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1.UVvOD

1.1. Nanotehnologija i nanotoksikologija

Nanotehnologija se moze definirati kao dizajn, sinteza i primjena materijala i uredaja Cija su
veli¢ina I oblik izradeni na nano razini (Slikal). Iskoristava jedinstvena kemijska, fizikalna,
elektricna 1 mehanicka svojstva koja se pojavljuju kada je materija strukturirana na nano
ljestvici (Buzea i sur., 2007). Prefiks nano u svijetu nano tehnologije znac¢i milijarditi (1x 10°
9, nano tehnologija bavi se razli¢itim strukturama materije dimenzija milijarditog dijela
metra(Poole i Owens, 2003). Istrazuje elektricnu, opticku, i magnetnu aktivnost kao i
strukturalna ponaSanja na molekularnoj i submolekularnoj razini. Nanotehnologija ima
potencijal revolucionarizirati brojne medicinske i biotehnoloske alate da bi bili jednostavniji
za koriStenje, jeftiniji, sigurniji i laksi za prijenos. Nanocestice koriste se u razli¢ite svrhe, od
medicinskih tretmana, koriStenja u razli¢itim granama industrije, optickim uredajima,
elektroniCkim uredajima, senzornoj tehnologiji te za biolosko oznacavanje i lijeCenje
karcinoma. Zbog svojih izvanrednih svojstava kao $to su antibakterijska aktivnost, visoka
otpornost na oksidaciju te visoku toplinsku vodljivost, nano ¢estice su posljednjih godina

privukle veliku pozornost. (Hasan, 2015).
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Slika 1- Nanometarska ljestvica, veli¢ina na nanometarskoj razini

(izvor: web 1)



Nanomaterijali stekli su veliku pozornost zbog svojih novih svojstava, ukljucujuéi i veliku
specifi¢nu povrsinu te veliku reakcijsku aktivnost (Yan i sur., 2012). Nanocestice pokazuju
potpuno razliita svojstva bazirana na specificnim karakteristikama kao S§to su veli¢ina,
distribucija i morfologija, u usporedbi sa ve¢im Cesticama materijala od kojega su nastale.

(Song i Kim, 2009).

Iako je rije¢ nanotehnologija relativno nova, postojanje funkcionalnih struktura
nanometarskih dimenzija nije novo, zapravo takve strukture postoje na Zemlji od kada i zivot
na njoj. Puzlatke, mekusci, konstruiraju vrlo snazne Skoljke, tako $to posjeduju unutras$nju
povrSinu u duginim bojama, nastalu, organiziranjem Kkalcijevog karbonata u snazne
nanostrukturirane cigle medusobno povezane ljepilom od ugljikohidrata i proteina. Pukotine
sa vanjske strane ne mogu se kretati kroz $koljku zbog nanostrukturiranih cigli. Ova pojava
predstavlja prirodnu demonstraciju da strukture gradene odnanocestica mogu biti puno
jace(Poole i Owens, 2003).

Iako nova, povijest nanomaterijala datira unazad ¢ak od 1959. kada je fizi¢ar Richard P.
Feynman predvidio dolazak nanomaterijala (Appenzeller, 1991). Kako je podrucje
nanotehnologije napredovalo postalo je ocigledno da novi nanomaterijali imaju drugacija
svojstva u usporedbi sa njihovim ve¢im pandanom. Zbog svojih jedinstvenih svojstava,
postaju izvrsnim kandidatom za biomedicinsku primjenu zbog toga Sto se razni bioloski
procesi odvijaju na nanometarskoj razini (Mody i sur., 2010). S obzirom na svoja specifi¢na
svojstva 1 Sirok raspon mogucih primjena, na razli¢itim poljima znanosti, osamdesetih godina
proslog stoljeCa zapolinje intenzivan razvoj nanotehnoligije. Medutim razvojem
nanotehnologije i njezinom sveprisutnosti u svakodnevnoj uporabi, javila se i zabrinutost o
mogucim toksi¢nim svojstvima nanocestica. Razli¢ite studije izvijestile su o potencijalnim
rizicima nanocestica za ljudsko zdravlje, Sto je bazirano na upalnoj reakciji uzrokovanoj
nanocesticama zeljezovog oksida kod Stakora (Zhu 1 sur., 2008). Takoder postoje dokazi

toksic¢nih efekata nanocestica silicija na fibroblaste i tumorske stanice (Chang i sur., 2007).

Nekoliko nanomaterijala ve¢ je dospjelo u Siroku uporabu kao TiO2 u bojama (Tran i sur,
2005) i kozmetickim formulama, te ZnO u kremama za suncanje(Reijnders, 2006). No postoje
1 ambiciozniji pokuSaji koriStenja nanomaterijala kao $to je bioremedijacija zagadenog

okolisa, Sto podrazumijeva namjerno otpustanje nanomaterijala (Boxall i sur., 2007).

Brzi razvoj nanotehnologije vjerojatno ¢e postati novi izvor opasnosti za ljude i okoli§ kroz

udisanje, probavu, preko koze, ili ubrizgavanjem proizvedenih nanomaterijala na podrucje
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rada ili kroz potrosacke proizvode. (Zhao i sur.,EOLSS2013). Kao odgovor na moguce
opasnosti sve vise prisutne nanotehnologije, u zadnje se vrijeme, sve viSe razvija i

nanotoksikologija.

Nanotoksikologija, tremin nastao 2004.g, odnosi se na proucavanje potencijalnih toksi¢nih
utjecaja  nanocCestica na bioloske i ekoloSke sustave (Love i sur, 2012). Podrucje
nanotoksikologije bavi se efektima izlozenosti nanomaterijalima. Najvaznije kod
nanotoksikologije je imati jasne spoznaje 0 izvorima nanomaterijala u okolisu. S obzirom da
nanocestice istih materijala koje nisu u nano obliku pokazuju druk¢ija svojstva kao §to su
veli¢ina, povrsina, fizikalno-kemijska struktura, oblik i naboj, i njihova toksi¢nost moze biti
bitno drugacija. S druge strane, jako je malo podataka o, od strane ljudi, napravljenim
nanocesticama (Bacanli i Basaran, 2014).Mchanizme interakcije izmedu nano Cestica i Zivih
sustava jo$ uvijek ne razumijemo u potpunosti. Kompleksnost mehanizama dolazi od
sposobnosti Cestica da se vezu i vrSe interakciju sa bioloSkom materijom te izmjene
karakteristike njihove povrSine, u ovisnosti o okolisu u kojem se nalaze. Znanje 0
mehanizmima interakcije izmedu nanocestica i stanica, posljednjih godina, rapidno raste
uoceno je da stanice propustaju nanocestice pasivnim i aktivnim mehanizmima. Medutim,

unutar staniéne putove i mehanizme puno je teze razumjeti(Elsaesser i Howard, 2011).

Nanocestice dospjele u okoli§ u interakciji su sa zrakom, vodom i tlom(Elsaesser i
Howard,2011). Za procjenurizika kori$tenja nanomaterijala u komercijalnim proizvodima i
njihove primjene u okoliSu potrebno je bolje razumijevanje njihove mobilnosti,
biodostupnosti i toksi¢nosti. Da bi nanocestice predstavljale rizik mora postojati i potencijal
za izlaganje i opasnost kao rezultat izlaganja. Oslobadanje nanocestica moze do¢i iz razli¢itih
izvora kao $to su proizvodna postrojenja, odlagaliSta, postrojenja za proc¢iS¢avanje otpadnih
voda ili izvora kao $to je troSenje materijala koji sadrze nanocestice, takoder moguce je i

oslobadanje kroz proizvodni proces i transport (Nowack i Bucheli, 2007).

Interakcija nanocestica sa elementima okoliSa ¢esto mijenja povrSinska svojstva Cestica te
moze dovesti do nakupljanja (agregacije) Cestica i promijene naboja Cestica ili drugih

povrsinskih svojstava(Handy i sur., 2008).



1.2.Nanocestice cinkovog oksida ZnO

Nanocestice metalnih oksida imaju Siroku primjenu, primarno u podrucju tehnologije,
ukljucujuéi njihovo koristenje kao polu-vodici, elektroluminescentne ili termoelektri¢ne
materijale, takoder se koriste u biomedicinske svrhe kao sustavi za dostavu lijekova za
lijeCenje i dijagnosticiranje te u okoli$u za primjenu u dekontaminaciji (Corr, 2013). Mnostvo
proizvedenih nanocestica metalnih oksida se razvijaju i ugraduju u proizvode gdje ih njihova
jedinstvena kataliticka mo¢, optoelektronicka svojstva, antimikrobno djelovanje i druge

karakteristike ¢ine atraktivnim za Sirok spektar primjena(Oskam, 2006).

