeO: se grupisu
zajedno u pozitivnom delu CV1 ose (62,03% ukuone varijabilnosti) i karakterisu ih blago
suzenje baze krila uz blago izduzivanje distalnog oboda krila i izduzivanje analnog nerva i
subkostalnog nerva (promene u specificnim tackama 4, 6 1 9). Ostale grupe se nalaze u
negativnom delu CV1 ose i karakterisu ih deformacije krila u obrnutom smeru. Prema drugoj CV

osi (17,67% varijabilnosti) grupe tretirane sa najmanjom i najvecom koncentracijom, od 2,5 i
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2500 mg/kg nano-CeOy, se grupiSu zajedno u njenom pozitivnom delu i karakteriSu ih

izduzivanje baze krila (specifi¢ne tacke 1, 2 i 3), povlacenje radio-medijalnog nerva ka bazi

(specificne tacke 12 i 13), izduzivanje analnog nerva (Specifi¢na tacka 4), smanjenje razmaka

izmedju vrhova kubitalnih i medijalnog nerva (specificne tacke 5, 6 i 7) i povlacenje vrhova

subkostalnog 1 prvog radijalnog nerva ka bazi krila (specifi¢ne tacke 9 1 10). Kontrolna grupa se

izdvaja od ostalih u negativnom delu prve dve ose. Mahalanobisove distance pokazuju statisticki

znacajnu razliku izmedju svih grupa, osim izmedju grupa tretiranih sa 25 i 250 mg/kg nano-CeO-

(tabela 42).

Tabela 41 - Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 13 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti e -
1. 3,10659454 6,2028 6,2028
2. 0,88479167 17,666 79,694
3. 0,76747322 15,324 95,017
4, 0,24955100 4,983 100,000

Tabela 42 - Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

Mahalanobisove distance

Tretmani 25
(krila zenki) mgl/kg CeO>
2,5 mg/kg CeO,
p vrednosti 25 mglkg CeO, <,0001*
permutacionih 250 mg/kg CeO2 <,0001*
testova 2500 mg/kg CeO; 0,0049*
Kontrola <,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05

25
mg/kg CeO2

38226

0,333
<,0001*
<,0001*

250
mg/kg CeO:

3,7998
1,699

<,0001*
<,0001*

2500 Kontrola
mglkg CeO2
2696 2,8802
3,8785 4,186
3,3956 3,9855
2,8503
0,0002*
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Slika 60 - CVA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom
prostoru definisanom prvom i trecom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Transformation grid” i “Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor

skaliranja 4): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen zeleno

Krila muzjaka
Utvrdeno je postojanje znacajne razlike u varijabilnosti veli¢ine krila muzjaka (ANOVA

F=4,47; p=0,003), pri ¢emu znacajne razlike u veliini centroida postoje samo izmedju grupe
tretirane sa 2500 mg/kg nano-CeO2 (manja veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 2,5 i 25 mg/kg
nano-CeO> (veca veli¢ina centroida) (Tukey p<0,05). Utvrdeno je i postoje znaéajne razlike u
variranju oblika krila muZzjaka (MANOVA Willks’A=0,055; F= 1,87; p=0,0001), te je
pristupljeno daljim analizama.
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Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 2,35% promena u obliku izazvano razlikama

u veli¢ini i da je ovaj procenat alometrije stisticki neznatan, p=0,092, stoga je dalja analiza

vr$ena na Prokrustovim koordinatama. PCA analiza ukazuje za veliko preklapanje izmedu grupa

(tabela 43, slika 61), pri ¢emu varijansa celokupnog uzorka iznosi 0,00097073. Jedinke tretirane

sa 250 mg/kg CeO: se izdvajaju od ostalih u negativnom delu PC2 ose (19% varijabilnosti) i

karakteriSe ih izduZena baza krila, suzavanje distalnog oboda (specificne tacke 7 i 8) 1 zbijanje

specificnih tacaka 9 i1 10 koje opisuju distalne krajeve drugog distalnog i subkostalnog nerva.

Tabela 43 — Prvih 10 PC osa (od ukupno 22), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 13 tacaka koje opisuju oblik i velicinu desnih krila odraslih muZjaka hironomida. Bioloski test sa CeO;

nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

PC osa Sopstvene vrednosti e -
1. 000029063 29,940 29,940
2. 0.00018442 18,998 48,938
3. 0.,00010098 10,403 59,341
4, 0,00008144 8,390 67,731
5. 0,00004879 5,027 72,757
6. 0,00004520 4,657 77,414
7. 0,00004116 4,241 81,655
8. 0,00003012 3,103 84,758
9. 0,00002732 2,815 87,573
10. 0,00002584 2,662 90,235
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Slika 61 - PCA analiza desnih krila odraslih muzjaka hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i trecom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe, tj. tretmana sa 90%
intervalom pouzdanosti. “Outline” i “Wireframe” graficima predstavljene su pecifi¢cne promene u obliku krila asocirane sa
svakom osom (faktor skaliranja 0,06): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV

skorovima) obojen zeleno.

CVA analiza i distribucija jedinki, u okviru tretmana, u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i trecom CV osom ukazuje na veliko preklapanje grupa na osnhovu
morfologije desnih krila odraslih muzjaka (tabela 44, slika 62). Na osnovu CV1 ose (47,84%
varijabilnosti) primecuje se veliko preklapanje grupa, sa grupom tretiranom najvecom
koncentracijom, od 2500 mg/kg nano-CeO2, pozicioniranom u centru i kontrolom grupom
pretezo u negativnom delu (Sira krila u srednjem delu opisanim specificnim tackama 4, 5, 10 1
11). Na osnovu CV3 ose (16,71 % varijabilnosti) grupa tretirana sa najvecom koncentracijom
izdvaja se od stalih grupa u negativnom delu i karakteriSu je proSirenje baze krila (specifi¢ne
tacke 1, 2 1 3), izduzenje analnog nerva (specificne tacke 3 i 4), izduzenje medijalnog nerva
(specifi¢na tacka 6) i skracenje subkostalnog nerva (specificna tacka 10). Specifi¢an obrazac
variranja oblika krila u odnosu na koli¢inu nanocestica ne moze se uociti iako mahalanobisove

distance pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedju svih grupa (tabela 45).

194



Doktorska disertacija

Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Tabela 44 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 13 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti N e
1. 1,69495363 47,836 47,836
2. 0,86126327 24,307 72,142
3. 0,59228845 16,716 88,858
4. 0,39478389 11,142 100,000

Tabela 45 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Bioloski test sa CeO; nanocesticama.

Mahalanobisove distance

Tretmani 25
(krila muzjaka) mg/kg CeO
2,5 mglkg CeO;
p vrednosti 25 mglkg CeO; 0,0004*
permutacionih 250 mg/kg CeO; 0,0064*
testova 2500 mglkg CeO> 0,0078*
Kontrola <,0001*

*statisti¢ki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05

25
mg/kg CeO:

2,4848

<,0001*
<,0001*
<,0001*

250
mg/kg CeO:

2,2816
3,3791

<,0001*
<,0001*

2500 Kontrola
mg/kg CeO2

2,3004 3,0276

2,7637 2,8195

2,7981 3,7893

‘ 2,7649

0,0001* ‘
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CV3 (16.71%)
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KONTROLA
¢ 2,5
. mg/kg CeO,
25 .
: '.mg/kg el e mg/zklgCeO
2500
. mg/kg CeO,
4 2 0 2 : 5

CV1 (47.84%)

e

EEEEsie

Slika 62 - CVA analiza desnih krila odraslih muZjaka hironomida izlaganih CeO, nanocesticama - distribucija jedinki u

morfoloskom prostoru definisanom prvom i treéom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom

pouzdanosti. “Transformation grid” i “Outline” graficima predstavljene su pecifi¢cne promene u obliku krila asocirane sa svakom

osom (faktor skaliranja 6): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen

zeleno
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Oksidativni stres

Sarzaj ukupnih proteina u larvama varirao je od prose¢no 0,81 do 1,20 mg po ml
testiranog uzorka. Vrednosti koncentracije MDA varirale su od prosecno 14,07 nmol (u najvisem
tretmanu) do 23,16 nmol po mg proteina (u jedinkama tretiranim drugom najviSom
koncentracijom); dok je SOD aktivnost varirala od 38,68 do 54,41 (najvisa koncentracija) po mg
proteina u uzorku (tabela 46). ANOVA, prac¢ena post hoc Dunett testom, pokazala je da nema
statisticki znacajnih razlika ni u jednom od parametara oksidativnog stresa izmedu tretmana, kao
ni izmedu tretmana i kontrole.

Tabela 46 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO, — Vrednosti parametara oksidativnog stresa u C. riparius

larvama izlaganim nano-CeO,.

Tretman
0 (Kontrola) 2.5 25 250 2500
(mg nano-Ce0:/kg sedimenta)

Ukupni proteini
1,063 £ 0,05 1,17 +0,20 1,20+0,14 1,16 £ 0,17 0,81+0,24
(mg proteina / mL uzorka)

Kondentracija MDA

16,08 £ 2,19 16,08 £ 5,32 20,62 +£8,43 23,16 7,61 14,07 £ 2,60
(nmol /mg proteina)

SOD
49,90 £ 4,68 38,68 +13,20 | 40,39+11,41 | 40,02+12,58 | 54,41+13,71
(aktivnost / mg proteina)

OStecenja na DNK

Procena in vivo genotoksi¢nosti nano-CeO; ukazala je na Kkorelaciju izmedu koli¢ine

nanocestica u sedimentu i ukupnog o$tecenja DNK u tretmanima (tabela 47).

U tretmanima 25, 250 i 2500 mg/kg nano-CeO> se pokazalo zna¢ajno povecanje ukupnog
kometa skora zavisno od doze nano-CeO: (32,1; 65,3 i 146,1, respektivno) u poredenju sa
kontrolom (13,9). Tretman sa najnizom koncentracijom od 2,5 mg/kg nano-CeO: je pokazao
znacajno nizi ukupan skor kometa u odnosu na pozitivnhu kontrolu i tretmane sa visokim
koncentracijama. Srednje oste¢enje DNK u pozitivnoj kontroli (tretiranoj sa 100 mM H20>) je
bilo statisticki znacajno vece nego u netretiranoj kontroli. Treba napomenuti da je u najviSem

tretmanu sa 2500 mg/kg nano-CeO: ostecenje DNK statisticki znacajno vise od svih ostalih
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tretmana, pa Cak i od pozitivne kontrole. Podaci pokazuju da su komete klase 0 (¢elije bez

oStecenja) najprisutnije u netretiranoj kontroli i tretmanima 2,5 1 25; dok su komete klase 4

(najveca ostecenja) prisutne jedino u pozitivnoj kontroli i najvisem tretmanu 25000 mg/kg nano-

CeO2 (slika 63).

Tabela 47 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO, — Rezultati kometa testa za procenu in vivo genotoksi¢nosti

nano-Ce0;, na osnovu ostecenja DNK C. riparius larvi.

Ukupan skor
Klase kometa ®
kometa ?
Tretman
0 1 2 3 4
NCt

86,1 + 0,34 13,9+0,20 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 13,9+0,61"

PCe 46,4 + 1,02 23,3+0,35 16,4 + 0,95 8,2 0,42 57+1,2 103,5 +0,8"

2,5 82,4+ 0,60 17,6 £+ 0,12 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 17,6 £ 0,47'
25 83,9+ 0,30 6,5+ 1,20 3,2+0,32 6,4 + 0,80 0,00+0,00 | 32,1+0,64""
250 47,8+ 0,43 39,1+0,17 13,1+0,24 0,00 + 0,00 0,00+0,00 | 653+0,40°"
2500 38,5+ 0,60 15,4 £ 0,82 15,3 +£0,42 23,1+0,70 7,7 +0,41 146,1 +1,02""

aSrednje vrednosti + SEM tri nezavisna repllikata

BNC: netretirana kontrola

°PC: pozitivna kontrola, tretirana sa 100 mM H»0

*p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom
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E F

Slika 63 - Reprezentativne fotomikrografije kometa testa koje pokazuju migraciju DNK larvi C. riparius ¢etvrtog stupnja nakon
tretmana nano-CeO.. A - netretirana kontrola, B - pozitivna kontrola, tretirana sa 100 mM H,0,, C — tretman 2,5 mg nano-

Ce0,/kg sedimenta, D — tretman 25 mg nano-Ce0,/kg sedimenta, E — tretman 250 mg nano-CeO,/kg sedimenta, F — tretman
2500 mg nano-CeO,/kg sedimenta.
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4.2.2.2.1 Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti Ce0z nanocestica na podlozi od
krupnog peska

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata (uticaja na odrasle jedinke), koji se
sastojao iz istih pet tretmana kao i prethodni eksperiment, sa po Cetiri relikata zavrSen je pet dana

nakon $to je zabeleZeno izletanje poslednje odrasle jedinke, nakon 27 dana.

Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata, koji se sastojao iz istih pet tretmana
sa po Cetiri replikata, zavrSen je tri dana nakon $to su primecene prve larve Cetvrtog stupnja,

nakon 11 dana.

Standardni Zivotni parametri

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata nano-CeO: (uticaja na odrasle jedinke)

Odrasle jedinke su pocele sa izletanjem 10 dana od pocetka eksperimenta, a poslednja
jedinka izletela je nakon 22 dana. Nije bilo statisticki znafajne razlike u analiziranim
parametrima izmedu polova (T test, p>0,05) te su rezultati za muzjake i Zenke pulirani u
statistiCkoj analizi. ANOVA je pokazala da nema statisti¢ki znacajnih razlika u standardnim
parametrima izmedu tretmana iako se primecuje povecanje mortaliteta pri visokim

koncentracijama (tabela 49, slika 64).

Tabela 48 — Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO, na podlozi od krupnog peska. Stopa prezivljavanja (ER) - %
izletelih jedinki na kraju eksperimenta; stopa mortaliteta (M) - % mrtvih jedinki na kraju eksperimenta; vreme razvica (DT) — broj

dana od pocetka eksperimenta do izletanja; stopa razviéa razvi¢a (DR) — prosecan % izletelih jedinki po danu

Koncentracija nano-CeO:z u sedimentu

0 (kontrola) 2,5 25 250 2500
(mg/kg)
ER £ SD (%) 89+12,38 82 +10,58 80+ 13,86 73+6,83 51+33,21
M % SD (%) 12,8 £12,38 18 £ 10,58 20+ 13,86 27 £6,83 49 + 33,21
14,33 + 3,82 12,91+ 13,30 11,54 8,76 £ 6,96
DT £ SD (dan)
2,37 2,86 2,07
DR+ SD 7,02+£1,10 7,08+1,33 | 634+£0,84 | 7,07+£0,91 5,96 £ 0,85

(% izletelih jedinki/dan)
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Slika 64 — Set eksperimenata za ispitivanje toksi¢nosti CeO; nanocestica na podlozi od krupnog peska. Uticaj na standardne
parametre: A — stopu prezivljavanja (ER); B - mortalitet (M); C — vreme razvic¢a (DT); D — stopu razvic¢a (DR); E —odlaganje razvi¢a
larvi u odrasle jedinke. Prikazane su prosec¢ne vrednosti za sve repilikate u jednom tretmanu.
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Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO2

Ispunjen je osnovni kriterijum za validnost testa (prosecno prezivljavanje od minimum

70% u kontroli). Prve larve Cetvrtog stupnja primeéene su nakon 8 dana. Rezultati ne pokazuju

statisticki znacajno variranje izmedu grupa ni za jedan parametar, medutim stepen prezivljavanja

je nizi nego u istom eskperimentu na sithom pesku (tabela 49).

Tabela 49 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-CeO; na podlozi od krupnog peska (preZivljavanje i moku masu C.

riparius larvi). Prikazane su srednje vrednosti = SD u %

tretman
Prezivljavanje Mokra masa
redni broj tretmana (koncentracija nano-Ce02
(mean £ SD) % (mean £ SD) mg
mg/kg)
1 2,5 70 30,89 8,22+1,40
2 25 76 £ 1032 9,21+1,29
3 250 74 + 25,82 7,88 £ 0,85
4 2500 87 +£8,25 7,92+1,34
5 kontrola 85+ 14,34 8,6 +1,47

Procena kolicine unetih nanocestica (ICP-MS)

ICP-MS analiza je pokazala da netretirane larve C. tentans u svojim telima sadrze

prosecno 32,23+4 mg nano-CeO: po kg mokre mase (ova “pozadinska” koncentracija iz

kontrolnog uzorka oduzeta je od detektovanih vrednosti u tretmanima, kako bi se dobile

konkretne vrednosti unetih nanocestica tokom eksperimenta). Kruskal-Wallis-ov test je pokazao

znacajne razlike izmedu svih tretmana (tabela 50).

Tabela 50 - Dopunski eksperiment za procenu uticaja nano-CeO; na podlozi od krupnog peska. ICP-MS analiza koncentracije

nano-CeO; u telima C. riparius larvi

Tretman
2.5 25 250 2500
(mg nano-Ce0:/kg sedimenta)
Nano- CeO2 koncentracija u telima larvi
average = SD 390 + 88 4014 + 561 21520 £ 938 139136 + 5909

(mg CeO2/kg mokre mase)
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Koncentacije nano-CeO. u telima trtiranih larvi pokazale su visoku Kkorelaciju sa
koncentracijom nanocestica u sedimentu (Spearman rho=0,997, p<0,0001). Nivo nano-CeO; u
telima larvi je varirao od oko 32,23 mg/kg u kontrolama do oko 139,136 mg/kg u larvama
tretiranim najvisim koncentracijama. Kada se koncentracija nanocestica u sedimentu povecavala
1000x (od 2,5 do 2500 mg/kg nano-CeO-) koncentracija u telima larvi se povecavala za 356,76X
(od 390 mg/kg do 139,136 mg/kg nano-CeO- u proseku).

Geometrijska morfometrija

Vizuelnom analizom morfoloskih struktura, od ukupno 300 jedinki izbaceno je 24
mandibula i 22 mentuma (prilozi 7 i 8). Medu mandibulama uocéeno je 16 (5,3%) vidljivo
deformisanih (tri u tretmanu sa 2,5 mg/kg; Sest u tretmanu sa 25 mg/kg; jedna u tretmanu sa 250
mg/kg; tri u tretmanu sa 2500 mg/kg i tri u kontroli, u vidu nedostatka apikalnog zuba, potpunog
iskrivljenja mandibule ili dodatnog unutrasnjeg zuba - u kontroli) i 8 potpuno oSte¢enih. Medu
mentumima uoceno je i 12 (4%) vidljivo deformisanih (Cetiri u tretmanu sa 2,5 mg/kg -
prosirenje razmaka izmedu lateralnih zuba, deformacije centralnog zuba, nedostatak lateralnog
zuba; Cetiri u tretmanu sa 25 mg/kg - deformacije centralnog i nedostatak lateralnog zuba, jedan
u tretmanu sa 250 mg/kg - nedostatak lateralnog zuba, dva u tretmanu sa 2500 mg/kg -
deformacije centralnog i nedostatak lateralnog zuba i jedan u kontroli - nedostatak lateralnih
zuba) i 10 vidljivo izlomljenih ili nerazvijenih. Procenat deformisanih i istro$enih struktura bio je
izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak, te nije bilo moguce statisticki obraditi rezultate.
Jedinke sa ovakvim strukturama su izbaCene iz daljih analiza metodom geometrijske

morofmetrije.

Mandibule
Fotografisane su desne mandibule ukupno 276 jedinki i na svakoj je digitalizovano 18

specifi¢nih tacaka. Pomocu samog programa uoceno je 10 (3,67% od ukupnog uzorka) jedinki sa
“ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u pet grupa, na osnovu tretmana CeO. nanocesticama: 2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250
mg/kg i 2500 mg/kg nano-CeO: i kontrolna grupa.

203



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Nije uoceno postojanje znacajne razlike u veli¢ini mandibula (ANOVA F= 0,58; p=0,68),
medutim potvrdeno je da postoje znacajne razlike u obliku mandibula (MANOVA Willks’A=
0,25; F=3; p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama.

PCA anaiza ukazala je na razdvajanje grupa na osnovu morfologije mandibula, ali sa
velikim stepenom preklapanja (tabela 51, slika 65). Duz PC1 ose (62,58% ukupne varijabilnosti)
kontrolna i grupa tretirana koncentracijom od 25 mg/kg nano-CeO. se grupiSu u pozitivhom
delu, dok se ostale grupe izdvajaju u negativnom delu ose (pri ¢emu se grupe tretirane dvema
najviSim koncentracijama u najve¢oj meri preklapaju, a grupa tretirana najmanjom
koncetracijom se blago izdvaja). Uocava se da jedinke u pozitivnom delu CV1 ose imaju kraéi
zglob mandibule, sa uvucenim unutrasnjim 1 ispupCenim spoljaSnjim delom mandibule
(specificne tacke 11 do 17) i izduzenimim apikalnim zubom (specifi¢na tacka 1), dok je kod
jedinki u negativnom delu CV1 ose situacija obrnuta. Ukupna varijabilnost uzorka iznosi
0,00378211, a u tretmanu 2,5 mg/kg CeO: iznosi 0,00195533, u tretmanu 25 mg/kg CeO> iznosi
0,00536588, u tretmanu 250 mg/kg CeO: iznosi 0,00271128, 2500mg/kg CeO: iznosi
0,00270197, a u kontroli iznosi 0,00379313.

Tabela 51 — Prvih 6 PC osa (od ukupno 32), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize

konstelacije 18 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama - krupan

pesak.
S Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1. 0,00236688 62,581 62,581
2. 0,00046768 12,365 74,946
3. 0,00032896 8,698 83,644
4, 0,00015404 4,073 87,717
5. 0,00008330 2,203 89,920
6. 0,00004587 1,213 91,133

204



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

0107
250 ¢
mg/kg CeO, 250
0.05 1 o mg/kg CeO, * .
. - °
.
(=] . . . .
SN e - a 25
Vo] i . ® mg/kg CeO, .
™M -’ .. . . e P .
e .. . .
. B . ) .o .
T T
L S IR 8 o /3 ”
) IR ACEP KONTROLA
N o s LY ° s .
@) o .
.
o R
2,5 E oL o
-0.05 1 mg/kg CeO,
010 - - . . v .
-0.10 -0.05 0.00 0.05 010 015 0.20

PC1(62.58%)

Slika 65 — PCA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih CeO, nanocesticama na krupnom pesku - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom
pouzdanosti. “Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (sa
faktorom skaliranja 0,1) prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima)

obojen zeleno.

CVA analiza pokazala je razdvajane grupa na osnovu morfologije mandibula u
morfoloskom prostoru definisanom CV osama (tabela 52, slika 66). Uocava se razdvajanje
grupa, jedinke kontrolne grupe se nalaze pretezno u pozitivnom delu CV1 ose (50,85% ukupne
varijabilnosti) i negativnom delu CV2 ose (objasnjava 24,33% varijabilnosti) i jasno se odvajaju
od tretiranih grupa. Grupa tretirana sa 25 mg/kg nano-CeO2 se u najve¢oj meri preklapa sa
kontrolnom, dok se grupe tretirane sa 2,5 i 250 i 2500 mg/kg nano-CeO: u najvecoj meri
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medjusobno preklapaju. Kod tretiranh jedinki celokupni unutras$nji deo mandibule se §iri, zubi

zbijaju i skracuje apikalni zub, $to je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim na sithom pesku.

Razdvajanje grupa potvrdjuju i vrednosti Mahalanobisovih distanci koje pokazuju znacajnu

razliku izmedju svih grupa (tabela 53).

Tabela 52 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 18 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama - krupan pesak.

) Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1 0,90253059 50,854 50,854
2 0,43184957 24,333 75,187
3. 0,26472400 14,916 90,103
4 0,17563806 9,897 100,000

Tabela 53 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Eksperiment na krupnom pesku

Mahalanobisove distance

Tretmani 25
(mandibule) mg/kg CeO2
2,5 mg/kg CeO,
p vrednosti 25 mglkg CeO» <,0001*
permutacionih 250 mg/kg CeO2 <,0001*
testova 2500 mglkg CeOy 0,0003*
Kontrola <,0001*

*statisti¢ki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05

2 250 2500 mg/kg CeO2 Kontrola
mg/kg CeO2 mglkg CeO2
1,8747 1,8159 1,4711 2,1718
2,4731 2,2859 2,0155
<,0001* 1,5297 2,4941
<,0001* <,0001* ‘ 2,5825
<,0001* <,0001*

0,0001* ‘
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Slika 66 — CVA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih CeO; nanocesticama na krupnom pesku - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom
pouzdanosti. “Outline” i “Transformation grid” graficima predstavljene su pecifichne promene u obliku mandibula asocirane sa
svakom osom (aktor skaliranja 4): prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV

skorovima) obojen zeleno.
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Mentumi
Fotografisani su mentumi ukupno 278 jedinke i na svakom je digitalizovano 29

specifi¢nih tataka. Pomoc¢u samog programa uoceno je 20 (7,19% od ukupnog uzorka) jedinki sa
“ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u pet grupa, na osnovu tretmana CeO> nanocesticama: 2,5 mg/kg; 25 mg/kg; 250
mg/kg i 2500 mg/kg nano-CeO i kontrolna grupa.

Uocene su znacajne razlike u veli¢ini mentuma (ANOVA F=3,55; p=0,007). Post hoc
Tukey test je pokazao jedinu znacajnu razliku (p<0,05) izmedju grupe tretirane sa 2500 mg/kg
nano-CeO> (manja veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 2,5 mg/kg i 25 mg/kg nano-CeO: i
kontrolne grupe (veéa veli¢ina centroida). Uocene su i znacajne razlike u obliku mentuma
(MANOVA Willks’A= 0,42; F=2; p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama. Regresiona
analiza pokazala je da je ukupno 1,31 % promena u obliku izazvano razlikama u veli€ini i da je
ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znaéajan, p=0,014, te je dalja analiza
izvrSena na regresionim rezidualima. Na osnovu PCA analize uoéljivo je pozicioniranje svig
grupa u centru morfoloskog prostora uz veliko medjusobno preklapanje i blago izdvajanje grupe
tretirane sa 2,5 mg/kg CeO: (tabela 54, slika 67). Ukupna varijabilnost iznosi 0,00086174, a u
tretmanu 2,5 mg/kg CeO. 0,00089718, 25 mg/kg CeO. 0,00072753, 250 mg/kg CeO:
0,00080180, 2500mg/kg CeO2 0,00087609, a u kontroli 0,00088633.

Tabela 54 — Prvih 11 PC osa (od ukupno 27), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize
konstelacije 29 specifi¢nih tac¢aka koje opisuju oblik i veli€éinu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama —

krupni pesak.

PC 0sa Sopstvene vrednosti Vari{ja(l;(i)lnost Kumulativr:ja (;:)arijabilnost
1. 0,00037648 43,688 43,688
2. 0,00010908 12,658 56,347
3. 0,00009525 11,053 67,400
4, 0,00005350 6,208 73,608
5. 0,00003384 3,927 77,535
6. 0,00002967 3,443 80,978
7. 0,00002339 2,714 83,692
8. 0,00001848 2,144 85,836
9. 0,00001442 1,674 87,510
10. 0,00001343 1,559 89,069
11. 0,00001008 1,170 90,238
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Slika 67 — PCA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih CeO;, nanocesticama na krupnom pesku - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom

pouzdanosti.

CVA analiza i distribucija jedinki u morfoloskom prostoru definisanom CV1 i CV3
osama ukazuje na razdvajanje grupa na osnovu morfologije mandibula (tabela 55, slika 68). Po
CV1 osi (47,14% varijabilnosti) se grupa tretirana najviSom koncentracijom od 2500 mg/kg
nano-CeO2, kontrolna i grupa tretirana sa 25 mg/kg nano-CeO: izdvajaju u pozitivnom delu od
grupa tretiranih sa 2,5 i 250 mg/kg nano-CeO: koje se grupiSu u negativnom delu ose, dok je po
CV3 osi (16,48% varijabilnosti) uocljivo izdvajanje kontrolne i1 grupa tretiranih niZim
koncentracijama od 2,5 i 25 mg/kg nano-CeO: u negativhom, u odnosu na grupe tretirane

najvisim koncentracijama u pozitivnom delu ose. Sa povecanjem koncentracije dolazi do
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izduzivanja centralnog zuba (Specifi¢ne tacke 13, 15 i 17 se krecu distalno) i izduzivanja vrha

unutrasnjeg lateralnog zuba (specificne tacke 11 i1 19), uz to tolazi i do skracivanja bo¢nih

lateralnih zuba (specificne tacke 3, 5, 7, 23, 25 1 27). Mahalanobisove distance pokazuju

znacajnu razliku izmedju svih grupa (tabela 56).

Tabela 55 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 29 tacaka

koje opisuju oblik i velicinu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa CeO, nanocesticama - krupni pesak.

) Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1. 0,44724069 47,140 47,140
2. 0,21923781 23,108 70,248
3. 0,15636365 16,481 86,729
4. 0,12590765 13,271 100,000

Tabela 56 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)

mahalanobisovih distanci. Bioloski test sa CeO, nanocesticama - krupni pesak.

Mahalanobisove distance

Tretmani 25
(mentumi) mg/kg CeO2
2,5 mg/kg CeO,
p vrednosti 25 mg/kg CeO2 0,0003*
permutacionih 250 mg/kg CeO2 0,0272*
testova 2500 mglkg CeOy 0,0134*
Kontrola 0,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0.05

25 250 2500
Kontrola

mg/kg CeO2 mg/kg CeO2 mg/kg CeO:
1,5311 1,2869 1,3717 1,5556
1,9587 1,3492 1,4382
<,0001* 1,5449 1,7662
0,0292* <,0001* ‘ 1,2943

0,0021* <,0001* 0,0225*
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Slika 68 — CVA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih CeO; nanocesticama na krupnom pesku - distribucija jedinki u

morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom

pouzdanosti. “Transformation grid” | “Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa

svakom osom (faktor skaliranja 6): prosec¢ni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV

skorovima) obojen zeleno.
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4.2.2.3. Ispitivanje toksicnosti Fe304 nanocestica

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata (uticaja na odrasle jedinke), koji se
sastojao iz Sest tretmana sa po Cetiri replikata (1 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg; 50 mg/kg i 100
mg/kg nano-Fe3O4 i kontrolni tretman) zavrSen je pet dana nakon $to je zabeleZeno izletanje

poslednje odrasle jedinke, nakon 22 dana.

Drugi bioloski test za procenu subletalnih efekata, koji se sastojao iz istih Sest tretmana
sa po tri replikata, zavrSen je tri dana nakon §to su primeéene prve larve ¢etvrtog stupnja, nakon
13 dana.

Standardni Zivotni parametri

Prvi bioloski test za procenu letalnih efekata nano-Fe304 (uticaja na odrasle jedinke)

Odrasle jedinke su pocele sa izletanjem 10 dana od pocetka eksperimenta, a poslednja
jedinka izletela je nakon 17 dana. Nije bilo statisticki znaajne razlike u analiziranim
parametrima izmedu polova (T test, p>0,05), te su rezultati za muzjake i zenke pulirani u
statistiCkoj analizi. ANOVA je pokazala da nema statisti¢ki znacajnih razlika u standardnim

parametrima izmedu tretmana, kao ni izmedu tretmana i kontrole (tabela 57, slika 69).

Tabela 57 - Bioloski test za procenu uticaja nano-Fe304 na standardne parametre - Stopa prezivljavanja (ER) - % izletelih jedinki
na kraju eksperimenta; stopa mortaliteta (M) - % mrtvih jedinki na kraju eksperimenta; vreme razvi¢a (DT) — broj dana od

pocetka eksperimenta do izletanja; stopa razvi¢a (DR) — prosecan % izletelih jedinki po danu

Koncentracija nano-Fes0s u

. 0 (kontrola) 1 5 10 50 100
sedimentu (mg/kg)
83,3t 86,6 £
ER £ SD (%) 91,6 £ 7,64 85+13,2 | 90+13,2 80+38,7
17,5 7,64
16,6 = 133+
M £ SD (%) 8,3+7,64 15+13,2 10+ 13,2 20+8,7
17,5 7,64
12,68 + 13,46+ 12,48 + 12,81+ 11,89 12,67
DT £ SD (dan)
0,87 0,66 0,86 1,07 1,04 1,72
DR +SD 8,45 t 8,21 8,92 841t
T 8,35+10,6  7,8+0,46
(% izletelih jedinki/dan) 0,60 0,69 0,76 1,14
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Slika 69 - Bioloski test za procenu uticaja nano-Fe304 na standardne parametre A — stopu prezivljavanja (ER); B - mortalitet (M);
C—vreme razvica (DT); D — stopu razvic¢a (DR); E — odlaganje razvi¢a larvi u odrasle jedinke. Prikazane su rosecne vrednosti za
sve repilikate u jednom tretmanu.
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Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-Fe304

Ispunjen je osnovni kriterijum za validnost testa (prose¢no prezivljavanje od minimum
70% u kontroli). Prve larve Cetvrtog stupnja primecene su nakon 10 dana. Rezultati ne pokazuju

statisticki znacajno variranje izmedu grupa ni za jedan parametar (tabela 58).

Tabela 58 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-Fes04 - preZivljavanje i mokra masa C. riparius larvi (srednje

vrednosti £ SD u %).

tretman
PreZivljavanje Mokra masa
redni broj tretmana (koncentracija nano-Fesz04
(mean £ SD) % (mean £ SD) mg
mg/kg)
1 1 87 116,12 8,32+ 0,60
2 5 84+ 14,97 8,89+0,93
3 10 90+9,52 8,84 +1,08
4 50 85+ 15,45 8,36+ 1,26
5 100 85+ 14,34 8,6+1,47
6 0 (kontrola) 85+6 8,97 +1,41

Geometrijska morfometrija

Vizuelnom analizom morfoloskih struktura, od ukupno 208 jedinki izbaceno je 10
mandibula i 10 mentuma (prilog 9). Medu mandibulama uoceno je samo 7 (3,4% od ukupnog
uzorka) vidljivo deformisanih (tri u tretmanu sa 1 mg/kg; dva u tretmanu sa 5 mg/kg; jedna u
tretmanu sa 10 mg/kg 1 jedna u kotroli, u vidu nedostatka apikalnog zuba, izduzenja mandibule 1
u jednom slucaju nedostatka unutra$njeg zuba - u tretmanu sa 10 mg/kg) i tri potpuno istroSene.
Medu mentumima nije uocen ni jedan vidljivo deformisan mentum, ali je uo¢eno ukupno 10
potpuno istroSenih. Procenat deformisanih i istroSenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na
ukupan uzorak, te nije bilo moguce statisticki obraditi rezultate. Jedinke sa ovakvim strukturama

su izbacene iz daljih analiza metodom geometrijske morfometrije.
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Mandibule
Fotografisane su desne mandibule ukupno 198 jedinki i na svakoj je digitalizovano 18

specifi¢nih tacaka. Pomocu samog programa, uoceno je 7 (3,53% od ukupnog uzorka) jedinki sa
“ekstremnim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbac¢ene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u Sest grupa, na osnovu tretmana CeO2 nanoCesticama: 1 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg;

50 mg/kg i 100 mg/kg nano-Fesz0a i kontrolna grupa.

Uotvrdeno je da postoje znacajne razlike u veli¢ini mandibula (ANOVA F=2,46;
p=0,034), Post hoc Tukey test je pokazao da se znacajno razlikuju samo grupa tretirana sa 1
mg/kg nano-Fez0s (manja veli¢ina centroida) i sa 50 mg/kg Fe3Os (veca veli¢ina centroida).
Potvrdeno je i postojanje znacajnih razlika u obliku mandibula (MANOVA Willks’A=0,07; F=4;

p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 4,9 % promena u obliku izazvano razlikama
u veli¢ini i da je ovaj procenat alometrije, iako veoma mali, stisticki znac¢ajan, p<0,0001, te je
dalja analiza izvrSena na regresionim rezidualima. PCA analiza i distribucija jedinki u okviru
tretmana u morfoprostoru ukazuje na razdvajanje jedinki u dve grupe na osnovu morfologije
mandibula (tabela 59, slika 70). Duz PC2 ose (15% ukupne varijabilnosti) dolazi do razdvajanja:
kontrola i grupe tretirane nizim koncentracijama CeO2 se grupiSu u negativnom delu, dok se dve
grupe tretirane najviSim koncentracijama od 50 1 100 mg/kg nano-FeszOs grupiSu u pozitivhom
delu ose. Sa povecanjem koncentracije nano-FesOs nanocestica dolazi do velikih promena u svim
zubima koji se zbijaju (specificne tacke 1 do 8) uz savijanje apikalnog dela mandibule ka unutra
unutrasnjosti (specifiéne tacke 17 i 18). Ukupna varijabilnost uzorka iznosi 0,00357345, a u
tretmanu 1 mg/kg FezO4 iznosi 0,00348867, u tretmanu 5 mg/kg FezO4 iznosi 0,00332506, u
tretmanu 10 mg/kg FezOa4 iznosi 0,00280878, u tretmanu 50 mg/kg FezOa4 iznosi 0,00293948, u
tretmanu 100 mg/kg FezO4iznosi 0,00298564 a u kontroli iznosi 0,00469393.
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Tabela 59 — prikazano je prvih 7 PC osa (od ukupno 32), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA
analize konstelacije 18 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa Fes04 nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

PC osa Sopstvene vrednosti - -
1. 0,00185049 51,784 51,784
2. 0,00053634 15,009 66,794
3. 0,00039196 10,969 77,762
4. 0,00018434 5,159 82,921
5. 0,00014974 4,190 87,111
6. 0,00008155 2,282 89,393
7. 0,00006015 1,683 91,076

50
mg/kg Fe O,

KONTROLA
mg/kg
mg/kg Fe,0,

100
mg/kg Fe O,

mg/kg Fe O,

Fe O,

-0.10 -0.05 -0.00

PC1 (51.78%)

0.05 0.10

Slika 70 — PCA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih Fe304 nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloSkom prostoru
definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti. “Outline”
graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (sa faktorom skaliranja 0,1)
prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen crveno.

CVA analiza ukazuje na jasno razdvajanje grupa u morfoloSkom prostoru definisanom

prvom i drugom CV osom na osnovu morfologije mandibula (tabela 60, slika 71). Najvece

razdvajanje primecuje se po CV1 osi (66,22% varijabilnosti): kontrolna 1 grupe tretirane manjim

koncentracijama nanocestica grupiSu se u pozitivnom delu ose i karakteriSu ih kraéi zubi sa Sirim

bazama (specificne tacke 4, 6 i1 8), distalno pomeren vrh apikalnog zuba (specifi¢na tacka 1) i
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samim tim izduZen apikalni deo mandibule (specificne tacke 17 i 18); grupe tretirane dvema
najviSim koncentracijama nalaze se u negativnom delu ose i karakteriSu ih mandibule obrnutih
karakteristika - suzeni i zbijeni zubi povucenih baza sa skracenjem apikalnog dela mandibule.
Prema CV2 osi (18.05% varijabilnosti) medjusobno se razdvajaju dve grupe tretirane najve¢im
koncentracijama nanocetica: jedinke tretirane najviSom koncentracijom nanocestica, 100 mg/kg
nano-Fe30s, imaju Sire mandibule u srediSnjem delu (specificne tacke 10 do 16) sa skra¢enim
zglobom (specifi¢na tacka 9) i smanjenim prvim unutrasnjim zubom (specificne tacke 6, 7 1 8) i
nalaze se u negativnom delu ose, dok se jedinke tretirane nanocestica nalaze u pozitivnom delu
ose i imaju suprotne Kkarakteristike. Distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloSkom
prostoru definisanom prvom i trecom CV osom (slika 72) je sli¢na i potvrduje razdvajanje grupa,
medjutim primecuje se potpuno odvajanje kontrolne grupe u pozitivnom delu CV3 ose (9,36%
varijabilnosti) i priblizavanje grupa tretiranih najviSim koncentracijama u negativnom delu obeju
osa. Uocava se sli¢no variranje oblika mandibula sa primetno manjim prvim unutra$njim zubom
1 povu¢enim vrhom apikalnog zuba kod tretiranih jedinki. Celokupna CVA analiza ukazuje na
tendenciju zbijanja i povlacenja baza zuba, smanjenja prvog unutrasnjeg zuba i skracenja
apikalnog dela mandibula sa povecanjem koncentracije FesOs nanocestica. Razdvajanje grupa
potvrdjuju i vrednosti Mahalanobisovih distanci koje pokazuju znacajnu razliku izmedju svih
grupa, osim izmedju grupa tretiranih sa 1 mg/kg; 5 mg/kg i 10 mg/kg nano-Fe304 medjusobno,
dok je razlika izmedju kontrolne 1 grupe tretirane najnizom koncentracijom na granici

znacajnosti (tabela 61).

Tabela 60 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 18 tacaka
koje opisuju oblik i veli¢inu mandibula larvi hironomida. Bioloski test sa Fe304 nanocesticama.

. Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u % u %
1. 3,08912428 66,216 66,216
2. 0,84223771 18,054 84,270
3. 0,43653044 9,357 93,627
4. 0,16199527 3,472 97,099
5. 0,13532716 2,901 100,000
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Tabela 61 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)
mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance

Tretmani
(mandibule)

1 mglkg FesOs4

p vrednosti
permutacionih
testova

1 mgl/kg FesOs4
5 mg/kg Fes04

10 mg/kg Fes0.4

50 mg/kg FesOq

100 mgrkg
FesO4

Kontrola

0,3932
0,3795
<,0001*
<,0001*
0,0049*

5 mg/kg Fes04

1,5547

0,4619
<,0001*
<,0001*
<,0001*

*statisti¢ki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05

10 mg/kg
Fes0q

1,4014
1,5041

<,0001*
<,0001*
<,0001*

50 mgl/kg

100 mg/kg

Fei0 FesOs Kontrola
3,7834 3,9788 1,9728
4,2993 4,2826 2,5046
3,9151 3,8903 2,2449

2,8379 3,6425
<,0001* 3,718
<,0001* <,0001*
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Slika 71 — CVA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih Fe304 nanocesticama - distribucija jedinki u morfolosSkom prostoru
definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti. “Outline” i
“Transformation grid” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (aktor
skaliranja 6): prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen crveno.
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Slika 72 - CVA analiza mandibula larvi hironomida izlaganih Fe3O4 nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i trecom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti. “Outline” i
“Transformation grid” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mandibula asocirane sa svakom osom (faktor
skaliranja 4): prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima) obojen crveno.

Mentumi
Fotografisani su mentumi ukupno 198 jedinki i na svakom je digitalizovano 29

specifi¢nih ta¢aka. Pomocu samog programa uoceno je 12 (6,1% od ukupnog uzorka) jedinki sa
“ekstreminim” vrednostima morfoloskih parametara, koje su izbacene iz dalje analize. Jedinke su
grupisane u Sest grupa, na osnovu tretmana Fe3sO4 nanoCesticama: 1 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg;

50 mg/kg, 100 mg/kg nano-Fesz04 i kontrolna grupa.

Nije uoceno postojanje znacajne razlike u veli¢ini mentuma (ANOVA F=30,6; p=0,68),
ali je potvrdeno postojanje znacajnih razlika u njihovom obliku (MANOVA Willks’A=0,055;
F=4,53; p=0,00), te je pristupljeno daljim analizama.

Nije uo¢eno znacajno dejstvo alometrije (0,787%, p=0,17), te je dalja analiza izvrSena na

simetri¢nim komponentama.

PCA analiza i distribucija jedinki u okviru tretmana u morfoloskom prostoru definisanom

PC osama ukazuje na razdvajanja medu tretmanima na osnovu morfologije mentuma (tabela 62,
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slika 73). Uo¢ljivo je grupisanje kontrolne i grupa tretiranih manjim koncentracijama (1; 5 i 10
mg/kg nano-Fez04) u negativnom delu CV2 ose (21,57 % varijabilnosti), koje karakterisu kraci
zubi sa Sirim bazama. U pozitivnom delu ose se izdvajaju dve grupe tretirane visokim
koncentracijama (50 1 100 mg/kg nano-FesOa4) koje karakteriSe mentum sa izduzenim zubima i
povucenom bazom centralnog tro¢lanog zuba. UocCava se da sa povecanjem koncentracije nano-
Fe304 dolazi do najvecih promena u specifi¢nim tackama 12, 14, 16 i 18 (baza centralnog zuba);
15 (vrh centralnog zuba); 9 i 11 (vrhovi dva unutrasnja lateralna zuba sa leve strane) i
specificnim tackama 19 i 21 (vrhovi dva unutrasnja lateralna zuba sa desne strane). Ukupna
varijabilnost iznosi 000086839, dok u tretmanu 1 mg/kg FeszOs iznosi 0,00075822; 5 mg/kg
Fe304 iznosi 0,00075451; u tretmanu 10 mg/kg FesO4 iznosi 0,00082549; u tretmanu 50 mg/kg
Fe304 iznosi 0,00066212, u tretmanu 100 mg/kg FesO4 0,00059776 i u kontrolnoj grupi iznosi
0,00083732.

Tabela 62 — prvih 11 PC osa (od ukupno 27), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize
konstelacije 29 specifi¢nih tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu mentuma larvi hironomida. Bioloski test Bioloski test sa FesO4
nanocesticama.

. Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1. 0,00029618 34,107 34,107
2. 0,00018732 21,571 55,679
3. 0,00009028 10,397 66,075
4, 0,00005836 6,721 72,797
5. 0,00003195 3,679 76,475
6. 0,00002724 3,137 79,612
7. 0,00002494 2,871 82,484
8. 0,00002169 2,497 84,981
9. 0,00001663 1,914 86,896
10. 0,00001523 1,754 88,649
11. 0,00001254 1,444 90,093
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Slika 73 — PCA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih Fe;04 nanocdesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Wireframe” | “Transformation grid” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa svakom
osom (faktor skaliranja 0,04) prosecni oblik mandibula obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najve¢im CV skorovima)
obojen crveno.

CVA analiza ukazuje na jasno razdvajanje tretmana na osnovu morfologije mandibula
(tabela 63, slika 74). Po CV1 osi (65,99% varijabilnosti) se primeéuje jasno razdvajanje uzorka
na dva dela; u pozitivnom delu ose se nalaze kontrolna i grupe tretirane nizim koncentracijama
nanocestica, dok se u negativnom delu grupiSu dve grupe tretirane najviSim koncentracijama (50
i 100 mg/kg nano-Fe304). Duz CV2 ose (15,37% varijabilnosti) primeéuje se gradacija od
kontrolne grupe (u negativnom delu ose), preko grupa tretiranih sa 1 i 5 mg/kg nano-FezO4 do
grupe tretirane sa 10 mg/kg nano-Fe3Os. Potvrduje se trend primec¢en PCA analizom: sa malim
poveéanjem koncentracije nano-FezO4 dolazi do vrlo blagog suzavanja baze mentuma (variranje
specifi¢nih tacaka 1 i 29) i manjih promena u centralnom zubu, medjutim sa ekstremno velikim
povecanjem koncentracije nanocestica dolazi do velikog izduzivanja svih zuba, a najvece
promene se uoCavaju na bazi centralnog zuba (povlacenje specifi¢nih tacaka 12, 14, 16 i 18) i
vthovima unutrasnjih lateralnih zuba (izduzivanje specificnih tacaka 9, 11, 19 1 21).