Veliki broj istrazivanja pokazao je da neke nanocestice metalnih oksida kao $to su nanocestice
ZnO imaju selektivnu toksi¢nost prema bakterijama te pokazuju minimalne efekte na ljudske
stanice §to preporucuje njihovu upotrebu u agrokulturi i industriji hrane (Ravishankar Rai i
Jamuna Bai, 2011). Nanocestice ZnO pokazale su antimikrobnu aktivnost na Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis i E. coli ( Kesi¢ i Horozi¢,2016). Cinkov oksid je
metalni oksid Siroke uporabe njegove nanocestice imaju specificnu kristalnu strukturu koja
doprinosi njegovim jedinstvenim optoelektricnim svojstvima. ZnO je takoder ucinkovit
fotokatalizator te je dokazano da je ucinkovit u raznim tehnologijama kontrole okoliSa od
remedijacije okoliSnih zagadivaca do medicinske dezinfekcije(Hoffmann i sur., 1995).
Nanocestice Zno danas su sveprisutne, nanoprah trenutno se koristi u razli¢itim proizvodima
ukljuéujuci plastiku, keramiku, staklo, gumu, maziva, boje, hranu, baterije(Slika 2). Ove
nanocestice uobicajeni su sastojci proizvoda za osobnu higijenu i krema za sunanje zbog

svoje izvanredne sposobnosti UV apsorpcije i reflektivnih svojstava (Maa i sur., 2013).

¥ Guma m Keramika wKemikalije ® Elektronika

m Agrokulturam Drugo Boje » Farmakologija

Slika 2- Prikaz zastupljenosti ZnO u industriji.

(izvor: web 2)



Raznolikost struktura nanometarskog ZnO pokazuje da se moZze svrstati medu nove materijale
sa potencijalnim primjenama u mnogim poljima nanotehnologije. Cinkov oksid moze se
pojavljivati  u  jednodimenzionalnim,  dvodimenzionalnim i  trodimenzionalnim
strukturama.(Slika 3)

Slika 3: Primjeri razli¢itih struktura ZnO (a)cvijet, (b)-Sipke,(c) i (d)-Zice
(Kotodziejczak-Radzimska i Jesionowski,2014)

Jednodimenzionalne strukture ¢ine najveéu grupu, ukljuujuéi nanoSipke, -igle, -spirale, -
opruge i drugo. Moze se dobiti i u dvodimenzionalnoj strukturi kao $to su nanoploce ili
nanokugle. Primjeri trodimenzionalnih struktura cinkovog oksida su cvijet, maslacak, pahulje
itd. (Kotodziejczak-Radzimska i Jesionowski, 2014).

Cink je esencijalan za zivot, no u velikim dozama je toksi¢an(Chang i sur., 2012). Neke
studije izvjestavaju da ZnO i njegove nanocestice imaju jaku sposobnost apsorpcije za niz
organskih spojeva i teskih metala(Yang i sur.,2009). Nanocestice ZnO one bolje reflektiraju
UV svijetlost od istih mikrocestica te se, iz toga razloga, ¢esto koriste kao sastojci u kozmetici
1 modernim kremama za suncanje. Informacije o njegovoj sigurnosti/toksi¢nim efektima na
kozi u stalnom su porastu, no postoji nedostatak toksikoloskih podataka(Sharma i sur.,2009).
Povecanje komercijalne uporabe 1 proizvodnja Sirokih razmjera moze dovesti do nenamjerne
izlozenosti ljudi i okoliSa. S obzirom na to vrlo je vazno razumjeti njegovu toksi¢nost za
organizme i okoli§ kroz procese apsorpcije, bioloSku distribuciju, metabolizam 1 izlu¢ivanje
nanomaterijala in vivo. Da bi se osigurala njihova sigurna primjena te pruzile korisne
informacije za razvoj sigurnosnih standarda nanomaterijala (Chang i sur., 2012).



1.3 Biokemijski biljezi

Biokemijski biljezi (biomarkeri) koriste se kao alati za procjenu bioloskih promjena koje
mogu otkriti izlozenost organizama kemikalijama okoliSa. U nekim sluc¢ajevima, biomarkeri
mogu ukazati da kemikalije mogu utjecati na specificne metabolicke putove ili fizioloske
funkcije izlozenih jedinki. Dakle, biomarkeri se mogu upotrijebiti 1 kao dijagnosticki alati i
kao alati za predvidanje. Brojne analize ukazuju da su biomarkeri korisni alati za otkrivanje
prisutnosti ksenobiotika u Zivim organizmima te za dijagnosticiranje zdravlja pojedinca
(Osman, 2013). Postoje mnogi razli¢iti biomarkeri koji se pojavljuju na razli¢itim razinama
organizacije od sub-stani¢nih do cijelih organizama (Connel i sur., 1999). Biomarkeri na
molekularnoj razini reagiraju prvi, nakon cega slijedi reakcija na stani¢noj (biokemijska i
fizioloska) zatim na morfoloSko/histoloskoj 1 razini cijeloga tijela. Tako praéenjem
molekularnih, biokemijskih i fizioloskih parametara biomarkeri se mogu upotrijebiti kao
sustav ranog upozorenja i potencijalna $teta se moze procijeniti prije nego nastupe ozbiljnije

smetnje/posljedice (Lam i Gray, 2003).

1.3.1 Acetilkolin-esteraza (AChE)

Acetilkolin-esteraza jedan je od najvaznijih enzima u mnogim zivim organizmima ukljucujuci
ljude i kraljesnjake, a nalazi se u Ziv€anom sustavu i mi§i¢ima (Massoulie i sur., 1993). AChE
odgovorna je za reguliranje koncentracije acetilkolina tijekom prijenosa ZivC€anih signala.
AChE hidrolizira acetilkolin u acetat i kolin nakon aktivacije acetilkolinskih receptora u
postsinaptickim membranama. Aktivnost AChE sluZi za prekidanje sinapticke transmisije, Sto
prevenira kontinuirano slanje signala na ziv€anim zavrSetcima. Stoga je klju¢na za normalno

funkcioniranje srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava (Lionetto i sur., 2013).

Poznato je da su organofosfati i karbamati specifi¢ni inhibitori kataliticke aktivnosti
acetilkolin-esteraze (Hobbiger, 1961). Oni se vezu na estersko mjesto enzima te reakcijama

fosforilacije i dekarbamilacije deaktiviraju enzim (Lionetto i sur., 2013).



1.3.2 Katalaza (CAT)

Katalaza je vrlo Cest enzim i moze se na¢i u gotovo svim zivim organizmima izlozenim
kisiku, ona katalizira razgradnju vodikovog peroksida na kisik i vodu(Chelikani i sur., 2004),

reakcijom:

2H02,=> 2H,0+ 0O,

Takoder koristi vodikov peroksid da bi oksidirala toksine ukljucujuéi fenole, mravlju kiselinu,
formaldehid i alkohole (Scandalios i sur., 1997). Katalaza je jedan od najucinkovitijih enzima,
jedna molekula enzima moze pretvoriti milijune molekula vodikovog peroksida u kisik i vodu
po sekundi (Goodsell, 2004). Katalaza je tetramer izgraden od Cetiri polipeptidna lanca, svaki
sa vise od 500 aminokiselina (Boon i sur., 2007). Sadrzi Cetiri porfirinska hema, uz pomo¢
kojih enzim reagira sa vodikovim peroksidom. Optimalni pH medu vrstama varira izmedu 4 i
11, a katalaza je osjetljiva i na temperaturu koja takoder varira medu vrstama(Toner i sur.,

2007).

1.3.3 Glutation-S-transferaza

Glutation S-transferaze pripadaju obitelji enzima detoksifikacije koji kataliziraju konjugaciju
reduciranog glutationa sa skupinom spojeva koje imaju elektrofilne centre kao npr.
nitrospojevi, organofosfati i organokloridi(Clark i sur., 1986). S obzirom da je glutation vrlo
vazan pri stani¢noj detoksifikaciji mnogih toksi¢nih ksenobiotika, prac¢enje ovoga endogenog
tiola pri izlaganju toksinima, vrlo je vazno (Otitoju i Onwurah, 2007). Ovi enzimi kataliziraju
reakciju takvih spojeva s -SH skupinom glutationa, i tako neutraliziranja njihovih elektrofilnih

mjesta pri cemu produkt postaje vise topljiv u vodi(Habig, 1974).