Mabhalanobisove distance potvrdjuju razdvajanje i znacajnu razliku izmedju svih grupa (tabela
64).
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Tabela 63 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 29 tacaka
koje opisuju oblik i veli¢inu mentuma larvi hironomida. Bioloski test sa Fes04 nanocesticama.

Varijabilnost

Kumulativna varijabilnost

CV osa Sopstvene vrednosti " e
1. 3,42934061 65,997 65,997
2. 0,79864967 15,370 81,367
3. 0,48910326 9,413 90,780
4, 0,26721271 5,142 95,923
5. 0,21186322 4,077 100,000

Tabela 64 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)
mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance

Tretmani
(mentumi)

1 mg/kg FesO4

p vrednosti
permutacionih
testova

1 mg/kg FesOs
5 mglkg Fes04

10 mglkg FesO4

50 mg/kg FesOs

100 mgrkg
FesOq

Kontrola

0,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*
<,0001*

5 mg/kg FesOs

2,1792

0,0066*
<,0001*
<,0001*
<,0001*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05

0nghg | SOmghg | 10DMOkS | onprola
2,7519 4,2607 3,8946 2,493
1,997 4,2263 3,8432 2,553
4,5506 4,2639 3,0686
<,0001* | 17314 4,1379
<0001* | <0001 ‘ 3,6075
<0001* | <0001* | <0001*
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Slika 74 — CVA analiza mentuma larvi hironomida izlaganih Fe3O4 nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom prostoru
definisanom prvom i drugom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Transformation grid” | “Wireframe” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku mentuma asocirane sa svakom
osom (faktor skaliranja 4): prosecni oblik mentuma obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveé¢im CV skorovima)

obojen crveno.
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Krila
Fotografisana su desna krila ukupno 72 Zenske i ukupno 72 muske odrasle jedinke

hironomida i na svakom je digitalizovano 13 specifi¢énih tacaka. Od ukupnog broja
fotomikrografija, krila 70 zenskih 1 70 muskih jedinki je uklju¢eno u dalje analize. Jedinke su
grupisane Sest grupa, na osnovu tretmana FesO4 nanocesticama: 1 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg; 50

mg/kg: 100 mg/kg nano-FesO4 i kontrolna grupa.

Potvrdene su statisticki znacajne razlike u veli¢ini krila (ANOVA F=18,4, p=0,00), sa
znacajnom razlikom u veli¢ini centroida (Tukey p<0,005) izmedju skoro svih grupa muzjaka i
zenki (72,2%, izmedju 26 od ukupno 36 parova grupa), pri ¢emu je veli¢ina centroida muZzjaka
manja nego veli¢ina centroida Zenki. Potvrdeno je i postojanje razlika u varijabilnosti oblika krila
izmedju muzjaka i zenki (MANOVA Willks’A= 0,002; F=4,016; p=0,00), ¢ime je potvrdjeno i
postojanje polnog dimorfizma.

PCA analiza je pokazala ukupnu varijabilnost uzorka od 0,00232157 i razdvajanje Zenki i
muzjaka po PC1 osi (54,33% varijabilnosti). Potvrdene su iste razlike izmedju muzjaka i zenski
kao 1 u prethodnim ekspeimentima: Zenke imaju $ira krila (specificne tacke od 4 do 11 pomeraju
se ka obodu krila i $ire se) sa skraenim proksimalnim delom (specifi¢ne tacke 1, 2 i 3 se
pomeraju ka unutrasnjosti krila); dok je kod muzjaka situacija obrnuta, krila su uza, pre svega u
centralnom delu, sa izduzenim proksimalnim regionom i pomerenim radio-medijalnim nervom
ka distalnom delu krila (specifi¢ne tacke 12 i 13) (slika 75).

Regresiona analiza dokazala je prisustvo alometrije, medjutim u jako malom procentu
(18,63% ukupne varijabilnosti oblika uslovljava razlika u veli¢ini krila) ali sa velikom
znacajnoscu p<0,0001. Veli¢ina znacajno varira u ukupnom uzorku u oba sluc¢aja a zenke imaju

veca krila od muzjaka (manje izraZene razlike nego u prethodnim eksperimentima) (slika 76).

225



Doktorska disertacija

Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

PC1 (54.33%)

e

T T

0.09 -
MUZJACI

0.06 - Ny
< 0031 ®e%e .8
< oo ®%e o S
~N %.c . e
—  0.001 s * fee,
~ s 3 P
8) o« ° wSi, .
a " " T

-0.03- . S g

0061 * . .

-0.09 . . , . ;

009  -0.06  -0.03 0.00 0.03

T o i |

T T
D L

Slika 75 — Uporedna PCA analiza desnih krila odraslih muzjaka i Zenki hironomida izlaganih Fe304 nanocesticama - distribucija
jedinki u morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. “Transformation grid” i “Outline” graficima
predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor skaliranja 0,06): prosecni oblik krila obojen

je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveéim CV skorovima) obojen crveno.
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Slika 76 — Multivarijantna regresija varijabli oblika na veli¢inu centroida desnih krila muZjaka i Zenki odraslih jedinki hironomida.

Bioloski test sa Fes04 nanocesticama.

Usled postojanja statisticki znacajnih razlika izmedju muzjaka i Zenki u veli¢ini i obliku krila,
koje nisu umanjene tretmanom FesOs nanoCestiama, dalje analize vrSene su za svaki pol

nezavisno.

Krila Zenki
Potvrdeno je postojanje razlika u varijabilnosti veliCine krila Zenki medu tretmanima

(ANOVA F=5,74; p<0,001), pri ¢emu znacajne razlike (Tukey p<0,05) postoje izmedju grupe
tretirane sa 1 mg/kg nano-FezOs (manja veli¢ina centroida) i grupe tretirane sa 5 mg/kg nano-
Fe304 (veca veli¢ina centroida); kao i izmedju grupe tretirane sa 50 mg/kg nano-FesO4 (veca
veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 1, 10 i 100 mg/kg nano-Fe3zO4 (manja veli¢ina centroida).
Potvrdeno je i postojanje znacajne razlike u obliku krila zenki (MANOVA Willks’A=0,069;
F=1,48; p=0,007), te je pristupljeno daljim analizama.

Regresiona analiza pokazala je prisustvo alometrije (11,84%, p=0,0001) te je dalja

analiza izvrSena na regresionim rezidualima.

PCA analiza ukazuje na velika preklapanja izmedu grupa na osnovu morfologije desnih
krila Zenki (tabela 66, slika 77), pri ¢emu varijansa uzorka iznosi 0,00119908. Uocava se

pozicioniranje svih grupa u centru morfoloskog prostora, jedino se grupa tretirana najmanjom
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koncentracijom od 1 mg/kg nano-FezOs nanocestica blago izdvaja u negativnom delu PC2 ose
(18,2 % varijabilnosti).

Tabela 66 — Prvih 6 PC osa (od ukupno 22), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize
konstelacije 13 tacaka koje opisuju oblik i veli¢inu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa Fe3s04 nanocesticama.

6 Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1. 0,00051804 54,117 54,117
2. 0,00017422 18,200 72,317
3. 0,00006030 6,300 78,617
4. 0,00005210 5,442 84,059
5. 0,00003074 3,211 87,270
6. 0,00002826 2,953 90,223
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Slika 77 - PCA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih Fes04 nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom
prostoru definisanom prvom i tre¢com PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe 90% intervalom pouzdanosti.

CVA analiza pokazuje preklapanja razdvajanje medu tretmanima na osnovu morfologije
desnih krila odraslih zenki (tabela 67, slika 78). Iako postoji odvajanje izmedju grupa, ne uocava
se pravilnost u rasporedu u morfoloSkom prostoru u odnosu na tretman nanoc¢esticama, osim $t0
se jedinke kontrolne grupe pretezno nalaze u negativhom delu obe CV ose. Uocava se veoma
malo promena u obliku krila, sa najve¢im variranjem specifi¢nih tacaka 10 i 11 (kostalni 1
subkostalni nerv). Mahalanobisove distance pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedju
odredjenih grupa: kontrolne i ostalih grupa; grupe tretirane sa 100 mg/kg nano-FezOs i svih
ostalih, osim grupe tretirane sa 50 mg/kg nano-FesO4; izmedju grupe tretirane koncentracijom od
1 igrupa tretiranih koncentracijama od 5 i 10 mg/kg nano-FezO4 (tabela 68).
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Tabela 67 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 13 tacaka
koje opisuju oblik i veli¢inu desnih krila odraslih Zenki hironomida. Bioloski test sa Fe3s04 nanocesticama.

) Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u% u %
1. 1,44829496 43,464 43,464
2. 0,67657589 20,304 63,769
3. 0,51337638 15,407 79,175
4, 0,38740962 11,626 90,802
5. 0,30650413 9,198 100,000

Tabela 68 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)
mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance

it | oo sroareer | g | S | Wn oo

1 mgkg Fe:Ox 2,2649 | 34275 2,6234 2,5021 3,6525

5molg Fes0r | 0,0003* 2,936 2,2528 2,4077 2,9363
pvrednosti | 10 mgkgre0. | <,0001* | 0,0911 2,2154 2,7174 2,5574

s | SOmgkgreoe | 00057 | 0,007 0,145 | 2,2400 2,786
100mgka | 00033+ | 00343*  00015* = 01255 | 2,6342
Konwola | <0001* | 00007* | 00041* | 0001* | 00022*

*statisticki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 78 - CVA analiza desnih krila odraslih Zenki hironomida izlaganih Fe3O4 nanocesticama - distribucija jedinki u morfoloskom
prostoru definisanom prvom i trecom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grup sa 90% intervalom pouzdanosti.
“Transformation grid” i “Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom osom (faktor
skaliranja 6): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najveé¢im CV skorovima) obojen crveno.

Krila muzjaka
Utvrdeno je da postoje znacajne razlike u varijabilnosti veli¢ine krila muzjaka (ANOVA

F=7,17; p <0,001), i to izmedju 4 od ukupno 15 parova grupa: grupe tretirane sa 50 mg/kg nano-
Fe304 (veca veli¢ina centroida) i grupa tretiranih sa 1, 100 mg/kg nano-Fe3O4 i kontrolne grupe
(manja veli¢ina centroida); kao i izmedju grupe tretirane sa 100 mg/kg nano-FesOs (manja
veli¢ina centroida) i grupe tretirane sa 10 mg/kg nano-FeszOs (vecéa velicina centroida) (Tukey
p<0,05). Utvrdeno je i postojanje znacajne razlike variranju oblika krila muzjaka (MANOVA,
Willks’A=0,064; F=1,47; p=0,008), te je pristupljeno daljim analizama.
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Regresiona analiza pokazala je da je ukupno 5,46 % promena u obliku izazvano
razlikama u veliCini 1 da je ovaj procenat alometrije, iako mali, stisticki znacajan p=0,018, stoga

je dalja analiza vrSena na regresionim rezidualima.

PCA analiza ukazuje na veoma malo razdvajanja medu grupama na osnovu morfologije
desnih krila muzjaka (tabela 69, slika 79), uz varijansu celokupnog uzorka od 0,00124608.
Uocavaju se velika preklapanja izmedju grupa i njihovo pozicioniranje u centru morfoloskog
prostora bez povezanosti sa koli¢inom nanocestica. Uocava se veliko variranje u uzorku po PCI

0si (60,41% varijabilnosti), posebno u grupi tretiranoj sa 50 mg/kg FesO4 nanocestica.

Tabela 69 — Prvih 6 PC osa (od ukupno 22), koje opisuju preko 90% ukupne varijabilnosti u uzorku na osnovu PCA analize
konstelacije 13 tacCaka koje opisuju oblik i velicinu desnih krila odraslih muZjaka hironomida. Bioloski test sa Fe3O4
nanocesticama.

RS Sopstvene vrednosti Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
u % u %
1. 0,00075274 60,409 60,409
2. 0,00017491 14,036 74,445
3. 0,00009338 7,494 81,939
4, 0,00004604 3,695 85,634
5. 0,00004168 3,345 88,979
6. 0,00003155 2,532 91,511
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Slika 79 - PCA analiza desnih krila odraslih muZjaka hironomida izlaganih FesO, nanocesticama - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i drugom PC osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom
pouzdanosti.

CVA analiza ne ukazuje na specifiCan obrazac variranja oblika krila u odnosu na
koli¢inu nanocCestica na osnovu morfologije desnih krila odraslih muzjaka (tabela 70, slika 80).
Primecuju se velika preklapanja izmedju grupa, medutim grupe tretirane niZim koncentracijama
(1, 51 10 mg/kg nano-Fesz04) su bliske jedna drugoj i pozicionirane su u pozitivnom delu obeju
osa, kontrolna grupa se u najve¢em delu preklapa sa grupom tretiranom sa 50 mg/kg nano-FezO4
nanocCestica, dok se grupa tretirana najviSom koncentracijom izdvaja od ostalih i nalazi se
pretezno u negativnom delu CV1 ose. Najvece variranje primecuje se u specifiénim tackama 1,
2, 3,41 11 po CVI1 osi (50,99% varijabilnosti) i specifi¢nim tatkama 7, 8 i 10 po CV2 osi
(16,8% varijabilnosti). Mahalanobisove distance pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedju 11
od ukupno 15 parova grupa, medjutim bez pravilnosti u odnosu na tretman nanocesticama (tabela

71).
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Tabela 70 — Sopstvene vrednosti i procenti varijabilnosti koje objasnjavaju CV ose na osnovu CVA analize konstelacije 13 tacaka
koje opisuju oblik i veli¢inu desnih krila odraslih muZjaka hironomida. Bioloski test sa Fe304 nanocesticama.

) Varijabilnost Kumulativna varijabilnost
CV osa Sopstvene vrednosti
u% u %
1. 1,75945523 50,995 50,995
2. 0,57981240 16,805 67,800
3. 0,54193102 15,707 83,507
4, 0,32842329 9,519 93,026
5. 0,24063570 6,974 100,000

Tabela 71 — Mahalanobisove distance izmedju grupa i p vrednosti dobijene permutacionim testom (10000 permutacija)
mahalanobisovih distanci.

Mahalanobisove distance

;EEE:; 1 mg/kg FesOs | 5 mglkg FesOq 1%92‘09: kg 5(;:3“09: kg 10&1‘)%/ kg Kontrola
1 mgkg FesOs 3,0324 2,287 2,9658 4,1931 2,5473
5mgkgFes0s | <,0001* 2,5783 2,4633 2,8255 2,2903
p vrednosti 10 mgkgFes0: | 0,0135% | 0,0034* 2,5149 3,2245 2,2574
PO mgkoreo | <.0001* | 00522 | 0,0093* 26557 | 1,7189
100mdko | <0001* | 0,001* | <0001* | 0,0088* 2,7865

Kontrola 0,0013* 0,1442 0,0517 0,8686 0,0014*

*statisti¢ki znacajne razlike izmedju grupa, p<0,05
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Slika 80 - CVA analiza desnih krila odraslih muZjaka hironomida izlaganih Fe304 nanocesticama - distribucija jedinki u
morfoloskom prostoru definisanom prvom i trecom CV osom. Elipse opisuju srednje vrednosti svake grupe sa 90% intervalom
pouzdanosti. “Transformation grid” i “Outline” graficima predstavljene su pecificne promene u obliku krila asocirane sa svakom
osom (faktor skaliranja 8): prosecni oblik krila obojen je crno, dok je izmenjeni oblik (jedinke sa najvecim CV skorovima) obojen

crveno
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Oksidativni stres

Statisticke analize pokazale su znacajno variranje kod svih parametara, osim aktivnosti
katalaze (ANOVA, p<0,05) (tabela 72). Post hoc analize (Tukey HSD, P<0,05) ukazuju na
slede¢e rezlike: sadrzaj ukupnih proteina u kontroli zna¢ajno je visi od tretmana sa 1, 51 10
mg/kg nano-FesO4. Vrednosti koncentracije TBARS (pokazatelj lipidne peroksidacije) znacajno
su niZze u kontroli nego tretmanima 5, 10 i 50, pri ¢emu su najvise u tretmanu 5 mg/kg nano-
Fes04. Koncentracija AOPP (pokazatelj proteinske oksidacije) je znacajno visa u tretmanu 5
mg/kg nano-Fesz04 od tretmana 50 i kontrole (gde je najniza). Aktivnost CAT je znacajno niza u
kontroli nego kod larvi 5 mg/kg nano-FesOs tretmana (gde je najvisa). Korelaciona analiza
pokazala je da ostoji pozitivna korelacija izmedu vrednosti TBARS, AOPP i CAT, a i negativna

korelacija ovih vrednosti sa koli¢inom ukupnih proteina u larvama (Pearson, p<0,01).

Table 72 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-Fe304 — Vrednosti parametara oksidativnog stresa u C. riparius
larvama izlaganim nano-Fes304. Koncentracija ukupnih proteina (izrazena u mg% - milligram procenat, tj. masa proteina, u
miligramima, u 100 ml rastvora uzorka); lipidna peroksidacija, tj. koli¢ina TBARS; koli¢ina proteinskih produkata oksidacije-
AOPP; aktivnost superoksid dismutase-SOD i aktivnost katalaze-CAT.

Koncentracija nano-Fes04 0 (kontrola) 1 5 10 50 100
u sedimentu (mg/kg)

Ukupni proteini 136.4 4 07 87+ 6765+ | 7640+ | 97,700+ @ 927%3,82
(mg%) T 18,15° 0,21° 17,86° 18,8
Koncentracija TBARS 0.015 + 0° 0,025 + 0,041 + 0,038 + 0,023 + 0,035+0°
(umol/mg proteina) T 0,005 0,001" 0,008" 0,01
Koncentracija AOPP 0123 40" 0,156 + 0,213 + 0,195 + 0,13+ | 0155%
(nmol/mg proteina) e 0,027 0,017° 0,049 0,028 | 0,035
SOD 55540 4,39 + 2,19+ 2,03+ 2,59+ | 087032
(U jedinica/mg proteina) T 3,55 0.44 1,58 1,15
CAT 0.044 £ 0° 0073+ | oo | 0079% | 0063% 0,064 £0
(VU jedinica/mg proteina) ! - 0,16 ! - 0,021 0,014

*Tretmani a statisti¢ki zna¢ajno su razli¢iti od tretmana b u okviru jednog reda.
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Ostecenja na DNK

In vivio genotoksi¢nost nano-Fez04, prema stopi oste¢enja DNK larvi C. riparius nakon

izlaganja nano-Fe3z04 znacajno se razlikovala medu tretmanima (tabela 73).

Tabela 73 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-FesOs — Rezultati kometa testa za procenu in vivo genotoksi¢nosti

nano-Fe3O4 na osnovu ostecenja DNK C. riparius larvi

Klase kometa

Tretman
0

NCP 87,9 +0,42
PC* 62,2 0,24
1Fe30s 86,8 +0,34
5 FesOs 85,7 +0,72
10 Fe304 85,2+0,8
50 Fe304 64,4 +0,74
100 Fe304 68,8 + 0,26

1
12,1+0,5
22,3+0,81
13,2+0,22
14,3+0,91
11,1+0,20
21,4+0,23

12,5+0,84

aSrednje vrednosti + SEM tri nezavisna repllikata

PNC: netretirana kontrola

°PC: pozitivna kontrola, tretirana sa 100 mM H20:

*p < 0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom

2
0,00 £ 0,00
7,1+0,24
0,00 £ 0,00
0,00+ 0,00
3,7+0,64
7,1+0,81

12,5+0,93

*p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolnom grupom

3
0,00 £ 0,00
51+0,8
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
7,1+0,51

6,3+0,80

4
0,00 £ 0,00
33£1,2
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00

6,3+£0,13

Ukupan skor

kometa?
12,1+0,54"
65,0+0,5
13,2 £0,30"
14,3+0,8"
18,5+0,82"
56,9 +0,94"

81,6 +0,24""

U tretmanima 50 i 100 mg/kg nano-FesO4 se pokazalo zna¢ajno povecanje ukupnog skora

zavisno od doze nano-FesO4 (56,69 i 81,6 respektivno) u poredenju sa netretiranom kontrolom

(12,1). Tretmani sa nizim koncentracijama od 1, 5 i 10 mg/kg nano-Fe3O4 su pokazali sli¢an skor

kao kontrolni tretman. Srednje oStec¢enje DNK u pozitivnoj kontroli (tretiranoj sa 100 mM H205)

je bilo statisticki znacajno veée nego u netretiranoj kontroli (Tukey; p<0,05). Tretmani sa

izuzeno visokim koncentracijama (50 i 100 mg/kg nano-Fes3Os) pokazali su vise srednje

oStecenje od ostalih tretmana. Treba napomenuti da je u najvisem tretmanu sa 100 mg/kg nano-

Fes30s oste¢enje DNK 6,7 puta vece on onog u netretiranm jedinkama, pa ¢ak i 1,3 puta vece od

pozitivne kontrole. Podaci pokazuju da su komete klase 3 i 4 (¢elije najvecih oStecenja) prisutne

jedino u pozitivnoj kontroli i najvisim tretmanima 50 i 100 mg/kg nano-FezOa.
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Procena koncentracije hemoglobina

Procenjene koncentracije hemoglobina u hemolimfi larvi C. riparius nisu pokazale
statistiCki znacajnu varijabilnost izmedu tretmana (ANOVA p>0,005), medutim vrednosti
ukazuju na porast porast hemoglobina pri koncentracijama visim od 1 mg/kg nano-Fe3O4 (tabela

74, slika 81). Najvisa koncentracija hemoglobina uocena je u larvama tretiranim sa 5 i 10 mg/kg
nano-Fes04 (oko 40 g/l).

Tabela 74 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-Fe30, - uticaj na koncentraciju hemoglobina u hemolimfi larvi C.
riparius (koncentracije su izrazene kao mean * SD)

Koncentracija nano-Fes0s u

0 (kontrola) 1 5 10 50 100
sedimentu (mg/kg)
Prosecna koncentracija
12,50 + 40,33 £ 40,33 £ 27,50 £ 35,67
hemoglobina = SD 14,5+6,4
7,78 49,0 33,6 30,41 21,55

(g hemoglobina / | uzorka)

100.0

80.07

60.0

40.077

koncentracija hemoglobina g/|

20.07

HIH
HIH
Hl

T T T T T T
0 1 5 10 50 100
koncentracija nano-Fe,O,
mg/kg sedimenta

Slika 81 - Bioloski test za procenu subletalnih efekata nano-Fes0, — koncetracije hemoglobina u hemolimfi larvi u razli¢itim
tretmanima (izraZzene u g po litru uzorka sa SEM vrednostima)
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5.1 Odabir adekvatne podloge

Prilikom sprovodenja ekotoksikoloskih ispitivanja na model-organizmima od kljucne je
vaznosti predloziti jednostavan i efikasan dizajn laboratorijskih testova koji ¢e omoguditi
otkrivanje uticaja ispitivanog stresora pomocu specificnih parametara (biomarkera). Ukoliko je
potrebno ispitati subletalne efekte testiranog stresora (kao sto su morfoloske promene, aktivnost
enzima stresa ili DNK ostecenja) neophodno je dizajnirati test koji ispunjava osnovne Kriterijume
validnosti, §to podrazumeva prezivljavanje najmanje 70% populacije u kontrolnom tretmanu, ali i
smanjiti uticaj ostalih pozadinskih stresora, uz pravilnu formulaciju supstrata koji nece uticati na
morfoloske promene jedinki i druge vazne populacione parametre. U standardnim protokolima
preporucuje Se koriS¢enje precizno formulisanog veStackog supstrata iz nekoliko razloga:
smanjena eksperimentalna varijabilnost, smanjeni troSkovi pripreme (u odnosu na upotrebu
prirodnog supstrata), moguénost provere i ponovljivosti, kao i lakse poredenje rezultata sa ostalim
laboratorijama (OECD, 2004; Davis, 1977). Modifikacija postojeceg standardnog supsrata se
odobrava, dok god je obezbedena adekvatna sredina za razvoj larvi i prezivljavanje minimum 70%
jedinki (OECD, 2004), a pogotovo ukoliko se dode do ekonomicnijeg 1 jednostavnijeg reSenja.