1.3.4 Metalotioneini (MT)

Otkrice kadmij (Cd)- vezujucih, cistein-bogatih proteina iz bubrega konja, (Margoshes i
Vallee, 1957), obiljezilo je nastajanje podruja istrazivanja usmjerenog na proucavanje
polipeptida niske molekularne mase super obitelji metalotioneina. Metalotioneini su
neenzimatski proteini male molekularne mase (6-7kDa) sveprisutni u Zivotinjskom svijetu.
Ima neobican sastav aminokiselina, ne sadrzi aromatske aminokiseline te Sto je najvaznije,
jednu trec¢inu ostataka Cini cistein (Klaassen i sur.,1999). Metalotionein veze metale kroz
tiolnu(-SH) skupinu njegovih cisteinskih ostataka. MT ima visok afinitet i prema
dvovalentnim esencijalnim metalima kao §to su Zn 1 Cu, i1 neesencijalnim (ili toksi¢nim) kao
§to su Cd 1 Hg(Robbins i sur., 1991). MT je klju¢ni spoj ukljuen u unutar stani¢no
manipuliranje raznih esencijalnih i neesencijalnih post-tranzicijskih metalnih iona. Osim
sposobnosti vezanja teSkih metala, sugerira se i uloga u unutar stani¢noj fiksaciji esencijalnih
elemenata u tragovima, u kontroli koncentracije i neutralizaciji Stetnih utjecaja izloZenosti

toksicnim elementima (Sakulsak, 2012).

1.3.5 TBARS (reaktivne supstance 2-tiobarbiturne kiseline)

Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS) prirodno su prisutne u bioloSkim
uzorcima iukljucujulipidne hidroperokside i aldehide¢ija se koncentracija povecava kao
odgovor na oksidacijski stres. Rezultati TBARS testa obi¢no iskazuju se kao ekvivalent
malonaldehidu (malondialdehida, MDA), spoj koji nastaje kao rezultat razgradnje
polinezasi¢enih masnih kiselina lipidnih peroksida. TBARS test je dobro poznat, osnovana

metoda za kvantifikaciju tih lipidnihperoksida.



1.4. Cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kakav je utjecaj nano- i nenanocestica ZnO na ekspresiju
biokemijskih biljega (AChE, CAT, GST, MR i TBARS) kod kompostne gujavice Eisenia
fetida. Naime, kompostna gujavica Eisenia fetida se u dosadasnjim istrazivanjima pokazala
kao vrsta s izuzetno dobrim svojstvima indikatora utjecaja ksenobiotika na ekosustav u kojem
obitava te se standardno koristi u procjenama okoliSnog rizika kao testni organizam. Stoga je
potpuno ocekivano pitanje utjecaja nanocestica na pojedina indikatorska svojstva. Kako bi se
ustanovili utjecaji tvari u obliku nanocestica koje su posljedica veli¢ine na nano skali
potrebno je bilo paralelno izvesti pokuse s istom tvari u ne nano obliku. S obzirom da su
nanocestice sve vise prisutne u okoliSu kroz razne upotrebe u gotovo svim granama ljudske
djelatnosti, a jo$ uvijek je velika nepoznanica njihov utjecaj na elemente okoliSa, promjene u
ekspresiji biomarkera se namecu kao odlican alat za odredivanje primarnih utjecaja
nanocestica na okoli$. Biomarkeri proucavani u ovome diplomskom radu mogu ukazati i na
potencijalan utjecaj nanocestica ZnO na kompostnu gujavicu, i na primarni utjecaj
nanocCestica na okoli§. Osim spoznaje o tome kakav je utjecaj nanoCestica na ekspresiju
biomarkera, cilj ovog rada bio je i potaknuti dodatna istrazivanja u smijeru boljeg

razumjevanja ponasanja nanocestica u okoliSu.



2.MATERIJALI | METODE

2.1.Eksperimentalni organizam

2.1.1. Sistematika eksperimentalnog organizma

Carstvo: Animalia
Koljeno: Annelida

Razred: Oligochaeta
Podrazred: Diplotesticulata
Red: Opisthopora
Porodica: Lumbricidae
Rod: Eisenia

Vrsta: Eisenia fetida (Savigny, 1826)

2.1.2 Biologija eksperimentalnog organizma

Gujavice se mogu nazvati ,,inZenjerima ekosustava“ (Lavelle i sur., 1997; Hale i sur., 2005),
jer imaju veliki potencijal za promjenu tla i biljnih zajednica. Gujavice pripadaju makro fauni
obicno se mogu naci u obradenim tlima, travnjacima i drugim agro ekosustavima. Gujavice
utjeu na strukturu tla procesom probave, §to dovodi do razgradnje organske tvari iz

(Nijhawan i Kanwar, 1952).
Bouche (1972) dijeli gujavice u tri osnovne skupine(Slika 4):

1) Epigejne — hrane se i aktivne su u gornjem, povrsinskom sloju,Eisenia andrei, Eisenia
fetida,Lumbricus rubellus.

2) Endogejne — horizontalni hodnici, dublji sloj tla, Aporrectodea caliginosa.

3) Aneci¢ne — aktivni su u dubljim slojevima tla 1 grade vertikalne hodnike,

Aporrectodea longa, Lumbricus terrestris.
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Epigejne Endogejne Anecictne

# Epigejne —L. rubellus \
Endogejne -A. caliginosé

Anecicne -A. longa

Slika 4- Prikaz tri osnovne skupine gujavica i njihova pozicija u tlu
(izvor: web 3)

Eisenia fetida (Savigny, 1826) je crvene, ljubicaste ili smede boje dok joj je abdominalni dio
zuckastog obojenja. Broj koluti¢a je izmedu 80 i 110 te doseze duzinu izmedu 20 i 130 mm.
Odrasle jedinke odrasle jedinke teze od prilike 1,5g , a ve¢ 50-55 dana po nastanku jedinke su
spremne za reprodukciju. Zrela jedinka, u prosjeku, proizvede jedan kokon svaki tre¢i dan i iz
njega se izlegu 1-3 jedinke. Eisenia fetida je epigejna vrsta, odnosno zivi na povrsini tla,
ispod biljnih ostataka, dnevno mogu konzumirati ekvivalent pola svoje teZine organske tvari.
Podnosi Sirok raspon klimatskih promjena 1 aktivna je tokom svih godiS$njih doba. Ova vrsta
je dendritivor i hrani se organskom tvari biljnog i Zivotinjskog podrijetla, te zbog tih svojih
kvaliteta nazivaju ih i graditeljima humusa. Eisenia fetida (Savigny, 1826) je vrsta koja se
moze naéi u okruzenjima s visokim sadrzajem organske tvari i njihove prirodne populacije
pojavljuju se u velikim gusto¢ama fragmentirane distribucije (Elvira i sur., 1996). Na rast i
razmnoZavanje ove vrste gujavice utjecaj ima nekoliko ¢imbenika kao §to su kvaliteta hrane,

vlaga,temperatura i gusto¢a naseljenostiO (Monroy i sur., 2006).

E. fetida je vrsta koja se koristi u komercijalne svrhe za proizvodnju komposta za uporabu
upoljoprivredi. Zbog otporne prirode ove vrste mogu tolerirati Siroki raspon kolebanja
temperature i vlaznosti. Sto omogucuje jednostavan uzgoj jedinki ove vrste. Ima jako dobru

toleranciju na temperaturu, ali ne tolerira dobro izravno suncevo svjetlo.
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2.2.1zlaganje gujavica nanocesticama ZnQO

Izlaganje gujavica nanocesticama ZnO postavljeno je tako da su gujavice izlozene na tri
razli¢ita naCina, odnosno u tri razli¢ita medija, 1 to kontakt test na filter papiru (engl. Filter
paper contact test), izlaganje u umjetnom tlu (engl. Artificial soil test) te izlaganje gujavica

nanocesticama ZnO u ekstraktu tla (engl. Soil exstract test).

2.3.Kontakt test na filter papiru

Kontakt test na filter papiru je akutni test toksi¢nosti supstance i izvodi se prema OECD 207
protokolu (OECD, 1984), i to tako da se gujavice, pojedinacno, izlazu ispitivanoj tvari U
staklenim posudicama ravnoga dna oblozenih filter papirom (povr§ina 60 cm?) bez

preklapanja. Posudice su zatvorene poklopcem sa malim otvorom na vrhu za ventilaciju.

Za pripremu razli¢itih koncentracija I nanocCestica ZnO (20nm) i nenanocCestica (bulk)
koristena je destilirana voda. 1,5 ml ispitivane koncentracije Zno (nanocestica i
nenanocestica) nanosi se na povrSinu filter papira , a nakon toga filter papir se susi pod
laganim tokom komprimiranoga zraka. Nakon suSenja, na filter papir se dodaje 1,5 ml
destilirane vode. U svaku posudu stavi se jedna gujavica, posude se zatvore i stave u komoru
na temperaturu od 20 + 2°C. Test traje 48 sati, a mortalitet se utvrduje nakon 24 i 48 sati.
Mortalitet se odreduje mehanickim podrazajem na prednjem dijelu gujavice, ukoliko nema

odgovora gujavica se smatra mrtvom.

Dvanaest sati prije pocetka izlaganja gujavice su stavljene u Petrijeve zdjelice na vlazni filter

papir da bi ocistile svoj probavni trakt.

U ovome eksperimentu koriSteno je 5 razliCitih koncentracija ZnO (nanocCestice i
nenano&estice): 0,0001 mg/cm?, 0,001 mg/cm?, 0,01 mg/cm? 0,1 mg/cm? i 0,4 mg/cm?.
Kontrola sadrzi samo destiliranu vodu. Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama

pojedinacno, za svaku koncentraciju izlagano je po 7 jedinki.
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2.4.Test u umjetnom tlu

Test u umjetnom tlu je akutni test toksicnosti supstance i izvodi se prema OECD 207
protokolu (OECD, 1984).

Priprema supstrata umjetnog tla:

- 10 % Sphagnum treseta (Sto blize pH podrucju od 5,5 do 6,0, bez vidljivih ostataka biljaka i

fino usitnjen),
- 20 % kaolinitske gline, po mogu¢nosti s vise od 50 % kaolinita,
- 70 % industrijskog pijeska (u kojemu prevladava fini pijesak s vise od 50 % )

Suhe sastojke uklopljene u ispravnim postotcima temeljito promijesati. Sadrzaj vlage tada se
odreduje susenjem maloga uzoraka na 105 °© C 1 ponovnim vaganjem dok se ne dosegne
stalna masa. Dodaje se destilirana voda do ukupne vlaznosti od oko 35% od mase suhe tvari.

U staklene spremnike zapremine oko jedne litre stavlja se mokri supstrat mase 5009 suhe tvari
supstrata. U supstrat su zatim dodane razli¢ite koli¢ine nanocestica ZnQO, i to 5 koncentracija:
0.30 g/kg, 0,60 g/kg, 1,2 g/kg, 3,0 g/kg, 4,8 g/kg nanocestica ZnO. Koristene nanocestice ZnO

su veli¢ine 20nm.
Iste koncentracije 1 na isti na¢in postavljene su 1 za nenanocestice ZnO.
Kontrola sadrzi samo osnovni supstrat i vodu.

U svaki supstrat stavljeno je 7 jedinki gujavica te su posude zatvorene poklopcem sa
ventilacijskim otvorom i stavljene u komoru na temperaturu od 20 + 2 °C uz neprekidno

osvjetljenje od 400 do 800 luksa.

Izlaganje gujavica ispitivanim supstratima trajalo je 7 dana.
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2.5.Ekstrakt tla

Ekstrakt tla je pripremljen prema metodi Van der Ploeg i sur. (2011).

Tlo je bilo prvo suseno na 60°C preko noci da bi se uklonila fauna tla. Da bi pripremili

ekstrakt tla koristeno je, prethodno suseno, tlo pomijesano sa vodom u omjeru 2 : 5 (w/v).

Tlo za eksperiment uzorkovano na lijevoj obali Drave. Suspenzija je postavljena na magnetnu
mijesalicu na 180 rpm kroz period od 1 sat. Tako pripremljena otopina filtrirana je na vakuum
i centrifugirana na 12000g. Tako dobivenom ekstraktu tla dodavane su razli¢ite koli¢ine
nanodestica ZnO da bi dobili otopine razli¢itih koncentracija, i to 0,0001 mg/cm?, 0,001

mg/cm?, 0,01 mg/cm?, 0,1 mg/cm? i 0,4 mg/cm?(Slika 5).

Slika 5 - Pripremljen ekstrakt tla razli¢itih koncentracija nano ZnO
(foto Gordana Vrbat)

KoriStene su nanocestice veli¢ine 20nm. Tako pripremljen ekstrakt tla razli¢itih koncentracija
nanocestica , zatim je tretiran u ultrazvucnoj kupelji tijekom 30 sekundi, da bi se sprijecila

aglomeracija nanocestica ZnO (Slika6).
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Slika 6- Ekstrakt tla sa nanoc¢esticama ZnO u ultrazvucnoj kupelji
(fotoGordana Vrbat)

Kontrola je sadrzavala samo ekstrakt tla. Gujavice su tretirane pojedinacno, u staklenim
posudicama s ravnim dnom. U svaku posudu dodano je 1,5 ml smjese ekstrakta tla i
nanocCestica ZnO, razlicitih koncentracija, posude su zatvorene poklopcem sa ventilacijskim
otvorom. U svaku posudu stavi se jedna gujavica, posude se zatvore i stave u komoru na

temperaturu od 20 + 2°C. Mortalitet se mjeri nakon 24 i 48 sati.

Vrijeme izlaganja je 48 sati. Gujavice su izlagane razli¢itim koncentracijama supstrata, i to po

7 jedinki za svaku koncentraciju.

2.6.Priprema postmitohondrijske frakcije gujavica

Nakon izlaganja gujavica ispitivanim supstratima, gujavice su kratko isprane destiliranom
vodom. Zatim su prenesene u homogenizator uz dodatak hladnog fosfatnog pufera u omjeru
1: 5 (masa tkiva gujavice : volumen pufera). Homogenizacija se izvodila upotrebom
homogenizatora uronjenog u posudu sa ledom, kroz kratak vremenski period cca 40-60
sekundi. Homogenat je zatim centrifugiran na 9000g kroz period od 30 minuta na temperaturi
od +4°C. Supernatant, postmitohondrijska frakcija,odnosno S9 frakcija potom je odlivena u

Eppendorf epruvetice s poklopcem i spremljena na -80°C do uporabe.
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2.7.Mjerenje aktivnosti enzima acetilkolin esteraze (AChE)

Aktivnost AChE mjerena je spektrofotometrijski metodom po Ellmanu (1961) u
postmitohondrijskoj frakciji gujavica na 412 nm. Aktivnost enzima odreduje se mjerenjem
nastanka tiokolina kao nusprodukta hidrolize acetilkolina. Odmah po nastanku, tiokolin,
reagira sa Ellmanovim reagensom, odnosno 5,5’- ditio-bis-(2-nitrobenzojevim) anionom

(DTNB) pri ¢emu nastaje zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline.
acetilkolin - tiokolin + acetat
tiokolin + ditiobisnitrobenzoat -»anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline
Reakcija se odvija pri neutralnom ili alkalnom pH.

Mjerenje se vrsi u staklenoj kiveti volumena 1,5 ml, u koju ide reakcijska smjesa koju ¢ini
1,4 ml fosfatnog pufera, 25 ul DTNB, 40 pl S9 i 35 pl acetiltiokolin jodida. U referentnoj

Kiveti nalazi se samo fosfatni pufer. Mjeri se na 412 nm tijekom 30 sekundi.

2.8. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Za mjerenje aktivnosti katalaze koriStena je metoda po Claiborneu (1985.). Enzim katalaza
katalizira reakciju razgradnje dvaju molekula H202 na dvije molekule H>O. Razgradnja
vodikovog peroksida prati se na 240 nm, a razlika u apsorbanci po jedinici vremena mjera je

aktivnosti enzima.
(kataliticka aktivnost) H202 - Oz +2H20

Mjerenje se vrsi u kvarcnoj kiveti volumena 1,5, apsorbancija se mjeri na 240nm tijekom 30
sekundi. Reakcijska smjesa sastoji se od 780ul fosfatnog pufera, 20ul S9 i 700ul H20:.

Referentna kiveta sadrzi samo fosfatni pufer.
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2.9. Mjerenjeaktivnosti glutation S-transferaze (GST)

Za mjerenje aktivnosti glutation S-transferaze koristena je metoda po Habigu (1974.).

Glutation S-transferaza katalizira konjugaciju L-glutationa sa 1-kloro-2,4-dinitrobenzenom

(CDNB) kroz tiolnu skupini L-glutationa:
GSH + CDNB -> GS-DNB konjugat + HCI
Brzina porasta apsorbancije direktno je proporcionalna aktivnosti GST u uzorku.