Za odabir adekvatne laboratorijske podloge za dalja ispitivanja dugoro¢ne izloZenosti
predstavnika roda Chironomus nanocesticama u sedimentu, u ovom istrazivanju je ispitivan uticaj
modifikacija standardnog OECD supstrata na prezivljavanje i morfoloske parametre jedinki C.
tentans kroz ukupno deset tretmana: devet tretmana sa razli¢itim kombinacijama standardnih
komponenti i jednog tretmana bez ikakvog supstrata. Ovim setom eksperimenata je ispitivana
mogucnost formulisanja supstrata pojednostavljenog sastava koji obezbeduje zadovoljavajuce
prezivljavanje jedinki, sa $to manje komponenti, kako bi se smanjio mogu¢i uticaj na morfologiju
usnog aparata jedinki, smanjila moguénost kontaminacije 1 nezeljenih interakcija sa
nanocesticama, skratilo vreme pripreme, a samim tim povecala efikasnost laboratorijskih bioeseja.

Prihvatljivo prezivljavanje je zabeleZeno samo u sledeca Cetiri supstrata (prema prose¢nom
prezivljavanju u opadaju¢em nizu): T+P > KP > STANDARD > SP, te su jedino ovi supstrati dalje
razmatrani za moguéu upotrebu u bioesejima. U svim ostalim supstratima zabelezeno je
prezivljavanje nize od 70%, dok u tretmanu bez supstrata nije prezivela ni jedna jedinka ni u
jednom replikatu. Rezultati pokazuju izuzetnu vaznost prisustva podloge za normalan rast i razvoj

larvi, ali i potencijalne negativne efekte prisustva gline, pre svega medicinske gline, na
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prezivljavanje larvi. Najvisi rast (preko procene mokre mase) dostigle su larve u SP supstratu, a
raspored supstrata prema rastu larvi (u opadaju¢em nizu) bio je slede¢i: SP > T+G > STANDARD
>KP>G+P >T > G > T+P > P+T+MG. Pokazalo se da je duzina tela najveca kod larvi sa
najve¢om mokrom masom (pre svega na podlogama SP, T+G, STANDARD i KP), dok duzina
glave prati slican trend, a Sirina glave odstupa od rasporeda vrednosti ostalih dimenzija i najveca
je u tretmanima T, T+G, SP i KP. Visoka stopa prezivljavanja i rasta primecena je na podlogama
koje sadrze kvarcni pesak. U svim supstratma primeéeno je veoma malo jedinki sa vidljivim
deformitetima (odsustvo zuba kod ukupno cetiri jedinki) na podlogama G+P, T+P, KP i G, na
kojima je uocen i najveci broj oste¢enih mentuma. U oba seta eksperimenata, procenat ostecenih i
deformisaih mentuma bio je izuzetno nizak (u oba slucaja manje od 20%), medutim najmanje
ovakvih jedinki uo¢eno je na podlogama sacinjenim iz samo jednog sastojka (uz izuzetak podloge
od gline). Deformisani i oSte¢eni mentumi izbaceni su iz daljeg ispitivanja putem geometrijske
morfometrije, kao ekstremno malformisani, a putem programa iz analize je naknadno izbaceno
najvise jedinki iz G+P, potom iz T+P i STANDARD supstrata. Pokazalo se da su mentumi jedinki
gajenih na vecini podloga bliski “prose¢nom” obliku, a pogotovo jedinki gajenih na T+P i T+G i
STANDARD podlozi, te su kao takvi adekvatni za dalje analize putem geometrijske morfometrije.
tretmana imale su jedinke gajene na P+T+MG (ujedno i najmanji mentumi) i G+P podlozi (ujedno
i najve¢i mentumi), te ovakve podloge dalje nisu uzimane u obzir.

U dosadasnjoj literaturi postoji samo nekoliko studija koje elaboriraju upotrebu odredenih
supstrata u testovima toksi¢nosti na hironomidama. Ukoliko se prati efekat stresora na morfoloske
strukture jedinki, preporucuje se upotreba podloge koja izaziva minimalna oSteéenja i smanjuje
pojavu dodatnih deformiteta, za $ta se preporucuje upotreba kvarcnog peska (Bird, 1997; Langer-
Jaesrich i sar., 2010), medutim detaljnije studije nisu sprovodene. U studiji Bird, 1997, larve C.
tentans su gajene na Cetiri razli¢ite podloge: celuloznom papiru, krupnom pesku, sitnom pesku 1
finoj glini, pri ¢emu je najvse prezivljavanje zabeleZeno na papirnoj podlozi. Autor ovog rada
predpostavlja da se u podlogama sa peskom hrana “glavi” izmedu cCestica ili propada u dublje
slojeve, ¢ime postaje manje dostupna za larve i time povecava stopu mortaliteta. Medutim, autor
preporucuje upotrebu Krupnog kvarcnog peska u bioloskim testovima u kojima se prate deformiteti
larvi, jer su jedinke gajene na ovoj podlozi imale znac¢ajno manje istroSene mentume u odnosu na

ostale. U ovom radu se istice da hironomide unose Cestice hrane manje od 1 mm i da postoji
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mogucnost da larve podlogu finije granulacije meSaju sa hranom, smanjujuci time stvarnu koli¢inu
unesene hrane, a povecavajuci oSte¢enja na mentumuma. Medutim, naSi rezultati pokazuju
zadovoljavajuce visoku stopu prezivljavanja i na sitnom i na krupnom pesku, pri cemu larve gajene
na sitnom pesku pokazuju neznatno manju stopu prezivljavanja, ali i manje oste¢enja na mentumu
i znatno ve¢u masu i duzinu od svih ostalih larvi. Analizom ovih dveju podloga SEM
mikroskopijom pokazalo se da je veli¢ina Cestica podloge i od krupnog i od sitnog peska prose¢no
manja od jednog milimetra, te postoji mogucnost da larve unesu ¢estice obeju ovih podloga putem
ingestije. Kao $to je u uvodu navedeno, Chironomus spp su pretezno sakupljaci kolektori i hrane
se sakupljanjem sitnih ¢estica manjih od 1 mm iz sedimenta, ali manji deo hrane mogu da usvajaju
i aktivnim filtriranjem ili ¢ak izlaskom iz svojih cev¢ica i seckanjem estica ve¢ih od 1 mm (Brabec
I sar., 2020; Schmidt-Kloiber i Hering, 2015; Moog, 1995). U supstratu sa finim peskom
primeceno je da se hrana zadrzava na povrSini podloge i dostupnija je larvama, te se time moze
objasniti njihova veéa masa i manja oSteCenost usnog aparata u ovakvoj podlozi. Ingersoll i
Nelson, 1990, su prvi izucavali pojavu gljiva i bakterija na povrSini sedimenta sa viskom hrane u
testovima toksic¢nosti u trajanju od 29 dana sa larvama C. riparus: kada je dodavanje hrane
smanjeno dovoljno da se smanji i rast gljiva na sedimentu, prezivljavanje larvi nije promenjeno,
ali je izletanje adultnih jedinki odloZzeno i trajalo je vise od 28 dana. Zbog zavisnosti izletanja larvi
od ishrane i problema sa rastom bakterija i gljiva pri dodavanju vece koli¢ine hrane, U naSem
slu¢aju, ukoliko je primecena pojava gljiva i bakterija na povrsini podloge, eksperiment je potpuno
obustavljan i ponovljen, ¢ime je izbegnuto potencijalno remecenje interpretacije rezultata
ispitivanja.

S obzirom na dobijene rezultate, kao i poredenje sa dosadasnjim literaturnim podacima,
odluc¢eno je da se dalje koristi podloga od sithog kvarcnog peska. Ovaj odabir je u skladu sa
istrazivanjem Langer-Jaesrich i sar., 2010, u kome se preporucuje koris¢enje podloge od kvarcnog
peska, veli¢ine Cestica od 0,1 do 0,3 mm, a ovakva podloga koris¢ena i od strane drugih autora,
medutim bez dodatnih obrazlozenja (Langer-Jaesrich i sar., 2010; Meregalli i Ollevier, 2001; Bird,
1997). Langer-Jaesrich i sar., 2010, preporucuju upotrebu ove podloge pre svega zbog smanjene
moguénosti prisustva organskih i drugih necisto¢a u samoj podlozi. Ovo je izuzetno vazno pri
ispitivanju uticaja nanocCestica jer je njihova reaktivnost (interakcija Cesticama u sedimentu)
nepoznanica i1 svaki nekontrolisani faktor moze dovesti do smetnji u interpretaciji rezultata.

Kvarcni pesak sastoji se predominantno iz SiOz (preko 95%), a manje od 5% sacinjavaju AlO2 i
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Fe20s, pri cemu je sadrzaj alkalnih (K20 i Na20) i zemnoalkalnih metala (CaO i MgO) ograni¢en
na maksimalno 0,4 procenta (Vandecasteele i sar., 2989), te stoga predstavlja hemijski inertan
materijal idealan za ekotoksikoloske testove. U mnogim studijama se uopSte i ne pominje tip
upotrebljenog supstrata, pa ¢ak ni tacan dizajn bioloskih testova (Tomilina i Grebenyuk, 2020; Lee
i sar., 2009), $to umanjuje mogucnost reprodukcije, validacije i same interpretacije rezultata.

OECD i WPMN isti¢u da je za testiranje toksi¢nosti nanoc¢estica na jedinkama roda
Chironomus moguce koristiti postojece protokole, ali uz poseban osvrt na parametre koji bi mogli
da uti¢u na toksi¢nost testiranih nanocestica i interpretaciju rezultata, medu kojima su i nacin
mesanja i interakcije nanocestica sa podlogom (OECD, 2019). Stoga je u ovom istrazivanju
izvrSena in situ karakterizacija dve od tri testirane nanocestice u samom sedimentu (nano-Fe3Ox i
nano-Ce0y). Iz svih primenjenih in situ analiza, moze se zakljuciti da nanocestice imaju tendenciju
formiranja agregata razli¢itih veli¢ina u sedimentu. Identi¢an trend je uocen u oba sedimenta (i sa
krupnim i sa sitnim peskom): pri niskim koncentracijama nanocestice se uglavnom nalaze u blizini
soli (pogotovo Ca), $to oteZzava njihovo uocavanje; dok se pri vrlo visokim koncentracijama
agregati uglavnhom mogu uociti prilepljeni za Cestice peska (SiO2), a vrlo malo nanocestica je
“slobodno” nevezujuéi se za Cestice sedimenta.

Radi provere validnosti upotrebe podloge od sitnog kvarcnog peska, izvrSena je uporedna
procena uticaja nano-CeO; na sitnom i krupnom kvarcnom pesku. Odabir podloge nije statisticki
znacajno uticao na standardne zivotne parametre, medutim stepen rasta i prezivljavanja bili su nizi
u podlozi sa krupnim peskom. Medutim, analiza koli¢ina unetih nanocestica (procenjena ICP-MS
analizom) je pokazala da netretirane larve C. tentans gajene na podlozi sa krupnim peskom sadrze
skoro duplo vise nano-CeO> od onih koje su gajene na sitnom pesku. Ovo moze biti posledica
formranja vecih agregata nanocestica oksida metala u podlozi od krupnog peska, $to je primeceno
analizom nano-Fez0s u podlozi. Naime, pored ovih analiza, izvrSena je i in situ karakterizacija
nano-Fesz04 na obe podloge 1 uoceno je da nanocestice interaguju sa Cesticama peska na isti nacin,
ali da u sitnom pesku nanocestice formiraju agregate znatno manje veli¢ine (o ¢emu ¢e vise reci
biti kasnije). U oba slu¢aja nivo nanocestica se proporcionalno povecavao sa povecanjem
koncentracije nano-CeO- u sedimentu, pri ¢emu je najvece variranje koli¢ine nanocestica u telima
larvi primec¢eno pri najvis$im koncentracijama, u oba sluc¢aja. Ovo moze biti posledica formiranja
velikih agregata pri visokim koncentracijama, $to je potvrdeno in situ nano-CeO: i nano-FezO4

karakterizacijom u sedimentu: agregati imaju Siru distribuciju veli¢ine pri viSim koncentracijama.
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Pored toga, ne samo da nano-CeO, formiraju agregate, vec se ti agregati pretezno vezuju za SiO-
Cestice peska pri visim koncentracijama. Variranje veliCine agregata nanocestica u sedimentu
neosporno utice i na variranje koli¢ine nanocestica u telima larvi.

Od ukupnog broja analiziranih struktura manji broj jedinki gajenih na sithom pesku,
izbaCen je iz dalje analize nego na krupnom pesku (jedinke sa velikim osteCenjima i
malformacijama struktura). Dalja analiza putem geometrijske morfometrije pokazala je statisticki
znacajne razlike izmedu tretmana na osnovu morfologije mandibula i mentuma u oba slucaja,
medutim rezultati analize na sitnom pesku pokazali su jasnija i smislenija razdvajanja, pre svega
evidentnu razliku kontrolne i1 grupe tretirane najviSom koncentracijom (o ¢emu ¢e vise reci biti
kasnije).

Rezultati ovih analiza samo su potvrdili opravdanost odabira podloge od sitnog kvarcnog
peska fine granulacije u daljim laboratorijskim bioesejima.

5.2 Procena ekotoksi¢nosti nanocestica oksida metala

U ovom istrazivanju multiparametarskim pristupom ispitivana je ekotokic¢nost tri tipa
industrijski zna¢ajnih nanocestica oksida metala: nano-TiO2, nano-CeO i nano-Fe304. Pre pocetka
bioeseja izvrSena je ekstenzivna analiza i1 karakterizacija samih nanocestica.

Cestice su odabrane na osnovu obima njihove upotrebe, kao i predikcije potencijalnog
zagadenja zivotne sredine, pri ¢emu se najekstenzivnije koriste nano-TiOz (koje mogu biti direktno
Stetne za ljude zbog upotrebe u prehrambenoj industriji), potom nano-CeO: (koje se prevashodno
upotrebljavaju u atomobilskoj i industriji boja) i kona¢no nano-FezO4 (koje se koriste u medicini i
Cija istraZivanja su pokazala veoma nisku toksi¢nost) (Bundschuh i sar., 2018; Mahaye i sar, 2017;
Markus i sar., 2016; Gottschalk i sar., 2013). Dosadasnja ispitivanja ovih tipova nanocestica
pokazuju kontradiktorne rezultate, a ekotoksikoloske studije uticaja na akvati¢ne ekosisteme, pre
svega organizme sedimenta, su veoma retke.

U prvom setu eksperimenata ispitivana je ekotoksi¢nost komercijalne bele boje za hranu
E171 u vidu polikristalnog uzorka (praha) nano-TiO2 sa 99% cistoce. Analize su pokazale §iroku
distribuciju veli¢ina (od 50 do 300 nm) sa prose¢nom veli¢inom 167+50 nm, anataznu kristalnu
formu, sa povrsinom delimi¢no prekrivenim OH grupama i specifi¢nu povrsinu od 6,137 m?/g.
Cestice su nestabilne u vodi, formiraju agregate i taloZe se, §to je uzorkovano {-potencijalom koji

se kre¢e u rasponu od -12,2+0,4 do -20,2+0,4 mV (Ova vrednost ukazuje na nestabilnost rastvora
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jer je vrednost (-potencijala izmedu -30 mV i +30 mV, §to se smatra donjom i gornjom granicom
stabilne koloidne disperzije). Pokazalo se da je prosecni hidrodinamicki dijametar agregata
izuzetno visok (671+112 nm) i o€igledno je da se agregati u prvih sat vremena brzo taloZe na dnu.
Ovakva brza sedimentacija rezultuje padom prosecnog hidrodinamickog pre¢nika preostalih
agregata prisutnih u suspenziji.

U drugom setu eksperimenata ispitivana je ekotoksi¢nost nano-CeQO2 Analize su pokazale
umerenu distribuciju veli¢ina, 23-29 nm, sa prose¢nom veli¢inom 25+1,8 nm, fluoritnu kristalnu
strukturu i specifiénu povrsinu od 42,602 m?/g. Vrednost {-potencijala izmerena nakon pripreme
suspenzije u dejonizovanoj vodi bila je 28 mV, a polidisperzitet u rasponu od 0,88 do 0,65, sto
ukazuje da nanocestice CeO2 imaju umerenu stabilnost u dejonizovanoj vodi (umerena
aglomeracija i taloZenje). In situ karakterizacija pokazala je da je nano-CeO2 rasut po sedimentu u
vidu agregata razli¢ite veli¢ine (od 5 do 25 um, zavisno od koncentracije) i da su ovi agregati

uglavnom priljubljeni uz estice Si, dakle uz sama zrna peska.

U tre¢em setu eksperimenata ispitivana je ekotoksicnost nano-Fez0O4, jos uvek nedostupnih
na trzi$tu, a sintetisanih sa namerom potencijalne primene u medicini. Dakle, po prvi put je izvSena
sveobuhvatna analiza ovih konkretnih nano-Fe3O4 a dobijeni rezultati bic¢e upotrebljeni za njihovo
dalje usavrSavanje 1 prilagodavanje daljoj bezbednoj upotrebi. Analize su pokazale usku
distribuciju veli¢ina, 4,4-10,1 nm, sa prose¢nom veli¢inom 7,5+0,78 nm, magnetitnu Kristalnu
strukturu i supermagnetna svojstva tipicna za nanoCestice magnetita. In situ karakterizacija
pokazala je sli¢ne rezultate u podlozi od sitnog i1 krupnog kvarcnog peska: pri niskim
koncentracijama (50 mg/kg) vrlo je tesko uociti agregate (prosecne veli¢ine 4,968+1,922 um u
krupnom i 1,36+0,295 u sitnom pesku) koji se lepe za Ca soli, §to ogranic¢ava njihovu identifikaciju
u sedimentu; pri vi§im koncentracijama uoCeni su agregati razli¢itih veliina: prose¢no
10,515+9,831um u krupnom i 0,835+0,016 pum u sitnom pesku, pri koncentraciji od 100 mg/kg; a
prose¢no 3,712+4,364 um u krupnom i 3,052+1,058 pum u sitnom pesku. Moze se zakljuciti da sa
povecanjem koncentracije nano-Fe304 agregati imaju vecu tendenciju interakcije sa Cesticama
samog peska nego Cesticama soli u oba slucaja (slicno kao i Cestice nano-CeOz), medutim da u

sitnom pesku nanocestice formiraju agregate znatno manje veliine.

Analiziraju¢i samo rezultate karakterizacije nanocestica, mogu se doneti preliminarni
zakljucci o njihovoj potencijalnoj reaktivnosti i toksi¢nosti (Garcia i sar, 2011). Kod nano-CeO>

je ustanovljena Cak Cetiri puta veca specificna povrsina nego kod nano-TiO2, §to bi potencijalno
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moglo znaciti 1 vecu reaktivnost i toksikoloSki potencijal. Kod nanomaterijala sa vecom
specificnom povrsinom proporcija atoma na povrsini u odnosu na proporciju atoma u unutrasnjosti
je mnogo vecéa, Sto moze dovesti do vece povrSinske reaktivnosti (povecanje adsorpcije i
katalitickih sposobnosti) (Handy i sar., 2008). Ova cinjenica ohrabruje upotrebu specificne
povrsine, pre nego mase ili koncentracije, u interpretaciji toksi¢nosti nanocestica, jer specificna
povr§ina moze biti mnogo znaCajniji parametar u interpretaciji povrSinske reaktivnosti
nanomaterijala. Naravno, ukupna povrsina Cestica je funkcija specificne povrSine pomnoZzene
masom, veli¢inom ili koncentracijom, tako da svi ovi parametri mogu znacajno uticati na
biodostupnost nanomaterijala. U ovom sluc¢aju redosled nano¢estica prema prose¢noj veli¢ini (od
najmanje ka najvecoj) je nano-FezOs < nano-CeO: < nano-TiOz Medutim kod svih Cestica
primeceno je formiranje agregata (kako u vodi tako i u samom sedimentu), kao i veliki raspon
veli¢ina Cestica (nano-TiO2 > nano-CeOz > nano-Fez04) Sto takode moze umanjiti njihov
toksikoloski potencijal. Veli¢ina ima velikog uticaja na druga fizicka i hemijska svojstva, kao $to
su zeta potencijal i reaktivnost vezivanja metala (Madden i sar., 2006), tako da se osnovna znanja
o0 reaktivnosti molekula i atoma moraju revidirati kada je u pitanju ekotoksi¢nost nanocestica.
Primeri zavisnosti bitnih fiziko-hemijskih i toksikoloskih svojstava od veli¢ine su mnogobrojni. U
studiji Jun i sar., 2008, kod Fe»O3 nanocestica od 55 nm ispoljavaju se feromagnetna svojstva, dok
12 nm nanodestice ispoljavaju superparamagnetna svojstva bez histerezisa; u studiji Taylor i sar.,
2016, nano-Ce veli¢ine 4-5 nm izazvao je reakcije na algama (pri ¢emu je primecen ulazak u
¢elijske vezikule) u poredenju sa Cesticama vece veliCine, iako je generalna toksi¢nost bila
izuzetno niska; u studiji Lee i sar., 2009, genotoksi¢nost nano-CeO; veli¢ine 15 nm bila je znac¢ajno
veca nego kod istih Cestica velic¢ine 30 nm. Uticaj samog oblika nanocestica i1 njithove povrSine na
potencijal prolaska kroz bioloske membrane jo$ uvek nije dovoljno ispitan u ekotoksikologiji,
mada se pokazalo da predstavlja vazan aspekt u respiratornoj toksi¢nosti kod sisara (Maynard 1
Aitken, 2007). Pored toga, variranje fizicke strukture nanocestica (kao §to su razli¢ite kristalne
forme istog materijala), potencijal ovih Cestica da sadrze vise od jedne supstance (npr. As-Ti
nanokompoziti u antibakterijskim prevlakama) ili da se proizvedu sa vise tipova povrSinskih

liganada, predstavlja dodatne izazove u ekotoksikoloskim ispitivanjima.

Ono $to je zaista inovativno u okviru ove doktorske disertacije je precizna vrhunska
karakterizacija ispitivanih nanocestica. Dobru karakterizaciju nanocestica je vrlo tesko postiéi, a u

ovom istrazivanju upotrebljen je veliki broj razli¢itih tehnika kako bi se $to preciznije opisalo
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stanje izloZenosti u daljim testovima ekotoksi¢nosti. Pored toga, in situ karakterizacija nanocestica
predstavlja jo§ veéi izazov, pre svega zbog poteSkoca u detekciji i razlikovanju nanocestica u
odnosu na Cestice sedimenta. Pomo¢u EDX i SEM analize zlatom presvucenih uzoraka, uspesno
su detektovani i vizuelizoviani agregati nano-CeO2 i nano-FeszOs4, a analizirana je i njihova
interakcija sa samim sedimentom. Rezultati pokazuju izuzetan potencijal primenjenih tehnika u

karakterizaciji nanocestica i otvaraju nova pitanja interpretacije rezultata ekotoksikoloskih testova.