Mjerenje se vrsi u kiveti volumena 1,5 ml, apsorbancija se mjeri na 340 nm tijekom 30
sekundi. Reakcijska smjesa sastoji se od 1 ml CDNB, 250 ul GSH i 25ul S9. Referentna

kiveta sadrzi samo fosfatni pufer.

2.10.0dredivanje metalotioneina (MT)

Za spektrofotometrijsko odredivanje metalotioneina koriStena je metoda po Linde i1 Garcia-

Vazquez (2006).

Postupak odredivanja metalotioneina odvija se u nekoliko stupnjeva. Nakon homogenizacije
tkiva slijedi koncentriranje otopine metalotioneina tako da se izdvoji 200ul uzorka i u njega
se doda 210ul hladnog apsolutnog etanola (-20°C) i 16ul hladnog kloroforma (-
20°C).Dobiveni uzorci se vorteksiraju i centrifugiraju na 6000gtijekom 10 minuta.
Supernatant je izdvojen i odliven u Eppendorf epruvetice od 1,5 ml. U supernatant se zatim
doda 1050 pl hladnog apsolutnog etanola (-20°C). Uzorak se vorteksira i pohrani na -20°C
1sat.

Zatim je slijedi postupak prociS¢avanja i kvantifikacije metalotioneina. Dobiveni uzorci
secentrifugiraju na 6000g tijekom 10 minuta (0 - 4°C). dobiveni talog se sacuva i
resuspandira sa 60 pl 5 mM tris-HCI + 1 mM EDTA(etilendiaminotetraoctena kiselina), pH7.
Talog se potpuno otopi i potom vorteksira. U resuspendiranu frakciju metalotioneina doda se
840 ul 0,43 mM DTNB(5,5'- ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina)) + 0,2 M fosfatni pufer,
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pH=8.dobiveni uzorak ostavi se 30 min na sobnoj temperaturi apsorbancija se ocitava na
412nm.

U referentnoj kiveti nalazi se 0,43 mM DTNB + 0,2 M fosfatni pufer, pH=8. Koncentracija

metalotioneina izracunava se iz kalibracijske krivulje GSH (glutation, reducirani).

2.11.0dredivanje reaktivne supstance 2-tiobarbiturne kiseline—=TBARS

KoriStena je metoda prema Buege i Aust (1978).

Malondialdehid je produkt lipidne peroksidacije. Jedna molekula malondialdehida reagira sa
dvije molekule 2-tiobarbiturne kiseline u kiselom mediju) u reakciji Knoevenagel-ove

kondenzacije, pri ¢emu nastaje kromofor sa maksimumom apsorpcije na 532 nm.

Uzorak razrijediti 5x (100ul S9 + 400 pl fosfatnog pufera). u slijepoj probi nalazi se
samopufer (500ul) i dalje se obraduje kao i uzorci. Zatim se pomijesa 500ul uzorka S9 i 1ml
TCA-TBA-HCI. Kratko se vorteksira te se uzorci, u vodenoj kupelji, zagrijavaju na 100 °C
tijekom 15 min. Uzorci se zatim ohlade na sobnu temperaturu, te se uklanja pahuljasti
precipitat centrifugiranjem 10 min na 15000g.

Apsorbanca uzorka se ocitava na 532 nm. Pri mjerenjukoristi se staklena kiveta, u referentnoj

Kiveti nalazi se slijepa proba.
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3. REZULTATI

3.1. Umjetno tlo (artificial soil AS)

3.1.1. Aktivnost AChE u homogenatu gujavica

Rezultati mjerenja aktivnosti acetilkolin- esteraze prikazani su na slici 7 (a) i (b). 1z rezultata
je vidljiva razlika aktivnosti enzima razliitih uzoraka. Odnosno izmedu kontrole i nekih
uzoraka vidljiva je statisticki znacajna razlika (p < 0,05). U odnosu na kontrolu, statisti¢ki
znacajnu, razliku vidimo kod uzoraka bZn C4 i bZn C5 (kod ne nanocestica), te nZn_C2 i
nZn_CS5. Usporedbom rezultata izmedu istih koncentracija ne nanocestica ZnO i nanocestica
ZnO nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Uz pomo¢ izmjerenih apsorbanci izracunata je
specifi¢na enzimska aktivnost za uzorke i utvrdene su sljedece srednje vrijednosti bzZn_C4
(49,73477 nmol min? mg?'), bzn C5 (37,53151 nmol min? mguoe?), nZn_C2
(49,64811nmol min™t mgprort), nZn_C5 (44,4958nmol min mgpro) i za kontrolu (58,09743

nmol min™t mgprot™).
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7 (a)- usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti AChE svih koncentracija ZnO
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7 (b)- usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 7 (a) i (b) - aktivnost AChE u homogenatu gujavica

3.1.2. Aktivnost katalaze (CAT)

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze prikazani su na slici 8 (a) i (b). 1z rezultata nije vidljiva
statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05) niti kod ne nanocestica ZnO niti kod nanocestica ZnO u
odnosu na kontrolu. Usporedbom istih koncentracija ne nanocestica ZnO i1 nanocestica ZnO,

takoder nije utvrdena statisticki znacajna razlika, na niti jednoj koncentraciji.
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8 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanoc¢estica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 8 (a) i (b) - aktivnost CAT u homogenatu gujavica
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3.1.3. Aktivnost glutation S-transferaze (GST)

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation S- transferaze (GST) prikazano je naslici 9 (a) i (b).

Iz rezultata nije vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu aktivnosti GST kod ne nanocestica
i nanocestica ZnO u odnosu na kontrolu. Usporedbom rezultata kod istih koncentracija ne
nanoCestica i  nanoCestica ZnO uoCena je statisticki znacajna razlika (p< 0,05) kod
nZn_C4/bZn_CA4. Za navedene koncentracije izmjerena je apsorbanca za sve uzorke izlozene
ne nanocesticama ZnQO, nanocesticama ZnO 1 kontrolu uz pomo¢ kojih jeizracunata specificna
enzimska aktivnost te njezina srednja vrijednost koja je za bZn_C4 (329,117 nmol min
Mgprot ) i za nZn_C4 (240,4741 nmol min™ mgprot™).
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9 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST svih koncentracija ZnO
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9 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanoc¢estica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 9 (a) i (b) - aktivnost GST u homogenatu gujavica

3.1.4. Mjerenje TBARS - reaktivne supstance 2-tiobarbiturne kiseline

Rezultati mjerenja TBARS prikazano je naslici 10 (a) | (b).

Iz rezultata mjerenja vidljiva je statisticki znacajna razlika na uzorcima nZn C2, bZn_C3,

nZn_C1libzZn_C1 u odnosu na kontrolu. Za navedene koncentracije izmjerena jeapsorbanca

za sve uzorke izloZene nenanocCesticama, nanocesticama ZnO i kontrolu te je uz pomoc

apsorbanceizracunata koli¢ina MDA te njihova srednja vrijednost za svaku koncentraciju za
nZn_C2 (0,379538 nmolmgpor?), bZn C3(0,396039604 nmolmgprt?), nZn_C1(0,410184
nmolmgpror™) i bZn_C1(0,353607 nmolmgprer?). Usporedbom mijerenja T-BARS istih

koncentracija ne nanocestica ZnO 1 nanocestica ZnO nije uocena statisti¢ki znacajna razlika.
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10 (a)- usporedba vrijednosti mjerenja prisutnosti TBARS svih koncentracija ZnO

TBARS AS

0,45

0,35 7\./

0,25 —r/ -

~

© W O
w Y
;

== bZn
0,15

nZn

o
-

0,05

Koli¢ina TBARS nmol mg ., **
o
)

o

0 0,15 0,3 0,6 1,2 2,4
Koncentracija (g/kg)

10 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 10 (a) i (b) - TBARS u homogenatu gujavica



3.1.5. Mjerenje metalotioneina MT

Rezultati mjerenja metalotioneina prikazana su na slici 11 (a) i (b).

1z rezultata je vidljiva statisticki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu uzoraka i kontrole i to za
koncentracije nZn_C1, nZn_C2, nZn_C3 i nZn_C4. Za navedene koncentracije izmjerena je
apsorbanca za sve uzorke te uz pomo¢ iste izraCunata je koli¢ina MTu uzorku iz kojih je
izratunata srednja vrijednost za nZn_C1(1,838755 pmolmgprt?), nZn_C2(1,672352
pumolmgprot ), nZn_C3(1,647392 pumolmgprer) i nZn_C4(1,893876 pmolmgpor) te za
kontrolu (1,178169 pmolmgprot™).