5.2.1 Ispitivanje toksi¢nosti nano-TiO>

Set eksperimenata sastojao se iz dva bioeseja: prvog, za procenu letalnih efekata, koji se
sastojao iz sedam tretmana sa visokim koncentracijama nano-TiO (125; 250; 500; 1000; 2000;
4000 mg nano-TiO2/kg sedimenta i kontrolni tretman) i drugog, za procenu subletalnih efekata,
koji se sastojao iz Cetiri tretmana sa nizim koncentracijama nano-TiOz (2,5; 25; 250 mg nano-
TiO2/kg sedimenta i kontrolni tretman).

ICP-MS analiza je pokazala visoku korelaciju izmedu koncentracije nano-TiO, u telima
larvi i njegove koncentracije u sedimentu, ¢ime je potvrdena bioakumulacija nano-TiO> od strane
model organizma (pri ¢emu i netretirane larve C. tentans u svojim telima sadrze prose¢no 55,13
mg nano-TiO2 po kg mokre mase). Kod jedinki tretiranih najvis§im koncentracijama primecena je
visoka varijabilnost u koli¢ini nano-TiO u telima larvi. Kao $to je prethodno re¢eno, ovo se moze
objasniti ¢injenicom da nano-TiOz ima tendenciju formiranja agregata (Pellegrino i sar., 2017), $to
je potvrdeno i1 analizama (-potencijala i hidrodinamickog pre¢nika cestica. Potvrdeno je da
hironomide izloZene visokim koncentracijama mogu uneti varijabilne koli¢ine nano-TiO2 u vidu
pojedinacnih Cestica ili agregata. Ingestija nano-TiO2 primeéena je u nekoliko drugih studija, kod
riba, beski¢menjaka i mekusaca (Doyle i sar., 2015; Couleau i sar., 2012; Griffitt i sar., 2008;
Galloway i sar., 2010; Canesi i sar., 2010).

U bioloskom testu za procenu uticaja na standardne parametre nije bilo uticaja nano-TiO>
na DT i DR. Medutim nano-TiO2 imao je znacajan uticaj na prezivljavanje odraslih jedinki zavisan
od doze: prezivljavanje u kontroli je bilo znacajno viSe nego u tretmanima sa visokim
koncentracijama (1000, 2000, 4000 mg/kg nano-TiO.), ali nisu postojale razlike izmedu
kontrolnog i tretmana sa niskim koncentracijama (125, 250, 500 mg/kg nano-TiO2). Ovi podaci

potvrduju pretpostavku da nano-TiO2 pri visokim koncentracijama moze biti letalan za akvati¢ne
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organizme. Rezultati su u skladu sa analazima mnogih drugih studija u kojima se pokazalo da
nano-TiO; izaziva mortalitet, smanjenje rasta, negativan uticaj na Celije i DNK akvati¢nih
organizama, sa i bez fotoaktvacije u vidu izlaganja nanocestica svetlosti (Haynes i sar., 2017)

Doze nize od 500 mg/kg nano-TiO, (LOEC vrednost) su koris¢ene za dalju procenu
subletalnih efekata. Ovo su ujedno i doze koje se realno mogu naci u prirodi. Pri izlaganju ovim,
sredinski relevantnim, koncentracijama C. tentans larve su pokazale vrlo nisku stopu mortaliteta
(mada je primeceno opadanje prezivljavanja sa povecanjem koncentracija) i ujednacen rast
medutim dalje analize su otkrile subletalne efekte nano-TiO».

Vidljivi deformiteti uoceni su na mentumima i mandibulama, medutim, u izuzetno malom
procentu. Kod mandibula je uglavhom primecen nedostatak apikalnog zuba, a kod mentuma
uglavnom gubitak bilo kog od zuba. Najvise deformiteta uoceno je u kontrolama u oba slucaja, a
procenat deformisanih i istrosenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak. Ovo
je usuprotnosti sa istrazivanjem Tomilina i sar., 2015, u kome se pokazalo ¢ak 65,8% deformisanih
jedinki, kao i istrazivanjem istih autora Tomilina i sar., 2020, gde je primeéeno 44,6%
deformisanih jedinki tretiranih anataznom fromom nano-TiO2 (od cega 15,5% deformisanih
mentuma 1 mandibula) i povecanje incidence deformiteta tri do pet puta kod tretiranih grupa.
Medutim, metodologija kompletne studije pomenutih autora je nejasno definisana, ¢ak se 1
navedeni primeri deformiteta mogu pripisati lose napravljenim preparatima, pre nego realno
deformisanim strukturama. Sa druge strane, veca incidenca deformiteta u njihovom radu moze biti
1 posledica manje veli¢ine nanocestica (25-50nm), kojima se pripisuje veci toksikoloski potencijal
(Tomilina i sar., 2020).

Metodom geometrijske morfometrije potvrden je subletalni uticaj nano-TiO2 na
morfologiju C. tentans jedinki. Promena u obliku bila je najizrazenija kod mentuma i to veé pri
PCA analizi. Vizualizacija specifi¢énih promena je pokazala tendenciju suzavanja baze mentuma,
izduzivanja zuba i izvijanja lateralnih zuba ka bo¢nim stranama sa povecanjem koncentracije
nano-TiOz. Istovremeno mandibule su pokazale najve¢e promene u prvom unutrasnjem zubu i
tendenciju njegovog skracivanja, ili ¢ak potpunog gubitka, sa povecanjem koncentracije nano-
TiO,. Analiza krila odraslih jedinki potvrdila je postojanje polnog dimorfizma pri ¢emu zenke
imaju genralno veca i §ira krila sa skracenijim proksimalnim delom nego muzjaci. Krila muzjaka
su uza, pre svega u centralnom delu, sa izduzenim proksimalnim delom i pomerenim radio-

medijalnim nervom ka distalnom obodu. Tretman nanocesticama nije doveo do smanjenja razlika
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izmedu polova, ali je doveo do promena u morfologiji krila kod Zenki. Promene u obliku krila
slabije su izrazene i sa manje vidljivih pravilnosti u odnosu na tretmane, nego kod mentuma i
mandibula, medutim primecena je tendencija suzavanja baze krila kod zenki tretiranih vi§im
koncentracijama TiOx.

Mentumi larvi iz ovog eksperimenta analizirani su i metodom tradicionalne morfometrije,
¢ime je, pre svega, ispitana osetljivost ove metode i1 potencijal njene upotrebe u detekciji efekata
nanocCestica. Analize pokazuju da svih osam parametara rastu sa dodatkom nano-TiO2 (mentumi
se generalno povecavaju i izduzuju), potom njihove vrednosti opadaju sa ekstremnim povecanjem
koncentracija nanocestica. Statisticki znacajnu varijabilnost pokazala su samo dva od ukupno
osam merenih parametara: Sirina baze unutraSnjeg lateralnog zuba sa leve strane mentuma i
rastojanje izmedu vrha centralnog i vrha poslednjeg lateralnog zuba, na desnoj strani mentuma
post hoc testovi su pokazali zna¢ajnu razliku u ovim parametrima samo izmedu kontrolne i grupe
tretirane sa 2,5 mg/kg nano-TiO,. Merena rastojanja trebalo bi da budu uniformna u okviru vrste
jer predstavljaju standardne duzine koje se koriste u identifikaciji hironomida (Vallenduuk, 2017;
Armitage i sar., 2012; Hein i Mahadeva, 1992). Dobijeni rezultati, stoga, ukazuju mogucnost
promene cak i uniformnih morfoloskih karaktera pod uticajem sredinskih stresora u vidu
nanocestica oksida metala.

Iste ove nanocestice su kori$¢ene i u prvom ikada in situ eksperimentu za procenu uticaja
nano-TiO2 na strukturu zajednice slatkovodnih bentosnih makroinvertebrata (Jovanovi¢ i sar.,
2016b). U ovom eksperimentu se pokazalo da nano-TiO2 u koncentraciji od 25 mg/kg ($to je druga
najniZza koncentracija testirana i u ovoj doktorskoj disertaciji) dovode do promene u strukturi
zajednice makroinvertebrata ¢ak za 39%. Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju postojanje
potencijalnih negativnih posledica nano-TiO, zagadenja akvati¢nih ekosistema. Tretnutno se
procenjuje da sredinske koncentracije mogu biti priblizno 2,5 mg/kg (prema Svajcarskom modelu,
Jovanovi¢ i sar., 2016b; Gottschalk i sar., 2009) §to su koncentracije 200x manje od onih koje su
u ovom istrazivanju izazvale znacajane letalne posledice. Medutim, rezultati ukazuju na
potencijalno negativno subletalno dejstvo nano-TiO2 pri trenutno sredinski relevantim
koncentracijama. Pored toga, potvrden je i visok potencijal bioakumulacije nano-TiO2 u
organizmima larvi, te ukoliko se u slatkovodnim sedimentima nadu i vece koncentracije ovih
Cestica, kao §to mnoge studije predvidaju (Wang i Novichak, 2018), postoji opasnost od ozbiljnijih

posledica po bentosne zajednice hironomida, a samim tim i celokupne hidrobiocenoze.
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5.2.2 Ispitivanje toksi¢nosti nano-CeO:

Set eksperimenata sastojao se iz dva bioeseja: prvog, za procenu letalnih efekata, koji se
sastojao iz pet tretmana sa slede¢im koncentracijama nano-CeO,: 2,5; 25; 250 i 2500 mg/kg nano-
CeOq/kg sedimenta i kontrolni tretman; i drugog, za procenu subletalnih efekata koji se sastojao
iz istih pet tretmana.

ICP-MS analiza je pokazala visoku korelaciju izmedu koncentracije nano-CeO> u telima
larvi i njegove koncentracije u sedimentu, ¢ime je potvrdena bioakumulacija nano-CeO: od strane
larvi (pri ¢emu netretirane larve C. riparius u svojim telima sadrze 2+5 mg nano-CeO- po kg mokre
mase). Ingestija nano-CeO2 primecéena je u nekoliko dosadasnjih studija (Garaud i sar., 2015; Bour
i sar., 2015a; 2016; Auffan i sar., 2013), pri ¢emu hironomide mogu biti vektori kontaminacije,
izazivajuci genotoksi¢nost I pove¢anu smrtnost kod svojih predatora (Bour i sar., 2017; 2016).
Kod jedinki tretiranih najvis§im koncentracijama primecéena je visoka varijabilnost u koli¢ini nano-
CeO2 u telima larvi, kao i u sluc¢aju sa nano-TiO2, §to se moze takode objasniti pojavom agregacije,
koja je zabelezena i u dosadasnjoj naucnoj literaturi (Quik i sar., 2014; Keller i sar., 2010). U setu
eksperimenata za ispitivanje nano-CeO na krupnom pesku pokazao se isti obrazac povecanja
koncentracije nano-CeO> u hironomidama sa povec¢anjem koncntracija u sedimentu, s tim §to su
analize pokazale mnogo vise koncentracije nano-CeO> ¢ak i kod netretiranih larvi, o ¢emu je vise
reci bilo u prethodnom odeljku.

Bioloski test za procenu uticaja na standardne parametre pokazao je preZivljavanje
najveceg broja jedinki u kontroli, medutim nije bilo zna¢ajnog uticaja nano-CeO> na razvoj i
prezivljavanje jedinki. S obzirom da nije bilo znacajnog uticaja na mortalitet, iste doze su
kori$c¢ene za dalju procenu subletalnih efekata. U eksperimentu za procenu subletalnih efekata C.
riparius larve su takode pokazale vrlo nisku stopu mortaliteta i ujednacen rast, ali su daljim
analizama primeceni odredeni subletalni efekti. U setu eksperimenata za ispitivanje nano-CeOz na
krupnom pesku takode nije bilo znacajnog uticaja na standardne Zivotne parametre (medutim u
ovom bioloskom testu uocena je niza Stopa prezivljavanja, Sto se moze pripisati uticaju
eksperimentalne podloge).

Odustvo efekta na populacione parametre zabelezeno je i u mnogim drugim studijama.
Bour i sar., 2015, nisu primetili nikakav efekat na mortalitet, inhibiciju rasta, odlaganje razvoja
larvi, pa ¢ak i na pojavu deformiteta (pri 48-Casovnom izlaganju hironomida koncentracijama od

0,01 do 100 mg/l nano-Ce0y); kao ni pri cetvoronedeljnom izlaganju koncentraciji od 1 mg/l nano-
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CeO> (Bour i sar., 2016). U navedenoj studiji hironomide su akumulirale velike koli¢ine nano-
Ce02 (282 i 266 mg/Kkg, respektivno), kao i u naSem slucaju. Istrazivanja sprovedena na drugim
vrstama pokazuju donekle kontradiktorne rezultate. Nikakva akutna toksi¢nost nije uoc¢ena kod
Daphnia magna, Thamnocephalus platyurus i Danio rerio pri koncentracijama 1, 5 i 200 mg/I,
respektivno (Hoecke i sar.,, 2009). Sa druge strane, uocena je inhibicija rasta kod
Pseudokirchneriella subcapitata, pri ¢emu se EC50 razlikuje izmedu studija, od 10.3 mg/l (Rogers
i sar., 2010) do 2.4-29.6 mg/l (Rodea-Palomares i sar., 2011).

Analize in vivo genotoksi¢nosti pokazale su da nano-CeO2 moze da izazove razlicit stepen
oSte¢enja na DNK 1 to u zavisnosti od doze. Genotoksi¢nost pocinje da se ispoljava pri
koncentraciji od 25 mg/kg (LOEC vrednost) i progresivno raste pri vi$§im koncentracijama. Treba
napomenuti da je u najviSem tretmanu sa 2500 mg/kg nano-CeO: oste¢enje DNK statisticki
znacajno vise od svih ostalih tretmana, pa ¢ak i od pozitivne kontrole (tretirane poznatim
genotoksi¢nim agensom H202). Ovi rezultati su u skladu sa istrazivanjem nekoliko autora, Lee i
sar., 2009., su prijavili sli¢ne rezultate nakon izlaganja C. riparius 1 mg/l nano-CeO> (pri ¢emu su
Cestice veli¢ine 15 nm izazvale veéa oste¢enja DNK od onih veli¢ine 30 nm). U radu Lee i sar.,
2009, primecen je i porast mortaliteta: 10% kod cestica od 15 nm i 0% kod 30 nm, u odnosu na
5+4 % u kontrolama. Ovaj procenat mortaliteta, medutim, u granicama je o¢ekivanih vrednosti
cak i u kontroli, zbog ega se ne moze smatrati znaajnim efektom nanocestica (Cak iako statisticki
testovi pokazuju znacajne razlike).

Sa druge strane, u nasem istrazivanju nije bilo statisticki znacajnih razlika u oksidativnom
odgovoru hironomida na nano-CeO2 medu tretmanima. Ovo moze biti rezultat antioksidativnih
osobina nano-CeO., zbog kojih su ove nanocestice nasle primenu u biomedicini i farmaciji u zastiti
tkiva od oksidativnog stresa (Garcia i sar., 2011). Mnoge studije isti¢u antioksidativna svojstva
ovih nanocestica, U istrazivanju Xia i sar., 2008., pokazalo se da su 25 mg/l nano-CeO: suzbile
proizvodnju ROS i povecale ¢elijsku otpornost na oksidativni stres. Nasi rezultati su, medutim, u
suprotnosti sa mnogim studijama u kojima su primeceni citotoksis$ni efekti nano-CeOz na ¢elijama
pluca, u koncentracijama 5-40 mg/l (Park i sar., 2008); bakterijama, 1,2-730 mg/l (Thill i sar.,
2006; Pelletier i sar., 2010); zelenim algama i cijanobakterijama, 10 pg/l (Rodea-Palomares i sar.,
2010). Ovakve razlike u rezultatima mogu biti posledica nejasnoc¢a dizajna studija, razliitosti

veli¢ine nanocestica (od ispod 4 do preko 30 nm) i njihovih koncentracija (od 10 do preko 730
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mg/1), ¢ime se istice neophodnost standardizacije, preciznosti i detaljnosti u opisu svih elemenata
eksperimentalne metodologije.

Vidljivi deformiteti uoceni su na mentumima i mandibulama, medutim, u izuzetno malom
procentu (manjem nego kod izlaganja hironomida nano-TiO-): uglavhom nedostatak apikalnog
zuba ili potpuno izduZivanje cele strukture mandibula i gubitak zuba ili dodatni zub na centralnom
zubu mentuma. Najvise deformiteta Uoceno je u tretmanu 2,5 mg/kg, u oba slucaja, a procenat
deformisanih 1 istroSenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan uzorak. U
eksperimentu na krupnom pesku bilo je neznatno vise uo¢enih deformisanih struktura. Uticaj nano-
CeO2 na pojavu deformiteta kod hironomida do sada je ispitivan samo u ve¢ pomenutoj studiji
Bour i sar., 2015, u kojoj takode nije primecen znacajan teratogeni efekat nano-CeO-, kao ni efekat
na sam rast i razvoj hironomida.

Metodom geometrijske morfometrije otkriven je subletalni uticaj nano-CeO. na
morfoloske promene C. riparius jedinki, pri ¢emu su najveée promene uo¢ene na mentumima,
potom mandibulama, krilima zenki i najmanje na krilima muZzjaka. Ve¢ pri PCA analizi larve
tretirane najvisim koncentracijama (2500 mg/kg) izdvajaju se od svih ostalih tretmana po obliku i
veli¢ini struktura usnog aparata (mandibula i mentuma), pri CVA analizi razdvajanje je jos jasnije,
pri ¢emu se efekat nano-CeO2 najvise uocCava na mentumima. Mandibule tretiranih jedinki
karakteriSe proSirenje baze, uz povlacenje prvog i drugog unutraSnjeg zuba ka bazi, a najvece
promene primeéene su na apikalnom zubu, koji ima tendenciju izduzivanja pri visokim
koncentracijama nano-CeO». Utvrdena je znacajna razlika izmedju svih grupa, osim izmedju
kontrolne i grupe tretirane sa 25 i 250 mg/kg CeO, §to ukazuje na najvecu promenu oblika pri vlo
niskim (2,5 mg/kg) i vrlo visokim koncenctracijama nano-CeO- (2500 mg/kg). Kod mandibula
jedinki iz seta eksperimenta na podlozi od krupnog peska, specifican obrazac variranja oblika u
odnosu na koli¢inu nanocestica je manje izrazen. Primecuje se da se kod tretiranh jedinki celokupni
unutras$nji deo mandibule §iri, kao i na sitnom pesku, medutim primecuje se da se zubi zbijaju, a
Sto nije u potpunosti u skladu sa rezultatima dobijenim na sithom pesku.

Sa povecanjem koncentracije nano-CeO, dolazi do blagog Sirenja baze mentuma i baze dva
unutra$nja lateralna zuba, medjutim sa ekstremno velikim koncentracijama dolazi do naglog
izduzivanja svih zuba, uz veliko povlacenje baze centralnog zuba, izduzivanje vrhova unutrasnjih

lateralnih zuba i skupljanje sredisnjeg dela ¢itavog mentuma. Znacajna razlika postoji izmedju
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svih grupa osim izmedju grupa tretiranih sa 25 i 250 mg/kg nano-CeOz, $to ukazuje na slicnu
morfolosku varijabilnost mentuma jedinki izlaganih ovim dvema koncentracijama. Kod mentuma
jedinki iz eksperimenta na podlozi od krupnog peska, iako postoje znacajne razlike izmedu svih
grupa, razdvajanje je manje ocigledno: grupa tretirana sa najve¢om koncentracijom izdvaja se od
stalih tek prema CV3 osi, a kod ovih jedinki dolazi do veoma sli¢nih promena kao i na sitnom
pesku: izduzivanja centralnog zuba, izduzivanja vrha unutra$njeg lateralnog zuba, kao i do
skra¢ivanja boc¢nih lateralnih zuba.

Analize struktura odraslih jedinki su potvrdile postojanja polonog dimorfizma (pri ¢emu
se primecuje isti trend kao i kod tretmana nano-TiO.), a statisti¢cki znacajne razlike izmedju
muzjaka i Zenki u veli¢ini i obliku krila nisu umanjene tretmanom CeO> nanocestiama. Regresiona
analiza, medutim, pokazuje manje razlike u velicini krila izmedju muzjaka i zZenki i manji uticaj
alometrije, nego kod tretmana nano-TiO> §to ukazuje na uticaj nano-CeOz u pravcu smanjenja
razlika u veli¢ini krila medu polovima. Analize su pokazale uticaj tretmana na oblik i veli¢inu krila
oba pola. PCA analizom krila Zenki primecuje se da tretirane jedinke karakteriSu izduzene baze
krila sa izduzenim analnim i radio-medijalnim nervom pomerenim ka bazi krila, dok CVA analiza
pokazuje najveée promene kod jedinki tretiranih najmanjom i najve¢om koncentracijom (2,5 i
2500 mg/kg Ce0y): izduzivanje baze krila, povlacenje radio-medijalnog nerva ka bazi, izduzivanje
analnog nerva, smanjenje razmaka izmedju vrhova kubitalnih 1 medijalnog nerva i povlacenje
vrhova subkostalnog i prvog radijalnog nerva ka bazi krila. Ove jedinke ujedno imaju i manja krila
od ostalih §to moze objasniti smanjenje razlika izmedu polova primecenih regresionom analizom.
Znacajna razlika postoji izmedju svih grupa, 0sim izmedju grupa tretiranih sa 25 i 250 mg/kg nano-
Ce02 kao 1 u slu¢aju mentuma. Krila muzjaka pokazuju manju reakciju na tretman nanocesticama,
1ako postoji zna€ajna razlika izmedu svih grupa, specifican obrazac variranja oblika krila u odnosu
na koli¢inu nanocestica ne moZe se uociti. Grupa tretirana sa najve¢om koncentracijom izdvaja se
od stalih tek prema CV3 osi i karakteriSu je proSirenje baze krila, izduzenje analnog nerva,
izduZenje medijalnog nerva i skracenje subkostalnog nerva.

Generalno, nano-CeO: je poznat po pozitivnim bioloSkim efktima, zbog Cega je naSao
primenu u medicini (Zhang i sar., 2011), medutim u mnogim istraZivanjima pokazalo se njegovo
toksi¢no dejstvo prilikom izlaganja dafnija (Garcia i sar., 2011; Lee i sar., 2009), hironomida (Lee
i sar., 2009), mekusaca (Koehlé-Divo i sar., 2018), nematoda (Roh i sar., 2010; Zhang i sar., 2011)
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i algi (Manier i sar., 2011, 2013; Rogers i sar., 2010), ukazujuci na to da, bez obzira na korisnost
njegove upotrebe u industriji, moZe imati negativan uticaj na zivotnu sredinu.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da nano-CeO2 ne moze biti letalan za
hironomide u koncentracijama od najmanje 2500 mg/kg sedimenta, koje su znatno vise od trenutno
prisutnih u prirodi. Medutim, subletalno dejstvo nano-CeO; otkriveno je, pored analize oSteCenja
DNK, i metodom geometrijske morfometrije. UoCene su male, ali ipak znac¢ajne, promene vaznih
morfoloskih struktura larvi i odraslih jedinki pri niskim i vrlo visokim koncentracijama nano-CeO,
kao i potencijalni uticaj na smanjenje polnog dimorfizma. Jedini statisticki znacajan efekat nano-
CeO2 na subcelijskom nivou je ostecenje DNK, koje pocinje da ispoljava tek pri koncentracijama
od 25 mg/kg. Medutim, ova koncentracija je skoro 250 puta veca od trenutno najvise predvidene
koncentracije od 0,1 mg/kg sedimenta, a ¢ak 125.000 puta veca od najmanje predvidene sredinske
koncentracije (Gottschalk i sar., 2015), te nano-CeO2 ne predstavlja opasnost po hironomide i
ostale ¢lanove hidrobiocenoza pri trenutno sredinski relevantnim koncentracijama. Najnovije
studije, medutim predvidaju da koncentracije nano-CeO2 mogu biti i vece od trenutno predvidnih
i da je godisnji priliv nano-CeO- od 0,1 do 10 pg/l u povrsinskim vodama, a ¢ak izmedu 10 i 100
mg/kg na deponijama, sa kojih spiranjem mogu dospeti u slatkovodne ekosisteme i time povecati
trenutne koncentracije u sedimentima (Wang i Novichak, 2018). Tackasti izvori ispustanja i
akumulacije otpadnih voda mogu dodatno potencijalno povecati koncentraciju nano-CeO- iznad
uocenog praga toksi¢nosti. Ukoliko ovome dodamo i €injenicu da je naSim straZivanjem potvrdena
bioakumulacija nano-CeO2 u telima hironomida, postoji realan rizik od trofickog transfera

nanocestica i posledica po organizme dalje u lancu ishrane.

5.2.3 Ispitivanje toksi¢nosti nano-Fe3O4

Set eksperimenata sastojao se iz dva bioeseja: prvog, za procenu letalnih efekata, koji se
sastojao iz Sest tretmana sa slede¢im koncentracijama nano-Fe3O4: 1; 5; 10; 50; 100 mg nano-
Fes04/kg sedimenta i kontrolni tretman; i drugog, za procenu subletalnih efekata, koji se sastojao
iz istih Sest tretmana.

U prvom eksperimentu nije bilo znacajnog uticaja nano-FezOs na razvoj i prezivljavanje

jedinki te su iste doze kori$¢ene za dalju procenu subletalnih efekata. U bioloskom testu za procenu
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subletalnih efekata C. riparius larve su takode pokazale vrlo nisku stopu mortaliteta i Ujednacen
rast ali su daljim analizama primeceni odredeni subletalni efekti.

Analize in vivo genotoksi¢nosti pokazale su da nano-FesOs moze da izazove ostecenja na
DNK tek pri veoma visokim koncentracijama. Genotoksi¢nost pocinje da se ispoljava pri
koncentraciji od 50 mg/kg (LOEC vrednost), pri ¢emu su oStecenja Celija sli¢éna onim u pozitivnoj
kontroli (tretiranoj sa H20y), a raste u najvisem tretmanu sa 100 mg/kg nano-FesOs, gde je
ostecenje DNK 6,7 puta vece on onog u netretiranm jedinkama, pa ¢ak i 1,3 puta vece od pozitivne
kontrole. Razli¢iti rezultati analize genotoksi¢nosti pokazali su se u studijama u zavisnosti od
model organizma i dizajna testova. Pottler i sar., 2015, nisu uocili nikakav genotoksiéni efekat na
granulocitima (HGL-5) izlaganim 50, 100 i 150 pg/ml nano-FezO4 koje su imale omotace. Gomaa
i sar., 2015, ispitivali su genotoksi¢ni potencijal nano-Fe3Os na Salmonella sojevima TA100,
TA2638, TA102 i TA98 (doze od 0 do 70 pg/ml, tj. 0,07 g/, veli¢ine 8,0+2 nm) i primecen je
mutageni efekat na jednom od sojeva pri najvisim koncntracijama nano-FesO4, pored toga kometa
testom je primecen porast oSte¢enja DNK kroz povecanje “momenta repa” (eng. tail moment), kod
humanih ¢elija bubrega i limfocita izlaganih najvisSim koncentracijama nano-Fe30s, Genotoksi¢ni
efekti primeceni su i u drugim studijama: Konczol i sar., 2011, primetili su povecanje ROS koje
je indukovalo ostecenja na DNK epitelnih ¢éelija alveola izlaganih nano-FezO4 veli¢ine od 20 nm
do 3 um; Watanabe i sar., 2013, isticu da tek pri visokim koncentracijam (100 pg/ml) mogu uticati
na vijabilnost ¢éelija, iako i pri niskim dozama podsti¢u produkciju ROS i oksidativna oStecenja
DNK; Totsuka i sar., 2014, su primetili povecanje oksidativnog stresa i oStecenja DNK u ¢elijama
pluc¢a miseva izlozenih sa 0,05 i 0,2 mg nano-Fez04 po individui.

Statisticke analize pokazale su znacajno variranje kod svih parametara oksidativnog stresa
(osim aktivnosti katalaze), pri ¢emu se u kontroli uo¢avaju najnize vrednosti oksidativng stresa, a
najviSe vrednosti ukupnih proteina. Korelaciona analiza ukazuje na medusobnu pozitivnu
korelaciju vrednosti TBARS, AOPP i CAT, kao 1 negativnu korelaciju ovih vrednosti sa koli¢inom
ukupnih proteina u larvama. Mnoga istrazivanja su pokazala da nano-FesOs4 mogu izazvati
poveéanje produkcije ROS (Liu i sar., 2013; Wu i sar., 2012; Zhu i sar., 2012; Sharifi i sar, 2012;
Kim i sar., 2012), povecanje oksidativnog stresa, ¢ak i ozbiljno osteéenje ¢elija (Liu i sar., 2013;
Kim i sar., 2012; Soenen i sar., 2011; Naqgvi i sar., 2010). Oksidativni stres izazivaju uglavnom
ukoliko se koriste bez povrsinskih liganada, kao §to je slucaj i sa nano- FesO4analiziranim u ovom

istrazivanju.
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Procenjene koncentracije hemoglobina u hemolimfi larvi nisu pokazale statisticki znacajnu
varijabilnost izmedu tretmana, vrednosti ukazuju na porast koli¢ine i njegovu veliku varijabilnost
u tretmanima sa koncentracijama visim od 1 mg/kg nano-FesOs. Najvisa koncentracija
hemoglobina uocena je u larvama tretiranim sa 5 i 10 mg/kg nano-FesO4, dok je najniza uocena u
kontroli (¢ak tri puta niza). Hemoglobin hironomida se sintetiSe u masnom tkivu larvi i ekskretuje
u hemolimfu gde ima vaznu ulogu u oksidativnim procesima (Stankovi¢ i sar., 2020). Postoje
indikacije da je sinteza hemoglobin regulisana putem juvenilnog hormona i egdizona, zbog ¢ega
dolazi do periodi¢nog pada njegove koncentracije pred svako presvlacenje larvi (Vafopoulou-
Mandalos i Laufer, 1983). Naglo povecanje sadrzaja hemoglobina u lavama tretiranim srednjim
koncnetracijama (5 i 10 mg/kg nano-Fez04) moze se objasniti i ispustanjem Fe tokom razlaganja
nano-Fesz04 u larvama. Naime, u studiji Hurtado-Gallego i sar., 2020, se pokazao pozitivan efekat
na rast pri niskim koncentracijama nano-FesOa, $to su autori objasnili pozitivnim dejstvom Fe koje
se ispuSta tokom raspadanja nanocestica u organizmu, dok su pri visokim koncentracijama
nanocestice imale negativan uticaj na organizme. Ovo zapravo predstavlja hormezis - reakciju
organizama koju karakteriSe stimulacija ili blagotvorno dejstvo niskih doza i inibicija ili toksi¢ni
efekat visokih doza odredenog toksikanta (Calabrese i Mattson, 2017), Sto bi u nasem istrazivanju
mogao biti slucaj. U nekim studijama se pokazalo da sa smanjenjem koli¢ine hemoglobina dolazi
do povecanja aktivnosti enzima stresa (AOPP) i obrnuto, §to se mozZe objasniti njihovom
medusobnom kompenzacionom ulogom u odrzavanju detoksifikacije organizma (Choi i sar.,
2000). Pokazalo se da u stanju hipoksije dolazi do autooksidacije methemoglobina u respiratornim
teCnostima C. riparius larvi, §to moze dovesti do stvaranja superoksidnih radikala Kkoji
predstavljaju dalji supstrat za delovanje SOD (Choi i sar., 2000; 1999). Vrlo ¢esto se desava da se
pred presvlacenje larvi pojacava aktivnost antioksidativnih enzima (kao $to je SOD) §to mnogi
autori navode kao kompenzacioni mehanizam smanjenja koncentracije hemoglobina u tom
periodu (Choi i sar., 2000). Ove tvrdnje nikada nisu eksperimentalno potvrdene, a u naSem slucaju
nije uoceno znacajno variranje SOD, te postoji mnogo moguénosti za dalja ispitivanja na ovom
polju.

Procenat deformisanih i istrosenih struktura bio je izuzetno mali u odnosu na ukupan
uzorak (manji nego kod jedinki tretiranih ostalim dvema nanocesticama). Vidljivi deformiteti

uoceni su samo na mandibulama, medutim, u izuzetno malom procentu (slicno kao i kod jedinki
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izlaganih nano-CeO,), uglavnom nedostatak apikalnog zuba ili potpuno izduzivanje cele strukture
i to pretezno kod jedinki tretiranih najnizom koncentracijom od 1 mg/kg nano-FezOa.

Metodom geometrijske morfometrije otkriven je subletalni uticaj nano-FesOs na
morfolosku varijabilnost C. riparius larvi, pri ¢emu su najve¢e promene uocene na jedinkama
izlaganim dvema najviSim koncentracijama, kod kojih je uoceno i najvece oste¢enje DNK. Veé
pri PCA analizi morfoloskih struktura larvi (mandibula i mentuma) primecuje se izdvajanje jedinki
tretiranih sa 50 i 100 mg/kg nano-Fes04, §to je potvrdeno i CVA analizom. Analiza mandibula
ukazuje na tendenciju zbijanja i povlaCenja baza zuba, smanjenja prvog unutrasnjeg zuba i
skracenja apikalnog regiona mandibula sa pove¢anjem koncentracije FesO4 nanocestica. Znacajne
razlike postoje medu svim grupama, osim izmedu 1; 5 i 10 mg/kg nano-FezO4, koje su medusobno
najsli¢nije. Kod mentuma sa malim poveéanjem koncentracije FesO4 nanocestica dolazi do vrlo
slabog suzavanja baze mentuma i manjih promena u centralnom zubu, medjutim sa ekstremno
velikim povecanjem koncentracije nano-Fe3O4 dolazi do velikog izduZivanja svih zuba, a najvece
promene se uocavaju na bazi centralnog zuba, koja se povlaci, kao 1 vrhovima unutrasnjih

lateralnih zuba koji se izduzuju.

Analize struktura odraslih jedinki su potvrdile postojanja polonog dimorfizma (primecéuje
se isti trend kao i kod prethodnih tretmana), pri ¢emu je uocen manji uticaj alometrije nego kod
tretmana sa nano-TiO2, ali viSe nego trostruko veéi nego kod tretmana sa nano-CeO;. Statisticki
znacajne razlike izmedju muZjaka i Zenki u veli€ini 1 obliku krila nisu umanjene tretmanom FezO4
nanocestiama. lako postoji odvajanje izmedju grupa, ni kod zenki ni kod muzjaka se ne uocava
jasna pravilnost u rasporedu u morfoloskom prostoru u odnosu na tretman nanocesticama, osim
Sto se jedinke kontrolne grupe blago izdvajaju od tretiranih grupa, a najvece variranje pokazuju
kostalni i subkostalni nerv.

Mnoga istrazivanja pokazuju pozitivna svojstva i veliki potencijal primene nano-FezOs u
2020; Matei i sar., 2016; Pottler i sar., 2015; Liu i sar., 2013; Bamrungsap i sar., 2012; Laurent i
sar., 2008; Yavuz i sar, 2006), pri ¢emu je najadekvatnije koristiti ih sa povrSinskim prevlakama
koje smanjuju njihovu toksi¢nost 1 poveéavaju preciznost uoptrebe (Laurent i sar., 2008; Tartaj 1
sar., 2006). Medutim, istrazivanja su pokazala potencijalne probleme u njihovoj proizvodnji (Yew
i sar., 2020), a malobrojne ekotoksikoloske studije isti¢u potencijalno negativno dejstvo na zivotnu

sredinu (Hurtado-Gallego i sar., 2020; Wang i Nowack, 2018), terestri¢ne (Wu 1 sar., 2012,) i
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akvati¢ne organizme (Hurtado-Gallego i sar., 2020; Barhoumi i sar., 2015; Barhoumi i sar., 2013;
Xiaoxiao i sar, 2012; Zhu i sar., 2012; Garcia i sar., 2011).

Rezultati pokazuju da nano-Fe3O4 (koji je u nasem slucaju testiran bez ikakvih povrSinskih
prevlaka) ne ispoljava letalne efekte pri svim testiranim koncentracijama, koje su znatno vise od
trenutno prisutnih u prirodi. Procenjuje se da je u slatkovodnim sedimentima prisutno prose¢no 2
mg nanocCestica oksida gvozda po kg sedimenta, medutim ovde spadaju sve forme oksida gvozda
(hematit, a-Fe-O3, maghematit, y-Fe>Os, magnetit, FesO4), sa i bez prevlaka (Wang i Nowack,
2018), tako da su realne koncentracije samo nano-FezOs verovatno u rangu sa najnizom
ispitivanom koncentracijom u nasem slucaju. Tretnutne sredinske koncentracije su mnogo nize od
onih koje su u ovom eksperimentu izazvale ozbiljne posledice po jedinke hironomida.
Genotoksican efekat se ispoljava tek pri ekstremno visokim koncentracijama nano-Fe3O4, (50 i
100 mg/kg) pri kojima se primecuje i uticaj na oblik i veli¢inu vaznih morfoloskih strukutra larvi.
Fenotipski uticaj nano-FesO4 se ispoljava i kod C. riparius i u odraslom stadijumu, mada je
izuzetno blago izraZen. Sa druge strane, pojava oksidativnog stresa (koja je uocena samo kod ovih
nanocestica) ukazuje na potencijalno Stetne subletalne efekte ¢ak i pri nizim koncentracijama.
Veoma je tesko uporediti rezultate sa dosadasnjim studijama, obzirom na ¢injenicu da je 0v0 prvo
sveobuhvatno ispitivanje potencijalne toksi¢nosti nano-Fe3Os4 na hironomidama, kao i da su

istrazivanja na slatkovodnim bentosnim organizmima veoma retka.

5.3 Odabir adekvatnih metoda za procenu ekotoksi¢nosti
nanocestica oksida metala u akvati¢nim ekosistemima

U poslednje dve decenije pojavio se veliki broj podataka o potencijalnim efektima fabricki
proizvedenih 1 preradivanih nanomaterijala na organizme koji Zive u slatkim vodama, zemljiStu i
sedimentima. Na polju ispitivanja toksikologije i ekotoksikologije nanocestica je postignut veliki
napredak, podaci o metodama testiranja i problemima sa kojima se moze susreti u laboratoriji su
su sve obimniji, medutim metodologija rada je potpuno neuskladena, sa mnogo kontradiktornih
rezultata i mnogo neigurnosti u proceni uticaja ovih Cestica u prirodnim uslovima (Holden i sar.,
2014). Povrh svega, regulatorne agencije joS uvek nisu donele odluku o tome da li se

nanoCesticama treba baviti kao zasebnom klasom zagadivaca (Lead i sar., 2018; Hund-Rinke i sar.,
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2016). Nova svojstva koja su poZeljna u nanoindustriji, a koja su detaljno opisana u uvodnom
poglavlju (na primer, prostorno ogranic¢enje elektronskih svojstava, velika specifi¢na povrsina i
veca izdrzljivost), mogu, ali i ne moraju, podrazumevati i nov nacin interakcije sa abiotickim i
bioti¢kim okruzenjem. Dosada$nja ispitivanja pokazala su da nanoveli¢ina Cestica implicira ve¢u
opasnost po naruSavanje zdravlja prirodnih ekosistema zbog toksicnih efekata koji nastaju usled
specificnih osobina nanocestica, njihove povecane reaktivnosti, olakSanog transporta i interakcije
sa bioloSkim sistemima, pre svega u vodenoj sredini. Medutim, jo§ uvek ne postoji ni jedan
zvani¢an OECD standardizovan protokol za procenu uticaja nanocestica na akvati¢ne organizme,
a sve obimnija literatura ukazuje na neophodnost njegovog formulisanja (Hjorth i sar., 2017;
Hund-Rinke i sar., 2016; Petersen i sar., 2015; Handy i sar., 2012).

Prema popisu nanotehnoloskih potroSackih proizvoda (eng. nanotechnology consumerp
products inventory) broj proizvoda je skocio sa 50 na skoro 2000 u roku od samo nekoliko godina
(Vance 1 sar., 2015) Sto ukazuje na progresivni rast proizvodnje i upotrebe ovih proizvoda.
Kombinovanjem podataka dobijenim uzorkovanjem iz prirode, analizom trzista i kompjuterskim
modelovanjem, evidentan je porast sredinskih koncentracija nanocestica, medu kojima je najvise
oksida metala (Wang i Novichak, 2018; Sun i sar., 2014; Meesters i sar., 2014; Piccinno i sar.,
2012; Gottschalk i sar., 2009; Boxall i sar. 2007; Aitken i sar. 2006; Roco, 2003).

Iz navedenih razloga istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije predstavlja izuzetno
vaznu sveobuhvatnu multiparametarsku studiju (od molekularnog do ekoloskog nivoa), toksi¢nosti
znacajnih nanocestica oksida metala. Kroz ovo istrazivanje je ispitana osetljivost i prakticnost
upotrebe velikog broja metoda za procenu uticaja nanoCestica putem relevantnih biomarkera i
bioindikatorskih akvati¢nih vrsta.

ZnaCajnost precizne karakterizacije nanomaterijala pre samog testiranja putem
toksikoloskih testova naglasena je u mnogim studijama (OECD, 2016; OECD, 2015; Coll i sar,
2016, Wagner i sar., 2014; Montes-Burgos i sar., 2010; Tsakovska i Worth, 2009; Mowat i sar.,
2007), a potvrdena je i ovim istrazivanjem. Hemijska i fizicka svojstva, kao i interakcije sa drugim
materijalima u sredini znatno utiCu na biodostupnost 1 bioakumulaciju nanocestica kod
slatkovodnih organizama (Lead i sar., 2018). Postoje¢a standardna metodologija ispitivanja
nanomaterijala treba se koristiti sa oprezom, a fiziko-hemijska svojstva nanocestica moraju biti
ukljucena u analize, kako bi se postigla adekvatna interpretacija, razumevanje i uporedivanje

rezultata ekotoksikoloskih testova. U tu svrhu, precizna karakterizacija nanocestica koriS¢ena u
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ovom istrazivanju, putem velikog broja savremenih metoda (BET za analizu specifi¢ne povrSine;
XPS spektroskopija za analizu povrSinske hemije materijala; XRD kristalografija za odredivanje
faznog sastava i kristalne strikture; TEM, SEM i AFM mikroskopija za dobijanje informacija o
distribuciji veli¢ine i agregaciji nanocCestica, kao i fotografisanje uzoraka; EDX spektroskopija za
kvalitativno i kvantitativno odredivanje elemenata u ispitivanom uzorku; DLS spektroskopija za
odredivanje hidrodinami¢kog pre¢nika, indeksa polidisperziteta i { potencijala), a pre svega i in
situ karakterizacija nanoCestica u samom eksperimentalnom sedimentu (EDX i SEM analizom) se
pokazala izuzetno znac¢ajnom i efikasnom.

Veoma znacajna je i ICP-MS analiza, primenjena u ovom istrazivanju, kojom je procenjen
sadrzaj nanocestica u telima tretiranih i netretiranih larvi, ¢ime je potvrdena bioakumulacija svih
ispitivanih nanocestica od strane hironomida. Ovakvi rezultati pokazju da, iako nanocestice ne
moraju ispoljiti visoku toksi¢nost kod hironomida, postoji realan rizik od trofickog transfera
nanocestica 1 posledica po organizme dalje u prehrambenom lancu. Ovo je izuzetno vazan podatak,
a koji se u mnogim studijama izostavlja, iako je u velikom broju studija bioakumulacija potvrdena
(Wang i Novichak, 2018; Garaud i sar., 2015; Bour i sar., 2015a, 2016; Gambardella i sar., 2014;
Auffan i sar., 2013). SloZenije studije procene biakumulacije su veoma retke. Gambardella i sar.,
2014, su istrazivali ekotoksi¢nost i unost nekoliko nanocestica oksida metala (SiO2, SnO,, CeOo,
Fe3Os4) od strane morkog jeza Paracentrotus lividus kroz njegovu ishranu mikroalgama
Cricosphaera elongata. Istrazivanje je pokazalo da nanocestice oksida metala mogu uci u lance
ishrane i dovesti do poremecaja u razvoju drugih marinskih organizama. Istrazivanja Bour i sar.,
2016, potvrdila su nagomilavanje nano-CeO: na ljusturama i galerti silikatnih algi, u crevnom
traktu hironomida i crevnom traktu vodozemaca, na povrsini i u organizmu Daphnia pulex. Larve
hronomida imaju znatnu bioturbacijsku aktivnost (Armitage i sar., 1995) i veliki digestivni trakt u
odnosu na veli¢inu tela (Bour 1 sar., 2016), Sto pruza potencijal za skladiStenje velike koli¢ine
kontaminiranog sedimenta u njihovim crevima, ¢ime se moze objasniti visoka koncentracija
nanocestica U organizmu. Povrh toga, primeceno je da nanocestice mogu izazvati “zacepljenje”
crevnog trakta ¢ime mogu negativno uticati na digestiju, a samim tim i izmeniti Zivotne strategije
kod primarnih konzumenata (Campos i sar., 2013). Sli¢nan obrazac primecen je i kod detritusnih
zajednica (Rosenfeldt i sar., 2015). S obzirom da koli¢ine nanocestica nisu proverene u telima
odraslih jedinki u nasem slucaju, ne moze se sa sigurnosé¢u tvrditi da ih hironomide nisu na neki

nacin ekstrahovale iz organizma i da su nanoCestice samo kratkoro¢no skladitene u larvama.
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Medutim svakako potvrduje ¢injenicu da hironomide mogu biti jedan od glavnih bioakumulatora
nanoCestica u akvaticnim sistemima. Mikroskopska analiza ekstracelularne i intracelularne
lokalizacije, putem elektronske i atomske mikroskopije (Shen i sar., 2012; Buyukhatipoglu i sar.,
2010), bi mogla upotpuniti dobijene rezultate i predstavljati dalji pomak u budu¢im istrazivanjima
internalizacije nanocestica.

Rezultati ekotoksikoloskih testva predstavljaju osnovu za monitoring prisustva
zagadujucih materija u zivotnoj sredini i promena koje one izazivaju u organizmima i ¢itavom
ekosistemu, pri tom pruzaju¢i mogucnost ispitivanja Stetnih supstanci u strogo kontrolisanim
uslovima. Izbor adekvatnog model organizma ima znac¢ajan uticaj na ekolosku relevantnost, uspeh,
isplativost i interpretaciju ekotoksikoloskog testa. Adekvatne bioindikatorske vrste moraju imati
sposobnost prezivljavanja u zagadenim sredinama, ali moraju i pokazati merljive reakcije na
prisustvo sredinskog sresa, ¢ime bi sluzile kao rani indikator zagadenja. Kako je u uvodnom
poglavlju obrazlozeno, hironomide predstavljaju idealne model organizme, ¢ija upotreba se
pokazala izuzetno prikladnom u ekotoksikologiji, bioindikaciji i biomonitoringu (Tomilina i sar.,
2020; Park i Choi, 2017; Long i sar., 2015; De Bisthoven i sar., 2004; Servia i sar., 2000; ASTM,
1995; Ingersoll, 1995; US EPA, 1994; Hill, 1993; Warwick, 1985). Rezltati nasih istraZivanja
potvrduju izuzetan potencijal vrsta roda Chironomus u bioindikaciji zagadenja nanocesticama i
ekotoksikoloskoj analizi njihovog dejstva u laboratorijskim uslovima. Pri tom, vrsta C. riparius se
pokazala neznatno efikasnijom u odnosu na C. tentans iz sledecih razloga: veca brojnost prirodnih
populacija, jednostavnije odrzavanje laboratorijske populacije, krace generacijsko vreme 1 manji
broj deformacija usnog aparata u kontrolnim tremanima. Ovi rezultati u skladu su sa preporukama
jos nekolicine studija (Thorat 1 Nath, 2013; Watts i Pascoe, 2000a; Watts i Pascoe, 2000b), kao i
dosadasnjim ispitivanjima biologije i ekologije ovih dveju vrsta (Brabec i sar., 2020; Schmidt-
Kloiber i Hering, 2015; Pillot, 2009).