Usporedbom mjerenja metalotioneina istih koncentracija ne nanocestica ZnO 1 nanocestica
ZnO uocCena je statisticki znacajna razlika (p < 0,05) na slijede¢im koncentracijama
bZn_Cl/nZn_C1, bZn_C2/nZn_C2 i bZn_C3/nZn_C3. Za navedene koncentracije izmjerena
jeapsorbanca za sve uzorke izlozene nanocesticama ZnO i kontrolui izracunataje srednja
vrijednost i to za nZn_C1(1,838755 pmolmgpror?), nZn_C2(1,672352 pmolmgpror?),
nZn_C3(1,647392 pmolmgpor?), bZn C1(1,134662 pmolmgpri?), bZn_C2 (1,05666
umolmgpror?) i bZn_C3(1,180423 pmolmgprot?).
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11 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja prisutnosti MT svih koncentracija ZnO
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11 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 11 (a) i (b) — MT u homogenatu gujavica
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3.2.Kontakt test na filter papiru (Filter paper contact test- FPT)

3.2.1.Aktivnost acetilkolin — esteraze AChE

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE prikazani su naslici 12 (a) i (b).

Iz rezultata je vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i nZn C3. lzmjerena je
apsorbanca za sve uzorke izlozene ne nanoCesticama, nanoCesticama ZnO i kontrolu I
izraCunata je specificna enzimska aktivnost i srednja vrijednost iste tako je za nZn_C3
(22,932 nmol mint mg™?) i za kontrolu (17,6234 nmol min™ mg™). Usporedbom rezultata istih
koncentracija ne nanocestica ZnO 1 nanocestica ZnO utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika 1
to izmedu bZn C2/nZn C2 i bZn C3/nZn C3. Izmjerena aktivnost bila je sljedeca
bZn_C2(15,26 nmol min* mg?), nZn_C2(20,538 nmol min* mg?), bzn_C3(15,181 nmol
min?t mg?) i nZn_C3(22,932 nmol mint mg?).
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12 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti AChE svih koncentracija ZnO

27



AChE FPT

N
(0]

N
o

)
L
|

10 == bZn
nZn
5
O T T T T T 1

Aktivnost AChE nmol min mg,

0 0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4
Koncentracija (mg/cm?)

12 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 12 (a) i (b) — AChE u homogenatu gujavica

3.2.2. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze (CAT) prikazana je na slici 13 (a) i (b).

1z rezultata je vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu koncentracije i bZn_C5. Izmjerena
je apsorbanca za sve uzorke izloZene ne nanocesticama, nanocesticama ZnO i kontrolu i
izraGunata specifiéna enzimska aktivnost i srednja vrijednostza bZn_C5 (14,002 pmol min™
MQprot 1) i kontrola (10,6307umol min™ mgprtt). Usporedbom rezultata istih koncentracija ne

nanocestica ZnO 1 nanocestica ZnO nije uocena statisti¢ki znacajna razlika.

28



CAT FPT

Kontrola bZn_C1 bZn_C2 bZn_C3 bZn_C4 bZn_C5 Kontrola nZn_C1 nZn_C2 nZn_C3 nZn_C4

S~ )
N D OO 00 O

Aktivnost CAT pmol min'* mg,,
[
o

o N B O

Uzorci

13 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti CAT svih koncentracija ZnO
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13 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 13 (a) i (b) — CAT u homogenatu gujavica



3.2.3. Mjerenje aktivnosti glutation S- transferaze (GST)

Rezultati mjerenja glutation S- transferaze (GST) prikazani su na slici 14 (a) i (b).

Iz rezultata je vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i nZn_C4. Izmjerena je
apsorbanca za sve uzorke izlozene ne nanoCesticama, nanoCesticama ZnO i kontrolu i
izraCunata je specifi¢na enzimska aktivnost i njenasrednja vrijednost koja je za nZn_C4
iznosila 86,328 pmol min™® mgpor® i kontrolal06,1 pmol min™ mgprt. Usporedbom istih

koncentracija nanocestica ZnO 1 ne nanocestica ZnO nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.
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14 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST svih koncentracija ZnO
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14 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO
Slika 14 (a) i (b) — GST u homogenatu gujavica
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3.2.4. Mjerenje TBARS - reaktivne supstance 2-tiobarbiturne kiseline

Rezultati mjerenja TBARS prikazani su na slici 15 (a) i (b).

Usporedbom rezultata razliitih koncentracija ne nanocestica ZnO i nanocestica ZnO i
koncentracije nije uocena statisticki znacajna razlika. Razlika izmedu uzoraka uocena je
usporedbom istih koncentracija ne nanocestica ZnO sa istim koncentracijama nanocestica
ZnO i to na bzZn_C1l/nZn_C1 i bZn_C3/nZn_C3. Izmjerene su apsorbance za sve uzorke
izloZzene razli¢itim koncentracijama ZnO 1 kontrolu 1 zatim izraCunata koli¢ina 1 njezine
srednje vrijednosti zabZn_C1 (0,183876 nmol mgprot?), nZn_C1(0,490335 nmol mgprot2),
bZn_C3(0,275813 nmol mgpret?) i nZn_C3(0,445545 nmol mgpret) i kontrola (0,294672

nmol Mgprot ).
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15 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja prisutnosti TBARS svih koncentracija ZnO
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15 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 15 (a) i (b) — TBARS u homogenatu gujavica

3.2.5. Mjerenje metalotioneina (MT)

Rezultati mjerenja metalotioneina vidljivi su naslici 16 (a) i (b).

Usporedbom rezultata mjerenja izmedu koncentracije i razlicitih koncentracija ne nanocestica
ZnO i nanocestica ZnO nije utvrdena statisti¢cki znacajna razlika. Usporedbom rezultata
mjerenja istih koncentracija ne nanocestica ZnO i nanoCestica ZnO iste koncentracije

utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajne razlike.

32



MT FPT

w
w u

N
[

[

o
"

Koli¢ina MT pmol mg
P
(9] N
—
—
—
—
—
—
—
—
—

o

K o ¢ o &> O ¥ o ¢ & &
O Q7 o/ ' ' ' S ' ' ' Y%
N U N AT A CARP U

Uzorci

16 (a)- usporedba vrijednosti mjerenja prisutnosti MT svih koncentracija ZnO
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16 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 16 (a) i (b) — MT u homogenatu gujavica
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3.3. Ekstrakt tla (Soil exstract test SE)

3.3.1. Mjerenje aktivnosti AChE

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE vidljivi su na slici 17 (a) i (b).

Usporedbom rezultata izmedu kontrole 1 razli¢itih koncentracija nanocestica ZnO uo€ena je
statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i nZn_CS5. Izmjerena je apsorbanca za sve uzorke
izlozene razli¢itim koncentracijama nanocestica ZnO i kontrolu i izraunata je specifi¢na
enzimska aktivnost i srednja vrijednost za nZn_C5 (38,76838 nmol mint mg?) i kontrola
(28,29044 nmol min™ mg™).
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17 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti AChE svih koncentracija ZnO
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17 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 17 (a) i (b) — aktivnosti AChE u homogenatu gujavica

3.3.2. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze (CAT) vidljivi su na slici 18 (a) i (b).

Usporedbom rezultata mjerenja aktivnosti CAT izmedu kontrole i razli¢itih koncentracija
nanocestica ZnO, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i
nZn_C5. Izmjerene su apsorbance svih uzoraka izlozenih nanocesticama ZnO i kontrolu i
izraCunata specifi¢na enzimska aktivnost i srednja vrijednostkoja je iznosila za nZn_C5

(25,9502 pmol min mgpror?) i kontrolu (21,28604umol min™ mgpror™).
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18 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti CAT svih koncentracija ZnO
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18 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 18 (a) i (b) — aktivnosti CAT u homogenatu gujavica
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3.3.3. Mjerenje aktivnosti glutation S- transferaze (GST)

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation S- transferaze vidljivi su na slici 19 (a) i (b).

Usporedbom rezultata mjerenja aktivnosti GST izmedu kontrole i razli¢itih koncentracija

nanocestica ZnO utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i nZn_C2

i nZn_C3. Izmjerene su apsorbance za sve uzorke izlozene razli¢itim koncentracijama

nanocestica ZnO i kontrolu i izraCunata je specifi¢na enzimska aktivnost i srednja vrijednost

za sve koncentracije nZn_C2 (264,3804 nmol min™ mgprot?) i NZn_C3 (264,1982 nmol min

mgprot-l) i kontrola (222,6545 nmol min'l mgprot-l)_
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19 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST svih koncentracija ZnO
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19 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 19 (a) i (b) — aktivnosti GST u homogenatu gujavica
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3.3.4. Mjerenje TBARS - reaktivne supstance 2-tiobarbiturne kiseline

Rezultati mjerenja T-BARS vidljivi su na slici 20 (a) i (b).

Usporedbom rezultata mjerenja utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu

kontrole i uzoraka izlozenih razli¢itim koncentracijama nanocestica ZnQO.
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20 (a)- Usporedba vrijednosti mjerenja prisutnosti T-BARS svih koncentracija ZnO
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20 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 20 (a) i (b) — aktivnosti T-BARS u homogenatu gujavica
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3.3.5. Mjerenje metalotioneina MT

Rezultati mjerenja metalotioneina (MT) vidljivi su na slici 21 (a) i (b).

Usporedbom rezultata izmedu kontrole 1 uzoraka izlozenih razli¢itim koncentracijama

nanocestica ZnO, utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike.
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21 (b)- Usporedba parova vrijednosti nanocestica ZnO i nenanocestica ZnO

Slika 21 (a) i (b) — aktivnosti MT u homogenatu gujavica
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4. RASPRAVA

Mjerenje stani¢nih i substani¢nih odgovora na ksenobiotikekod Zivih organizama predstavlja
relativno novi alat u monitoringu okolisa kao odgovor na potrebe otkrivanja i procjene uc¢inka
ksenobiotika na biotu (Legadic i sur., 2000). Biomarkeri su kvantitativno mjerljive promjene
u bioloskim sustavima kao odgovor na izloZzenost ksenobioticima (Lam i Gray, 2003).
KoriStenje termina biomarker, opéenito se odnosi na biokemijske, molekularne, stani¢ne i
fizioloske promjene mjerene u tjelesnim tekuc¢inama, stanicama i tkivima u organizmu. Jedna
od najvaznijih znacajki biomarkera jest ta da imaju potencijal predvidanja promjene na vis§im
razinama bioloske organizacije kao §to su populacije ili ekosustavi. Rani odgovor biomarkera
moze se koristiti kao alat predvidanja najveceg utjecaja $to omogucuje npr. pocetak koristenja
raznih strategija bioremedijacije prije nego S$to dode do ireverzibilnih oStecenja okolisa

(Moore, 2004).

U ovom radu kao eksperimentalni organizam koriStena je kompostna gujavicaEisenia
fetida.Biomarkeri gujavica predstavljaju koristan alat za monitoring tla i procjenu okolisnog
rizika, kao rano upozorenje na $tetne ekoloske ucinke. Posljednjih godina biomarkeri postaju
sve vaznijiu evaluaciji utjecaja zagadivala na organizme tla (Sanchez-Hernandez, 2006).
Upravo zbog sve vece vaznosti istrazivanja biomarkera na gujavicama, kao dobrih indikatora
utjecaja zagadivala na organizme u tlu, ovaj rad je kao eksperimentalni organizam koristio
upravo njih. S obzirom na sve vecu prisutnost nanocestica u industriji, medicini, tehnologiji,
kozmeti¢kim preparatima pa tako i u okoliSu u posljednje se vrijeme sve viSe postavlja pitanje
mogucéeg negativnog utjecaja nanocestica na organizme u okoliSu kao i na sam ekosustav.
Kako su se biomarkeri pokazali vrlo osjetljivima na prisutnost ksenobiotika, te se koriste za
rano upozoravanje na negativne utjecaje na organizme u okoliSu, tako je 1 ovaj rad ispitao
utjecaj nanocestica na biomarkere. U ovome eksperimentu istrazivan je utjecaj nanocestica i
nenanocestica ZnO. Istrazivanje je obuhvatilo ispitivanje utjecaja na pet razlic¢itih biomarkera,
AChE, CAT, MT, TBARS, GST.

Mjerenjem prethodno navedenih biomarkera dobiven je uvid 0 utjecaju nanocestica i

nenanocestica ZnO na gujavice.

Rezultati istrazivanja pokazali su utjecaj nanocestica i nenanocestica ZnO na aktivnost AChE.

Pri veéim koncentracijama i duzem izlaganju (AS-test) doSlo je do inhibicije aktivnosti
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enzima. Medutim, pri kratkoro¢nom izlaganju od 48 sati na filter papir kontakt testu kao i u
ekstraktu tla, dobili su se druk¢iji rezultati. Naime, pri kratkotrajnom izlaganju na najvis§im
koncentracijama izlozenosti doslo je do povecanja aktivnosti enzima. Takav odgovor
biomarkera karakteristi¢an je za hormezu. Pojava hormeze je karakterizirana stimulacijom na
malim dozama i inhibicijom na veé¢im dozama (Stenersen, 1980). Velki i Hackenberger
(2013) su pri istrazivanju utjecaja deltametrina (insekticid) i primifos-metila na gujavicama E.
andrei, dokazali hormezu kod aktivnosti AChE pri izlaganju na filter papiru. lzmjereni

rezultati za AChE u okvirima ovog rada su sli¢ni podatcima opisanim u literaturi.

Istrazivanjem utjecaja nanoCestica TiO2 na gujavicama vrste Pheretima hawayana, (Khalil i
sur., 2015), pokazali su da nanocestice inhibiraju aktivnost AChE, te da je aktivnost enzima
sve manja §to je duze izlaganje. Njihovo istrazivanje uzimalo je u obzir i duljinu izlaganja.
Mjerenjem rezultata nakon 3, 14 1 28 dana pokazali su da je najveci pad inhibicije nakon prva
tri dana izlaganja te da se smanjenje aktivnosti AChE nastavlja i nakon 7. te 24. dana.
Medutim smanjenje je najizraZenije nakon prva tri dana. Osim toga, oni su pokazali i da je
smanjenje aktivnosti ovisno o koncentraciji TiO2 kojoj su gujavice izlozene (dose-response)
S§to u nasem radu nije bio slucaj. Rezultati naSeg rada ne pokazuju odgovor prema povecanju
koncentracije nanocestica, $to se moze objasniti manjim vremenskim periodom izlaganja, te
koritenjem drukcijih koncentracija izlaganja. Testiranje aktivnosti AChE kod gujavica uz
koristenje drugih supstanci kao §to su azodrin (Rao i sur., 2004) i 1,2,4-triklorobenzen (Wu i
sur., 2012), takoder je pokazalo smanjenje aktivnosti enzima (inhibicija) u ovisnosti o duljini

izlaganja 1 koriStenim koncentracijama.

Najnovija istrazivanja utjecaja pesticida na AChE kod gujavica u obzir uzimaju i temperaturu
kao 1 medusobne interakcije pesticida u mjeSavinama (Bednarska i sur., 2016). Rezultati
istrazivanja pokazali su da djelovanje pesticida u mjeSavinama ima utjecaj na smanjenje

aktivnosti AChE no temperatura nije pokazala statisti¢ki zna€ajan ucinak na aktivnost AChE.

Mjerenjem aktivnosti CAT pokazao se utjecaj na enzim samo pri najve¢im koncentracijama
izloZenosti nenanocesticama ZnO, pri kratkotrajnom izlaganju. Zanimljivo je $to su rezultati
pokazali da nema statisti¢ki znac¢ajnog utjecaja nanocestica ZnO na aktivnost CAT. Statisticki
znafajna razlika izmjerena je samo na najviSim koncentracijama kod izlaganja
nenanocesticama ZnO. Usporedbom dobivenih rezultata s literaturnim podacima uocene Su se
znacajne razlike. Tako, su Khalil i sur. (2015) na gujavicama P. hawayana, pokazali

povecéanje aktivnosti CAT u ovisnosti o koncentraciji nanocestica TiO2. Prema Hu i sur.
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(2010) aktivnost CAT se povecala pri manjim dozama izlaganja nanocesticama ZnO, a pri
ve¢im dozama je dolazilo do smanjenja aktivnosti CAT. Iako u nasem radu nije bilo statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolu, vidljive su naznake povecanja aktivnosti CAT pri
manjim koncentracijama, te smanjenje aktivnosti CAT pri najveé¢im koncentracijama. Razlog
smanjenja aktivnosti moze se objasniti moguénosc¢u preopterecenja prirodne antioksidativne
obrane organizma pri najve¢im koncentracijama izlaganja. Za razliku od literaturnih podataka
za gujavice, kod visih Zivotinja kao $to su ribe, rezultati su bitno druk¢iji. Rezultati mjerenja
kod riba ukazuju na povecanje utjecaja Cestica ZnO u ovisnosti o koncentraciji. Osim toga,
kod riba djelovanje razlicitih nanocestica (ukljucujuci i ZnO) (Jun, 2012) uzrokuje inhibiciju
aktivnosti CAT. U navedenim publikacijama postavlja se hipoteza da nanocestice mijenjaju

aktivnost CAT peroksidativnim oStec¢enjima tkiva.