Stres izazvan proizvedenim nanocesticama moZe izazvati promene na molekularnom
nivou, koje se amplifikuju i ispoljavaju u fenotipu jedinki, §to moZe dovesti do promena u biologiji
1 ekologiji vrsta, poremecaja strukture i funkcije populacija i imati reperkusije na ¢itav ekosistem.
Pored izbora adekvatnog model organizma i odabir biomarkera (parametara koji pokazuju uticaj
ispitivanih stresora na njima) igra vaznu ulogu u proceni toksi¢nosti nanocestica. Reakcije
organizama mogu se detektovati na nekoliko nivoa putem ekotoksikoloskih testova, medutim

prac¢enjem suptilnih promena na organizmima moguce je otkriti subletalne efekte 1 time omoguciti
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detekciju prisustva nanocestica u ekosistemu u ranim fazama zagadenja. Mnogi autori sugerisSu da
trenutne koli¢ine naocCestica u zivotnoj sredini zapravo i mogu izazvati samo subletalne efekte (na
molekularnom nivou), a da se efekti na nivou organizama, vrsta i Citavih zajednica (uticaj na
mortalitet, rast, reprodukciju i ostale znacajne parametre) mogu o¢ekivati u buducnosti, ukoliko se
nastavi nekontrolisana ekspanzija nantehnologije i nanoindustrije (Mahaye i sar, 2017).
Ispitivanjem u okviru ove doktorske disertacije su se predikcije pokazale tacnim: pri sredinski
relevantnim koncentracijama nije bilo efekta na prezivljavanje i rast hironomida (akutne i
fizioloske toksi¢nosti), a pri vrlo visokim koncentracijama jedini zna¢ajan letalan efekat ispoljile
su nano-TiO; ¢estice. Medutim otkriveni su mnogi negativni subletalni uticaji Kroz ispitivanje
enzima stresa, DNK ostec¢enja i morfoloske varijabilnosti. Zbog toga je neophodno usmeriti fokus
na razvoj metoda testiranja subletalnih efekata nanocestica i upotrebiti ih u biomonitoringu i
predikciji nanozagadenja akvati¢nih ekosistema.

U ovom istrazivanju, analiza uticaja nanocestica na subcelularnom nivou ispitivana je
putem pradenja parametara oksidativnog stresa (ukupna koli¢ina proteina; stepen lipidne
peroksidacije odreden putem koli¢ine malonil aldehida, MDA, ili koli¢ine supstanci koje reaguju
sa tiobarbiturinskom kiselinom, TBARS; stepen proteinske oksidacije, AOPP; aktivnost
superoksid dismutase - SOD i aktivnost katalaze - CAT) kao i in vivo genotoksi¢nosti (pracenjem
ostecenja DNK somatskih ¢elija pomocu kometa testa). Povecanje oSte¢enja na DNK je uocena
pri izlaganju visokim koncentracijama nano-CeO: i nano-Fesz0s, dok je povecanje oksidativnog
stresa primeceno pri izlaganju nano-Fez0s. Biohemijski biomarkeri omogucavaju detekciju prvih
bioloskih odgovora povezanih sa prisustvom toksi¢nih agenasa, pogotovu u sluc¢aju nanocestica
oksida metala koje imaju tendenciju prolaska kroz bioloske membrane i pospeSivanja nastanka
ROS, ¢ime dolazi do ostecenja Celijskih struktura (DNK, proteina, lipida, pa ¢ak i ¢itavih ¢elijskih
membrana), indukcije transkripcije gena vezanih za oksidativni stres ili ¢ak apoptozu (Haynes i
sar., 2017; Dorier i sar., 2017; Liu i sar., 2013; Sharifi i sar, 2012; Kim i sar., 2012; Park i sar.,
2008b; Moore, 2006; Li | sar, 2003; Hermes-Lima i Zenteno-Savin, 2002), a sto je detaljno opisano
u poglavlju 1.3.2.1. Posledice oksidativnog stresa (stepen osteé¢enja organizma) ispoljavaju se kada
se poremeti odnos slobodnih radikala (ROS i drugih reaktivnih radikala) i antioksidanasa u
organizmu, ¢ime se smanjuje sposobnost reparacije sistema, a §to se lako moze detektovati
standardnom metodologijom (Park i sar., 2008b; Lee i Choi, 2007). Pucanje DNK lanaca

predstavlja jedno od glavnih vidova oste¢enja DNK usled oksidativnog stresa (Cotelle 1 Ferard,
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1999; Lacaze i sar., 2010; Valverde i Rojas, 2009), a moze se¢ lako detektovati primenjenom
metodom alkalne verzije kometa testa (Bernabo i sar., 2017; Park i Choi, 2009). Nivo o$te¢enja
DNK je u ovom istrazivanju je odreden razvrstavanjem kometa u kategorije na osnovu relativne
koli¢ine oSte¢ene DNK u “repu” komete u odnosu na “glavu”, tj neoste¢eni deo DNK (Collins,
2004; Miyaji i sar., 2004). Postoje i savremenije procene analize preparata kometa testa. Naime,
komete mogu analizirati putem kompjuetskih softvera kao $to je “OpenComet” (Gyori i sar., 2014)
sa ekstenzijama za obradu kometa, ¢ime se mogu dobiti jo§ precizniji rezultati i analizirati
parametri kao S$to je “momenat repa” (eng. tail moment), Sto se svakako preporucuje u budu¢im
istrazivanjima.

Dosadasnja ispitivanja nanocestica oksida metala pokazala su da, iako mnoge od njih ne
izazivaju letalne efekte, mogu dovesti do reakcije enzima stresa, kao i do oStecenja DNK, pri cemu
postoji povezanost izmedu ovih parametara: Oberholster i sar., 2010, su istrazivali uticaj 7
razli¢itih nanomaterijala na C. tentans, i U svim tretmanima pokazalo se da sa povecanjem
koncentracije nanocCestica povecava enzimatska aktivnost katalaze i peroksidaze, povecavaju
oste¢enja DNK i dolazi do inhibicije rasta; u studiji Mohmood i sar., 2014, se pokazalo da
nanocestice oksida gvozda izazivaju peroksidaciju koja dovodi do vecih oste¢enja lipida nego
DNK; Lee i sar., 2009., su pokazali da nano-CeO2 moze biti genotoksi¢an za Daphnia magnai C.
riparius (povecano ostecenje na DNK), dok TiO2 nije izazvao nikakva vidljiva DNK ostecenja.
Garcia i sar., 2011, ispitivali su akutnu toksi¢nost upravo iste (tri forme nanocestica kao 1 u ovom
istrazivanju) nano-TiO2, nano-CeO. i nano-Fez0s (u koncentraciji od 1,12; 0,64 i 0,67 mg/I
respektivno) na germinaciju semena nekoliko vrsta biljaka, prezivljavanje Daphnia magna, i
bioluminescenciju marinske bakterije Vibrio fischeri (Microtox test). Najvecu toksi¢nost pokazale
su Cestice oksida cerijuma, potom titanijuma i najamanju gvozda, a takode se pokazalo da bioesej
sa germinacijom semena nije najpovoljniji metod za testiranje efekta nanocestica, dok su se
bioeseji sa D. magna i V. fischeri pokazali izuzetno osetljivim. Veoma malo istraZivanja je radeno
na multigeneracijskom hroni¢nom efektu nanocestica, medutim vecina ovakvih studija pokazala
je povecanu osetljivost potomackih generacija na izlozenost nanocesticama 1 generalno vecu
osetljivost organizama usled dugotrajne izloZenosti: hroni¢ni uticaj nano-TiO2 na Daphnia magna,
(Bundschuh i sar., 2012; Jacobash i sar., 2014) i Drosophila melanogaster (Moon i sar., 2017),
hroni¢ni uticaj nano-Ag na Caenorhabditis elegans (Schultz i sar., 2016) i Daphnia magna

(Hartmann i sar., 2019), hroni¢an uticaj nano-Ag na Caenorhabditis elegans (hronican uticaj nano-
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CeO: kod biljaka (Rico 1 sar., 2017). Procena uticaja nanocCestica u viSe generacija na vrstama
Chironomus spp je veoma retka: hroni¢ni uticaj fulerena na dve generacije C. riparius pokazala je
vecu osetljivost prve generacije i adaptaciju na prisustvo nanocestica ve¢ u drugoj generaciji
(Waissi i sar., 2017). Uprkos trenutnom nedostatku razumevanja osnovnih procesa koji dovode do
reakcija organizama na prisustvo nanocestica, podaci ukazuju na potencijalne dugoro¢ne posledice
na populacije i akvati¢nih 1 terestri¢nih organizama. Zbog toga je neophodno ispitati $to veéi broj
subcelularnih biomarkera, ali pratiti promene parametara i na vi$im nivoima bioloske organizacije.
Ono $to je najvaznije, takvi efekti nisu obuhvaceni ve¢inom standardizovanih protokola, te su
potrebna sistematska istrazivanja hroni¢ne toksi¢nosti, kao i evolucionog potencijala populacija i
zajednica da se prilagode ovim novim stresorima u zivotnoj sredini. U buducim istrazivanjima,
pored ve¢ opisanih metoda, mogli bi se sprovesti i in vitro testovi citotoksi¢nosti: eseji ¢elijske
vijabilnosti, proliferacije i1 diferencijacije ¢elija, kao i analiza gentoksi¢nosti putem pracenja
poremecaja ekspresije gena (Liu i sar., 2013; Shen i sar., 2012; Buyukhatipoglu i sar., 2010).
Pored navedenih, Cesto u literaturi upotrebljavanih, subcelularnih biomarkera, uticaj
nanocestica na subéelijskom nivou pracen je i kroz promenu koli¢ine hemoglobina u larvama
izlozenim nano-Fez04. Hemoglobini su proteini koji uéestvuju u vaznim oksidativnim procesima,
reverzibilnom vezivanju, transportu i skladistenju Kiseonika, a hironomide su jedne od retkih
predstavnika insekata koji ih poseduju (Osmulski i Leyko., 1986). Pokazalo se da je preZivljavanje
slatkovodnih organizama u hipoksi¢noj 1 zagadenoj sredini uslovljeno postojanjem biohemijskih
mehanizama za odbranu od oksidativnog stresa, ali 1 odrZzavanja aerobnog metabolizma (Choi 1
sar., 1999). U ovome zapravo pomaze ekstracelularni hemoglobin prisutan u obliku nekoliko
izoformi monomera i dimera rastvorenih u hemolimfi, ¢ija je sinteza stimulisana tokom hipoksije
(Osmulski i Leyko, 1986). Uprkos posebnosti ovog respiratornog pigmenta, svega nekoliko
toksikoloskih studija se fokusiralo na ispitivanje hemoglobina hironomida (Ha i Choi, 2008; Choi,
2004), mada se njegova koncentracija, kao i ekspresija gena koji kodiraju njihovo formiranje, sve
¢es¢e pominju kao potencijalni biomarkeri u ekotoksikoloskim ispitivnjima (Lee i sar., 2006; Choi
i sar., 2000). Fotometrijske metode za odredivanje hemoglobina su veoma jednostavne i brze
metode koje pokazuju izuzetno precizne rezultate (Yang i sar., 2013). U nasem istrazivanju analiza
hemoglobina izvrSena je pomoc¢u automatizovanog hematoloskog analizatora koja je prvi i jedini

put primenjena u radu Stankovic i sar., 2020. Podaci naseg istrazivanja ukazuju na veliki potencijal
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pracenja sadrzaja hemoglobina hironomida u ekotoksikoloskim studijama, pri ¢emu primenjena
analiza hematoloskim analizatorom moze biti vlo efikasna metoda za njegovo odredivanje.

Kao $to je u uvodu navedeno, poznato je da nanocestice mogu izazvati negativne posledice
po fenotip i razvoj makroinvertebrata, koje se mogu lako kvalifikovati i kvantifikovati (Salmelin i
sar., 2015; Dias i sar., 2008; Clarke, 1993; Lenat, 1993). Deformiteti hironomida, kori$¢eni su kao
osetljivi indikatiri stresa u mnogim studijama procene uticaja ljudskih aktivnosti na akvati¢ne
ekosisteme. Tacan uzrok i mehanizmi nastanka deformiteta nisu ta¢no utvrdeni, a smatra se da su
regulisani velikim brojem faktora (Gagliardi, 2017). Medutim, pretpostavlja se da deformacije
tokom ontogenije makroinvertebrata nastaju zbog poremecaja endokrine regulacije za vreme
presvlacenja (Salmelin i sar., 2015; Meregalli i Ollivier, 2001); usled poremecaja ekspresije gena
(Planelloi sar., 2015) ili pak usled povecane sinteze proteina uslovljene povecanjem broja aktivnih
nukleolusa u politenim hromozomima ($to dovodi do poveéane otpornosti na toksine, ali uzrokuje
pojavu deformteta) (Meregalli i sar., 2002).

De Bisthoven i sar., 2001, su sproveli multigeneracijski eksperiment na C. riparius
jedinkama radi procene pojave deformiteta nakon izlaganja jedinki kadmijumu tokom 7 do 10
generacija. Pokazalo se da je kadmijum izazvao cepanje medijalnog zuba i deformitete na
premandibulama, dok je kod larvi u kontroli doslo do velike pojave viska zuba na mentumima i
mandibulama u odnosu na tretirane larve, sa velikom fluktuacijom u rezultatima kroz generacije.
Kod tretmana sa povec¢anim brojem deformiteta beleZen je 1 manji mortalitet narednih generacija,
pa autori isti¢u da bi deformiteti mogli biti posledica adaptivnog kompromisa i ulaganja energije
u prezivljavanje u stresnim uslovima. Medutim, mnoge studije dovode u pitanje pouzdanost
upotrebe deformacija hironomida kao biomarkera, pre svega zbog zabeleZene visoke stope
deformiteta u prirodnim populacijama (Langer-Jaesrich i sar., 2010), pa ¢ak i u laboratorijskim
populacijama (od 7% do 34%) i u kontrolama i u tretmanima (Janssens de Bisthoven i sar., 1998;
Meregalli 1 Ollevier, 2001; Meregalli 1 sar., 2001). Slicno ovome, u naSem istrazivanju
derofmisane jedinke uocavane su i u kontrolama i u tretmanima, medutim stope deformiteta su
znatno nize od onih zabelezenih u literaturi (od 1,45% do maksimalno 6,36%). Visoka stopa
deformiteta u dosadasnjim studijama mozZe se objasniti nekontrolisanjem nekoliko vaznih faktora
u laboratorijskim bioesejima. Visoka stopa inbridinga u laboratorijskim populacijama moze
povecati pojavu malformacija (Vogt i sar., 2013), §to se u ovom istrazivanju izbeglo konstantnom

obnovom laboratorijskih kultura novim jedinkama iz prirodnih populacija. Upotreba doza koje
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izazivaju mortalitet (Gagliardi i sar., 2016), $to se u ovom istrazivanju izbeglo postavljanjem prvog
bioeseja, za procenu letalnih efekata, na osnovi ¢ijih rezultata su odredivane doze za drugi bioesej
za procenu subletalnih efekata nanocestica. Sastav podloge moze uticati na poveéanu pojavu
deormiteta (Bird, 1997; Meregalli i sar., 2001), zbog ¢ega je u ovom istrazivanju sproveden set
preliminarnih eksperimenata, te je dalje koriS¢ena podloga od kvarcnog peska fine granulacije bez
prisustva potencijalnih organskih kontaminanata, kao $to je predloZeno i od strane Langer-Jaesrich
i sar., 2010. Subjektivnost i neujednacenost analiza deformiteta moze igrati vaznu ulogu u pojavi
kontrastnih rezultata ovakvih analiza (Salmelin i sar., 2015), kao i “pristrasnost publikovanja” u
vidu tendencija objavljivanja pozitivnih rezultata zavisno od preovladavajué¢eg nau¢nog misljenja
(Gagliardi i sar., 2016). IstraZivanja uticaja nano-TiO2 (anatazne i rutilne izoforme) na deformitete
hironomida grupe autora Tomilina i sar., 2015; 2020, pokazala su pozitivne rezultate, medutim
praéen je samo procenat deformisanih struktura (u prvom radu je primeéeno do 7% deofrmiteta u
kontrolama a ¢ak 46% u tretmanima). NaSe analize pokazuju drugacije rezultate, u slu€aju sve tri
nanocestice nije bilo dovoljno deformisanih struktura za validnu statisticku obradu, pri ¢emu se za
neke od jedinki ne moze sa sigurnoS¢u tvrditi da li su malformacije na strukturama zaista
deformiteti ili pak oSte¢enja nastala uticajem podloge ili ¢ak tokom same pripreme preparata.
Morfoloske analize su, u mnogim disciplinama odavno presle sa deskriptivnog (opis izgleda
deformiteta) na kvantitativni nacin analize (Bookstein, 1998).

Iz navedenih razloga, po prvi put u dosadasnjoj literaturi izvrSena je sveobuhvatna procena
teratogenog efekta, uticaja nanocestica na morfoloSku varijabilnost hironomida putem precizne 1
ponovljive metode geometrijske morfometrije. Poslednjih godina, ova metoda predloZena je kao
pogodna za analizu fenotipskih karakteristika i detekciju finih morfoloSkih promena, pri ¢emu se,
pre svega, izbegava subjektivnost analize (Arambourou i sar., 2012). Metod geometrijske
morfometrije do sada je koriS¢en pre svega za reSavanje pitanja razlike vrsta i analize seksualnog
dimorfizma (Lorenz i sar., 2017). U naSem istrazivanju, pre svega, potvrdeno je postojanje polnog
dimorfizma i to u veli¢ini i obliku krila kod C. tentans i C. riparius metodom geometrijske
morfometrije, §to predstavlja prvu analizu ovog tipa u dosada$njoj literaturi. Dalje analize su
pokazale znacajan teratogeni uticaj na morfoloSke strukture jedinki koje se smatraju izuzetno
uniformnim i nepromenjivim, zbog ¢ega se i koriste u identifikaciji vrsta (Vallenduuk, 2017;
Armitage i sar., 2012; Hein i Mahadeva, 1992). Najve¢i uticaj pokazao se na morfoloske strukture

larvi (neznatno viSe na mentume nego mandibule), ali 1 na strukture odraslih jedinki (pre svega na
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krila zenki, a potom i muzjaka). Ovaj uticaj je lako kvalifikovan i kvantifikovan, a tacan izgled i
pravac promena je vizuelizovan pomoc¢u Morphpol softvera (Klingenberg, 2011; Sheets, 2003;
Ronhlf, 2009; Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009) koji se pokazao izuzetnim alatom u proceni teratogenog
dejstva nanocestica. Potencijal u koriS¢enju tradicionalne morfometrije u proceni uticaja
nanocestica postoji, pri ¢emu treba ispitiati ovu metodu na vec¢em broju uzoraka, kao i meriti samo
one karaktere koji pokazuju znacajno variranje pod uticajem sredinskog stresa. Tradicionalna
morfometrija predstavlja i jednu od najstarijih principa analize u morfometriji (Ivanovi¢ i Kalezi¢,
2009) i kao takva nezamenjiva je u mnogim poljima istrazivanja. Medutim, metod geometrijske
morfometrije pokazao je najevidentnije rezultate u nasem istrazivnanju. S obzirom na ostale
prednosti ovog metoda (preciznost, uniformnost, mogucnost ta¢ne vizuelizacije finih, teSko
uoc€ljivih promena primenom kompjuterskih softvera) i najnovije preporuke nauéne zajednice,
pokazuje veliki potencijal za primenu u ekotoksikologiji i moze znacajno dopuniti ili ¢ak u
potpunosti zameniti metodu tradicionalne morfometrije.

Nasi rezultati pokazuju da dejstvo nanocestica ha morfologiju hironomida ispoljava i u
odraslom stupnju (i to najviSe kod tretmana sa nano-CeOz, potom nano-FezOs i najmanje kod
tretmana nano-TiO.), a uzork tome moze biti dvojak: nanoCestice ispljavaju efekte na stadijumu
larve koji utiu na poremecaj razvi¢a odraslih jedinki, ili pak odrasle jedinke u svojim telima
zadrZavaju nanocestice koje uticu na njih u ovom stupnju razvi¢a, §to moze dovesti do
potencijalnog medu-ekosistemskog transfera nanocestica. U radu Bundschuh i sar., 2019, po prvi
put je ispitan medu-ekosistemski transfer nanocestica putem lanaca ishrane u proto¢nim
mikrokozmama. Potvrdeno je da jedinke trihoptera (Chaetopteryx villosa) prenose nano-TiO> (63
nm, u koncentraciji od 4 i 400 pg/l) i nano-zlato u svoje terestri¢ne stadijume, uz to se pokazalo
da ove nanoocestice dovode do odlaganja izletanja i smanjenja energetskih rezervi (merenih preko
terestri€ni predatori koji se hrane akvaticnim organizmima (npr. slepi miSevi) mogu da unesu ¢ak
tri puta vece koli¢ine nanocestica nego obi¢no putem plena, pri ¢emu takav plen moze biti nize
nutritivne vrednosti, Sto moze dovesti do negativnih posledica na meta-ekosistemskom nivou
(Bundschuh 1 sar., 2019). Ovaj rad je ukazao na to da se nanocestice, koje dospevaju u akvati¢ne
iz terestri¢nih sredina, mogu ponovo vratiti u terestricnu sredinu putem makroinvertebrata koje u
odraslom stadijumu izle¢u na povrSinu. Postoje velike Sanse da i hironomide na slican nacin

prenose nanocestice iz larvalnog u odrasle stadijume, a ako se uzme u obzir njihova ogromna
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biomasa (Armitage i sar, 1995; Shilova, 1976; Marier, 1951), mogu se ocekivati posledice mnogo
vec¢ih razmera.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da ne postoji velika opasnost od trenutno prisunih
sredinskih koncentracija nano-CeOz i nano-FesOq, ali da nano-TiO2 predstavljaju potencijalnu
opasnost po bentosne organizme. Rezultati takode ukazuju na to da uocene subletalne promene na
hirnomidama, usled izlaganja svim trima nanocCesticama, jesu znacajne i da mogu potencijalno
dovesti do promena na nivou organizama (promena metabolizma, na¢ina ishrane i ponasanja),
¢ime moze doé¢i do reperkusija jo§ uvek neispitanih razmera. Mnoge studije predvidele su
utrostrucenje proizvodnje nanoproizvoda do 2020. godine, i ispustanje velikog dela proizvedenih
nanocestica u zivotnu sredinu (Lead i sar., 2018; Sun i sar., 2014), §to ukazuje na neophodnost
konrtole proizvodnje, distribucije i upotrebte, kao hitnog usavrSavanja ekotoksikoloskih
ispitivanja njihovog delovanja. Nanotehnologija je nesumnjivo pomogla napredak i razvoj ljudske
civilizacije, medutim postavlja se pitanje uskladivanja zahteva trziSta sa ofuvanjem javnog
zdravlja i zastitom Zivotne sredine. Uzimajuci u obzir, kako dosadasnje studije, tako i rezultate
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije, medutim neophodno je ista¢i evidentnu potrebu
standardizacije ekotoksikoloskih ispitivanja nanocestica koja bi mogla osigurati uniformnost,
preciznost i tacnost buducih ekotoksikoloskih testova. Neophodno je izmeniti postoje¢ce OECD
protoko kako bi se prilagodili ispitivanju ovih specifi¢nih toksi¢nih agenasa (sa posebnim osvrtom
na karakterizaciju €estica a potom 1 na dizajn eksperimenta, pripremu podloge i odabir adekvatnog
model organizma i biomarkera). S obzirom na sloZene i jo§ uvek nedovoljno ispitane karakteristike
nanocCestica oksida metala, multiparametarski pristup ispitivanjima je od izuzetne vazZnosti za
adekvatnu procenu njihove ekotoksi¢nosti. Ovakav pristup bi omogucio bolje razumevanje
uzro¢no-posledi¢nih veza izmedu molekularnih i odgovora na vi§im nivoima bioloske i ekoloske
organizacije, kao i odabir najadekvatnijih parametara i biomarkera za procenu uticaja
ekotoksicnosti nanocestica. UsavrSavanje metodologije testiranja moZe u mnogome poboljsati
dalji monitoring stanja akvati¢nih ekosistema i biomonitoring njegovog zagadenja nanocesticama,

a samim tim 1 mogucénost rane purifikacije i remedijacije.
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POGLAVLJE 6
Zaklju&ci
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Na osnovu predstavljenog istrazivanja mogu se doneti sledeci zakljucci:

1. Nanocestice oksida metala (nano-TiO2, nano-CeO: i nano-FesOs) mogu imati
negativno dejstvo na razli¢itim nivoima bioloske i ekoloske organizacije u akvati¢nim
sredinama.