Mjerenja aktivnosti GST je pokazalo da nema statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolu pri izlaganju u umjetnom tlu. No, pri kratkotrajnom izlaganju (filterpapir test,
ekstrakt tla)su uoceni kontradiktorni rezultati. Pri izlaganju filter papir kontakt testom
izmjereno je smanjenje aktivnosti pri ve¢im koncentracijama nanocestica ZnO, dok je pri
izlaganju u ekstraktu tla izmjerena povecana aktivnost GST. Sli¢ne rezultate dobili su
Sanchez i Hernandez(2014) pri izlaganju gujavice Aporrectodea caliginosa klorpirifosu,
mjerenjem GST. Oni su utvrdili da je kratkotrajno izlaganje (3 dana) povecalo aktivnost
enzima, dok izlaganje kroz duzi vremenski period (21 dan) nije dalo znacajne razlike u
odnosu na kontrolu. Temeljem takvih rezultata su izveli zakljucak da ovaj, o vremenu ovisan,
odgovor sugerira da GST ima veliku detoksifikacijsku ulogu pri inicijalnom izlaganju
organofosfatima (OP). Maiaty i sur. (2008) izlagali su gujavice L. mauritii olovu i cinku.
Mjerenje aktivnosti GST pokazalo je poveéanu aktivnost nakon izlaganja olovu nakon 2. i 7.
dana, dok nakon tog vremena nije viSe bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu.
Izlaganje Zn nije imalo statisticki znacajnog ucinka na aktivnost GST. Razlika se moze
pripisati karakteru Zn kao esencijalnom metalu u organizmima, zbog kojega regulatorni
mehanizmi organizma dozvoljavaju metalu da odrzava homeostazu u razliitim uvjetima
okoliSa. Naravno, prisutnost Zn u ve¢im koli¢inama u tkivu moZe imati Stetne efekte na
gujavice (Panda i sur., 1999). U nasem radu su vidljivi kontradiktorni rezultati pri istom
vremenskom periodu i istim koncentracijama izlaganja nano- i nenanocesticama ZnO te
izmedu filter papir testa i testa u ekstraktu tla. S obzirom da je jedina razlika izmedu ova dva
naCina izlaganja u tome da je ekstrakt tla, kao Sto je objasnjeno u poglavlju materijali i

metode, pripreman iz tla na taj nacin da su u ekstraktu preostale organske tvari iz samoga tla,
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moze se zakljuciti kako ta organska tvar ima znacajan utjecaj na aktivnost GST. KoriStenje
ekstrakta tla nije uobiCajen nacin izlaganja gujavica ispitivanim tvarima, pa literaturnih
podataka o mjerenju GST nismo uspjeli pronaci. Stoga se ovaj zakljucak u obliku znanstvene

hipoteze namece kao jedini.

Rezultati mjerenja koli¢ine TBARS pokazali su vecu prisutnost, u odnosu na kontrolu, pri
manjim koncentracijama kojima su gujavice bile izloZene. Nasi podaci su sli¢ni podacima iz
literature. Izlaganje nanocesticama TiO2 i ZnO, pokazalo je da dolazi do naglog povecanja
TBARS pri manjim koncentracijama, dok je pri izlaganju ve¢im koncentracijama dosSlo do
smanjenja koli¢ine TBARS (Hu 1 sur., 2010). Ova se pojava u literaturi objaSnjava time Sto
aktivni kisikov atom generiran peroksidom rezultira sa nestabilno$¢u plazma membrane, te
dolazi do usporavanja biokemijskog metabolizma u gujavica (Hu i sur., 2010.). Pri izlaganju u
umjetnom tlu literaturni podatci istrazivanja T-BARS na gujavicama izlozenim TiO2 pokazali
su povecanje kolicine TBARS u ovisnosti o koncentraciji kojoj su izlagani (Khalil 1 sur.,
2015). Pri izlaganju pesticidima takoder je uoc¢eno pove¢anje TBARS (Wang i sur., 2017).
Istrazivanje djelovanja nanocestica ZnO na viSim Zivotinjama ukazuju na povecanje koliine
TBARS nakon izlaganja nanocesticama. Tako istrazivanje djelovanja nanocestica ZnO na
ribama vrste Oreochromis niloticus (Kaya i sur., 2015), pokazuje povecanje koli¢ine TBARS

u svim ispitivanim tkivima (mis$iéi, crijeva, jetra, skrge).

Rezultati mjerenja MT pokazuju odgovor na izloZenost nanocesticama ZnO samo pri
najduljem izlaganju u umjetnom tlu u odnosu na kontrolu na svim koncentracijama osim
najvece. Ovaj rezultat ukazuje da MT imaju aktivnu ulogu u uklanjanu Zn iz organizma.
Rezultati dobiveni u naSem radu sli¢ni su rezultatima opisanim u literaturi. Tako su Miaty i
sur. (2011) nakon izlaganja gujavica vrste Lampito mauritii cinku i olovu (75, 150, 300
mg/kg™?) uocili porast MT nakon drugog dana izlaganja Zn, a nakon 14. dana izlaganja su
uocili stabilizaciju MT. Ovi rezultati potvrduju zaklju¢ak da MT imaju znacajnu ulogu u
eliminaciji Zn. Curieses i sur. (2017) radili su ispitivanja na gujavicama vrste Eisenia fetida
izlozenih nanocesticama i nenanocesticama srebra. Gujavice su izlagane kroz period od 14
dana, a mjerenja su bila nakon 1., 3. 1 14. dana, pri ¢emu su gujavice bile izloZene
koncentracijama od 0,05 1 50 mg/kg. Mjerenja su pokazala povecanje MT, na obje
koncentracije, nakon 3 dana izlaganja, te stabiliziranje razine MT nakon 14 dana izlaganja.
Ovi rezultati potvrduju rezultate djelovanja nano Zn dobivenih u ovome radu, ako se uzme u
obzir da je ovaj rad izlagao gujavice ve¢im koncentracijama Zn §to onda objasnjava cinjenicu

da nismo dobili odgovor na najvisoj koncentraciji nanocestica kojima smo izlagali gujavice.

43



5. ZAKLJUCAK

Ovaj rad je obuhvatio spektar 5 biomarkera kako bi se utvrdio utjecaj nanocestica ZnO na
kompostnu gujavicu Eisenia fetida. Mjerenja su pokazala statisticki znacajna odstupanja
aktivnosti enzima AChE, CAT, GST i prisutnosti MT i TBARS od normalnih. 1z rezultata je
takoder vidljiva ovisnost razine ekspresije biomarkera o vremenu izlaganja, mediju u kojem
su gujavice izlagane ZnO te koncentracijama kojima su bile izloZene. Iako nije vidljiv jasno i
na uobiCajen nacin definiran odnos koncentracije i uinka (engl. dose-response) ipak su
uoCene naznake ovisnosti razine ucinka o koncentracijama. Rezultati istrazivanja pokazali
znacajan utjecaj nano- i nenanocestica ZnO na istrazivanu vrstu (Eisenia fetida) sto ukazuje i
na moguénost negativnog utjecaja u okoliSu. Rezultati naSeg istrazivanja u skladu su s
dostupnim literaturnim podatcima koji takoder pokazuju utjecaj na ekspresiju biomarkera,

kako nanocestica tako i drugih istrazivanih supstanci.

Iako su dobiveni rezultati u skladu s dostupnim literaturnim podatcima, istrazivanja utjecaja
nanocestica na organizme, populacije organizama i same ekosustave, kasne za sve prisutnijom
nanotehnologijom. Iako su nanotoksikoloSka istraZzivanja u sve vefem porastu, jo§ uvijek je
dosta nepoznanica o ponasanjima nanocestica u okoliSu zbog njihovih specifi¢nih svojstava.
Stoga su potrebna dodatna daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo i kvantificiralo utjecaj

nanocestica na okolis.
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