2. Za detaljnu karakterizaciju nanocestica upotreba savremenih analitickih metoda (BET;
XPS; XRD; TEM, SEM; AFM; EDX i DLS, kao i in situ karakterizacija pomoc¢u EDX i
SEM analize) pokazala se izuzetno efikasnim. Detaljna karakterizacija omogucéava
precizniju interpretaciju rezultata bioloSih testova.

3. Karakterizacija svih nanocestica je pokazala visok stepen agregacije i sedimentacije i
u tecnom medijumu (i vodi i etanolu) i u supstratu. Pri manjim koncentracijama
Cestice prave manje agregate i vezuju se za soli, dok pri visSim koncentracijama
agregati imaju veéu tendenciju interakcije sa Cesticama samog SiO, Rezultati
opravdavaju sumnju u taloZenje oksida metala u akvati¢énim sedimentima, a S obzirom
na visok potencijal bioakumulacije od strane hironomida, ukazuju na opasnost daljeg
trofickog transfera i biomagnifikacije.

4. Podloga od kvarcnog peska pokazala je najadekvatnije rezultate (najnizi uticaj na
standardne 1 prametre morfoloske varijabilnosti) i kao takva se moze ukljuciti u
standardne bioloske testove.

5. ICP-MS analiza pouzdano kvantifikuje testirane nanocestice metala u model-
organizmu i moze se koristiti, a kao komplementarni pristup se moze ukljuciti u
standardne protokole OECD-a u cilju ispitivanja bioakumulacije nanocestica oksida
metala. Sve tri nanocCestice su pokazale visoku tendenciju akumulacije u telima larvi u
korelaciji sa koncentracijama u sedimentu.

6. Vrste roda Chironomus pruzaju mogucnost analize S$irokog spektra osetljivih
biomarkera kojima se efikasno moze detektovati uticaj nanocestica oksida metala u
akvati¢noj sredini. Zbog navedenih karakteristika mogu biti adekvatni model-
organizmi u laboratorijskim testovima toksi¢nosti.

7. Metod geometrijske morfometrije omogucio je objektivnu 1 preciznu detekcije efekta
nanocCestica oksida metala na morfoloske strukture model-organizama. Raspored

osetljivosti morfoloskih struktura hironomida na nanozagadenje je slede¢i (od najvise
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do najmanje osetljivin): mentum > mandibula > krila Zenki > krila muzjaka.

Biomonitoring zagadenja akvati¢nih ekosistema putem pracenja uticaja nanocestica

na morfolosku varijabilnost hironomida moze se sprovesti jedino ukoliko se ustanovi

konceptualni okvir za analizu i poredenje rezultata.

8. Metod geometrijske morfometrije je potvrdio postojanje polnog dimorfizma u veli¢ini
i obliku krila kod C. tentans i C. riaprius: krila zenki su veca i Sira, sa skraCenom
bazom; dok su krila muzjaka uza, pre svega u centralnom regionu, sa izduzenom
bazom i radio-medijalnim nervom blizem distalnom obodu. Na ove razlike uticao je
jedino tretnam nano-CeO> u pravcu smanjenja razlika u veli¢ini krila medu polovima.

9. Procena toksi¢nosti oksida metala u nanoformi ukazuje na visok ekotoksikoloSki
potencijal i opravdava zabrinutost od posledica nanozagadenja akvati¢nih sedimenata:
- nano-TiO> ispoljava letalne efekte pri veoma visokim koncentracijama, a pri

sredinski relevantnim Kkoncentracijama uti¢e na varijabilnost morfoloskih
struktura hironomida. Sa poveéanjem koncentracije nano-TiO> dolazi do slede¢ih
morfoloskih promena a) mentuma: suzavanja baze, izduzivanja 1 izvijanja
lateralnih zuba ka bo¢nim stranama; b) mandibula: skracivanja ili ¢ak potpunog
gubitka prvog unutras$njeg zuba; c) krila Zenki: suzavanja u proksimalnom
regionu;

- nano-CeO: ne ispoljava letalne efekte ni pri ekstremno visokim koncentracijama,
ali ispoljava subletalne efekte. Sa povec¢anjem koncentracije nano-CeO> dolazi do
ostecenja DNK; remecenja polnog dimorfizma krila; morfoloskih promena a)
mentuma: Sirenja baze i izduZivanja vrhova unutrasnjih lateralnih zuba,
izduzivanja svih zuba, povlaCenja baze centralnog zuba i skupljanja citavog
srediSnjeg regiona; b) mandibula: prosirenja baze, povlacenja prvog i drugog
unutra$njeg zuba ka bazi, izduzivanja apikalnog zuba; c) krila Zenki: izduzivanja
proksimalnog regiona uz povlacenje nerava i smanjenje celokupne velicine krila.

- nano-Fe304 ne ispoljava letalne efekte ni pri ekstremno visokim koncentracijama,
ali ispoljava znacajne subletalne efekte. S povec¢anjem koncentracije nano-FezOa
dolazi do ostecenja DNK; pojave oksidativnog stresa (povisene nivoa TBRAS,
AOPP i CAT); morfoloskih promena a) mentuma: izduzivanje zuba, povlacenje

baze centralnog zuba, izduzivanje vrhova unutrasnjih lateralnih zuba; b)
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mandibula: zbijanje i povlacenje baza zuba, smanjenje prvog unutrasnjeg zuba i

skracenja apikalnog regiona; c) krila zenki: promene u kostalnom i subkostalnom

nervu.

10. LOEC vrednosti su rasporedene u sledeCem opadajuéem nizu (prema najniZoj

koncenetraciji koja izaziva ozbiljne reakcije model-organizama): 25 mg/kg nano-

Ce02 (za pojavu genotoksi¢nosti); 50 mg/kg nano-Fe304 (za pojavu genotoksi¢nosti) i

500 mg/kg nano-TiO: (za znacajno povecanje mortaliteta).

11. U cilju ispitivanja toksi¢nosti nanocestica oksida metala neophodno je prilagodavanje

postojecih standardnih OECD smernica za testiranje hemijskih supstanci (pre svega

testa 218 i 219), uz pracenje MAD i principa dobre laboratorijske prakse. Protokol

prilagoden za analizu efekta nanoCestica oksida metala treba da koristi

multiparametarski pristup i sadrzi sledeée elemente:

a.
b.

detaljna karakterizacija nanocestica savremenim analitickim metodama;
model-organizam Chironomus spp; pri ¢emu se preporucuje pre svega
upotreba C. riparius, a potom i C. tentans;

eksperimentalna podloga od sitnog kvarcnog peska (311 g peska fine
granulacije sa preko 50% cestica veli¢ine u rasponu od 0,05 do 0,2 mm) koja
se pre upotrebe mora detaljno sterilisati (ispirati vodom, a potom inkubirati na
180° C u trajanju od 180 minuta);

analiza bioakumulacije ispitivanog agensa putem ICP-MS analize;

analiza standardnih biomarkera: mortalitet, prezivljavanje, vreme, stopa i
odlaganje razvic¢a;

uvodenje analize savremenih biomarkera: oksidativnog stresa (AOPP, TBRAS
1 CAT izrazenih preko koli¢ine proteina), DNK oste¢enja (pomoc¢u Kometa
testa), procenta koncentracije hemoglobina (analizom hemolimfe) i promena
morfoloske varijabilnosti (pristupom geometrijske mofrometrije putem
Morphol softvera kojim se podaci mogu obraditi serijom statistickih analiza, a

morfoloSke promene jednostavno vizuelizovati).
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Prilozi

328



Doktorska disertacija Dimitrija Savi¢ Zdravkovi¢

Prilog 1: nano-TiO: titanijum dioksid nanocestice — metode karakterizacije (izvrSene u okviru
rada Jovanovi¢ i sar., 2016a)

TEM
TEM fotomikrografije uzorka TiO2 nanocestica dobijene su pomoc¢u ,,FEI Tecnai G2 F30*

mikroskopa. Uzorci su pripremljeni odlivanjem 1 do 2 kapi disperzije nanocestica u etanolu na

bakarnu mrezu obloZenu ugljenikom.

AFM
Mikroskopija Atomskih Sila, AFM, izvrSena je pomocu ,,PSIA KSE-100E* spektroskopa

sa mikrofabrikovanim silikonskim konzolama (Olimpus OMCL-AC160TS-V2) sa opruznom

konstantom od 40 N/mm.

XPS
Rendgenska fotoelektronska spektroskopija, XPS, izvr§ena je pomoc¢u “Thermo Scientific

K-Alpha” uredaja. Kori$éen je snop magnezijumskog rendgenskog zracenja Ka linije }(Mg Ka,
energije fotona 1253.6 eV) sa izvorom snage 300 W. Za snimanje preglednih spektara je koriséena
energija prolaza elektrona u analizatoru od 117.40 eV. Spektri su snimljeni koriste¢i ugao od 60 °

u odnosu na normalnu povrsinu.

XRD
Rendgenska difrakciona strukturna merenja izvr§ena su pomocu ,,Pananalytical X pert

Pro* viSenamenskog rendgenskog difraktometra u refleksionoj geometriji. KoriS¢en je snop Cu
zracenja Ka linije (talasne duzine A = 0.154 nm) energije 40kV ijacine 40 mA. Merenja su izvrSena

u intervalu uglova 26 od 1° do 80° u koracima od 0.05°.

BET
BET analiza specifi¢ne povrSine TiO2 nanocestica je izvrSena pomocu “Autosorb iQ

Station 1” uredaja u azotnoj (N2) atmosferi.

DLS i zeta potencijal:
Hidrodinamicki radijus 1 zeta potencijal TiO2 nanoCestica izmereni su na temperaturi od 25 °C

pomocu ,Malvern ZetaNano ZS*“ uredaja za analizu Cestica, koriste¢i U-kapilarnu celiju

,DTS1060* sa He-Ne laserskim izvorom, snage 5 mW i talasne duzine 633 nm. Suspenzija TiO>

1 Ka zragenje nije u potpunosti monohromatsko, veé se zapravo sastoji od Kal i Ka2, dve vrlo uske linije.
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nanocestica u dejonizovanoj vodi je pripremljena u koncentraciji od 25 pg/L 1 250 pg/L. Prosecan
hidrodinamicki radijus meren je na svaka 5 minuta, prvih sat viemena nakon pripreme suspenzije,
uz jos jedno dodatno merenje nakon 24 ¢asa. Zeta potencijali su mereni 15 minuta nakon pripreme
suspenzije. Ovakva merenja su obavljena da bi se sagledala nestabilnost suspenzije tokom

vremena, jer se ocekivalo veliko taloZenje, tj. sedimentacija nanocestica.

Prilog 2: nano-TiO; titanijum dioksid nanocestice — rezultati karakterizacije (dobijeni u okviru
rada Jovanovi¢ i sar., 2016a)

TEM mikroskopijom je otkriveno da nano-T10; ima Siroku distribuciju veli¢ina Cestica u
opsegu od 50 do 300 nm, sa o$trim, Cistim i jasno definisanim ivicama (slika 1 ovog priloga).
Primeceno je da Cestice formiraju aggregate u suspenziji etanola. AFM analiza pokazala je 1
preciznije dimenzije E171 nano-TiO.. Prema AFM analizi, srednja veli¢ina Cestica + standardna

greska je 167+50 nm.

T T

— 100 nm 200 nm 200 nm
— S—
Slika 1 - Transmisioa Elektronska Mikrografija — TEM slike TeO, nanocestica na Cetiri razli¢ita uve¢anja dobijene “FEI Tecnai
G2 F30” uredajem. Preuzeta iz rada Jovanovié i sar., 2016a.

Na slici 2 ovog priloga prikazan je XRD difraktogram zavisnosti relativnog intenziteta
difraktovanog zra¢enja (x10%) od dvostrukog ugla rasejanja, 26/°. Svi difrakcioni pikovi su jasno
definisani i savrSeno odgovaraju anataznoj kristalnoj strukturi. Ostri pikovi odgovaraju (101),
(004), (200), (105), (211), (204), (116), (220) i (215) kristalnim ravnima TiO2 nanocestica. Nisu

otkriveni karakteristi¢ni pikovi koji se odnose na druge kristalne forme (slika 2 A).

Pregledni XPS spektrogram nano-TiO2 uzorka je prikazan na slici 2 B. Spektar Ti2p
fotoelektronske linije pokazuje Ti 2ps2 pik na 463.8 eV i Ti 2p12 pik na 458.0 eV, §to je
karakteristi¢no za TiO> (slika 2 C). O 1s spektar pokazuje glavni pik na 529,2 eV, koji se pripisuje

kiseoniku vezanom za tetravalentne Ti jone i “rame”, tj. prevoj na ~532.5 eV, $to ukazuje na to da
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je povrsina delime¢no pokrivena hidroksidnim OH grupama (slika 2 D). Odnos titanijuma i

kiseonika takode ukazuje na to da nano-TiO, ima anataznu kristalnu strukturu.
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Slika 2 - Nano-TiO; karakterizacija: 2A- XRD Sablon nano-TiO; kristalne strukture; 2B - XPS spektralna analiza TiO; nanocestica; 2C

- XPS spektar Ti 2p pika; 2D - XPS spektar O 1s pika. Preuzeta iz rada Jovanovié¢ i sar., 2016a.

Prema BET analizi, specifi¢na povriina nano-TiO2 praha iznosi 6.137 m?/g, dok je

zapremina pora 0.123 cm®/g a precnik 2.968 nm.

Prema DLS merenjima u €istoj vodi, prose€an hidrodinamicki pre¢nik je manji od 100 nm
za skoro 30% nano-TiO: Cestica. Rezultati merenja hidrodinamickih pre¢nika tokom vremena
prikazani su u tabeli 1 ovog priloga. Prosecan hidrodinamicki dijametar iznosi 671112 nm.
Polidisperzitet (PDI) uzorka je u rasponu od 0,9 do 1 $to ukazuje na visoko polidisperzan rastvor.
Pored toga, srednja vrednost (-potencijala izmerena nakon pripreme suspenzije u dejonizovanoj

vodi kreée se u rasponu od -12,2+0,4 do -20,2+0,4 mV (srednja vrednost = SD). Ovo ukazuje na
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to da su nanocestice TiOz nestabilne u dejonizovanoj vodi i da mogu da formirati agregate i talozZiti

Se.

Tabela 1 - Procenjeni prosecni hidrodinamicki precnik (dy) nano-TiO; Cestica tokom vremena (u koncentracijama od 25 i 250

pg/l) £SD se odnosi na standardnu devijaciju ukupno Sest automatski ponovljenih skeniranja pomoc¢u “Malvern ZetaNano ZS”

uredaja. Preuzeta iz rada Jovanovic i sar., 2016a.

Vreme (min)

25 pg/l

du (nm) srednja vrednost+SD

250 pg/l

du (nm) srednja

vrednost+SD

0 249445 5540+4
5 179616 362243
10 1635+15 299148
15 1513+17 1744+11
20 1441411 305842
25 1150+19 279143
30 1320420 397444
35 1545+11 41684
40 1457+21 1943+10
45 1112415 213549
50 / 381712
55 1282422 /

60 1296+10 /

24 h 437154 1148+63
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Prilog 3 — Mandibule sa uo¢enim deformitetima u setu eksperimenata za procenu uticaja
nano-TiOz. Uoceno je ukupno 11 (6,36% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 2,5
mg/kg nano-TiOy; C - 25 mg/kg nano-TiOz; D - 250 mg/kg nano-TiO-

Prilog 4 — Mentumi sa uo¢enim deformitetima u setu eksperimenata za procenu uticaja
nano-TiOz. Uoceno je ukupno 5 (2,89% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 25 mg/kg
nano-TiO2
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Prilog 5 — Mandibule sa uo¢enim deformitetima u setu eksperimenata za procenu uticaja
nano-CeO». Uoceno je ukupno 10 (3,64% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 2,5
mg/kg nano-CeOz; C - 25 mg/kg nano-CeO3; D - 2500 mg/kg nano-CeOx.

Prilog 6 — Mentumi sa uo¢enim deformitetima u setu eksperimenata za procenu uticaja
nano-CeO>. Uoceno je ukupno 4 (1,45% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 2,5 mg/kg
nano-CeOz2; C - 25 mg/kg nano-CeO..
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Prilog 7 — Mandibule sa uocenim deformitetima u dodatnom setu eksperimenata za
procenu uticaja nano-CeO> na podlozi od krupno granulisanog kvarcnog peska. Uoceno je ukupno
16 (5,3% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 2,5 mg/kg nano-CeO2; C - 25 mg/kg
nano-CeOz2; D - 250 mg/kg nano-CeOz; E - 2500 mg/kg nano-CeO».
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Prilog 8 — Mentumi sa uo¢enim deformitetima u dodatnom setu eksperimenata za procenu
uticaja nano-CeO2 na podlozi od krupno granulisanog kvarcnog peska. Uoceno je ukupno 12 (4%
od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B - 2,5 mg/kg nano-CeO; C - 25 mg/kg nano-CeO;
D - 250 mg/kg nano-CeO; E - 2500 mg/kg nano-CeO.

Prilog 9 — Mandibule sa uo¢enim deformitetima u setu eksperimenata za procenu uticaja
nano-Fes04. Uoceno je ukupno 7 (3,4% od ukupnog uzorka): A — kontrolni tretman; B — 1 mg/kg
nano-Fes04; C - 5 mg/kg nano-Fes04; D - 10 mg/kg nano-Fez0a..

A
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Izvod
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S napretkom ljudske populacije i razvojem tehnologije i industrije neminovan je i porast
antropogenog pritiska koji naruSava homeostazu prirodnih ekosistema. Ekspanzija
nanotehnologije, koja je pokreta¢ nove industrijske revolucije, uslovila je neophodnost
usavrSavanja ekotoksikoloskih ispitivanja i kontrole proizvodnje nanotehnoloskih proizvoda.

Ovo istrazivanje tiCe se ekotoksikologije nerastvorljivih Cestica antropogenog porekla
koje se taloze na dnu vodenih sistema i time uticu na zajednice hidrobiocenoza. Ispitivana je
toksi¢nost tri oksida metala u nanoformi: titanijum dioksida, nano-TiO> (koristi se kao boja u
ljudskoj ishrani), cerijum oksida, nano-CeO> (koristi se u automobilskoj industriji) i gvozde
oksida, nano-Fe304 (magnetne nanocestice proizvedene za upotrebu u medicini).

Pomoc¢u savremenih metoda izvrSena je detaljna karakterizacija nanocestica (BET analiza
specificne povrSine; XPS analiza povrSinske hemije; XRD analiza faznog sastava i kristalne
strukture; TEM, SEM 1 AFM za analizu veli¢ine i agregacije nanocestica, kao i fotografisanje
uzoraka; EDX kvalitativno i kvantitativno odredivanje elemenata; DLS analiza hidrodinamickog
precnika, indeksa polidisperziteta i { potencijala, kao i in situ karakterizacija nanocestica u
samom eksperimentalnom sedimentu, EDX i SEM).

Nakon karakterizacije sprovedeni su multiparametarski bioloski testovi, na osnovu
laboratorijskih protokola OECD-a, na akvati¢nim model-organizmima, predstavnicima familije
Chironomidae (Diptera): Chironomus tentans i Chironomus riparius. Analiziran je niz
standardnih (mortalitet, prezZivljavanje, vreme, stopa i odlaganje razvi¢a), kao 1 nestandardnih
savremenih biomarkera (oksidativni stres — lipidna i proteinska oksidacija, aktivnost superoksid
dismutaze i katalaze, izrazeni preko ukupne koli¢ine proteina; in vivo genotoksi¢nost analizom
oste¢enja DNK; promena koncentracije hemoglobina; promena morfoloSke varijabilnosti). Prvi
put u dosadasnjoj literaturi upotrebljen je metod geometrijske morfometrije za sveobuhvatna
ispitivanja toksi¢nosti nanocestica.

Dokazana je bioakumulacija svih nanocestica od strane model-organizama. Utvrdena je
subletalna toksi¢nost nanocestica oksida titanijuma, cerijuma i gvozda, dok je u sluc¢aju nano-
TiO2 utvrden i letalni efekat. Modifikovani OECD protokol broj 218 sa upotrebm C. riparius
model-organizma, podloge od finog kvarcnog peska, detaljne karakterizacije nanocestica, analize
bioakumulacije, analize standardnih i komplementarnih subletalnih biomarkera, omogucava

efikasnu procenu toksi¢nosti i monitoring nanocestica u akvaticnim ekosistemima.
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SUMMARY

This research deals with ecotoxicity of insoluble metal oxide nanoparticles, that deposit at
the bottom of aquatic ecosystems and therefore influence the hydrobiocenosis community:
titanium dioxide nano-TiO2 (used as a food colour), cerium oxide nano-CeO: (used in the
automotive industry) and iron oxide nano-FesO4 (magnetic particles manufactured for medicinal

use).

Detailed characterisation of examined nanoparticles was conducted through contemporary
analytical methods (for the analysis of specific surface-BET; surface chemistry-XPS; phase and
crystal structure-XRD; size, aggregation and sample photographing-TEM, SEM and AFM;
qualitative and quantitative element analysis-EDX; hydrodynamic diameter, polydispersity index
and (-potential-DLS; in situ nanoparticle characterisation in the experimental sediment-EDX and
SEM). Multiparametric bioassays were conducted, according to the OECD protocol, on aquatic
model organisms: Chironomidae (Diptera): Chironomus tentans and Chironomus riparius. A
series of standard (mortality, survival rate, developmental time and rate and emergence delay), as
well as nonstandard biomarkers were analysed (oxidative stress-lipid and protein oxidation, SOD
and CAT activity, expressed by total protein content; in vivo genotoxicity via DNA damage
analysis; haemoglobin concentration; morphological variability change). For the first time in
known literature geometric morphometric method was used for comprehensive nanoparticle
toxicity analysis.

Bioaccumulation of all tested nanoparticles by model organisms has been proven. The
sublethal toxicity of titanium, cerium and iron oxide nanoparticles was determined, while in the
case of nano-TiOz, a lethal effect was observed as well. Modified OECD protocol number 218 that
implies using C. riparius as model organism, fine quartz sand substrate, detailed nanoparticle
characterization, bioaccumulation analysis, analysis of standard and complementary sublethal
biomarkers, enables efficient assessment of toxicity and monitoring of nanoparticles in aquatic

gcosystems.
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