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1.  UVOD  

 

1.1. Nanočestice  

 

Nanoznanost je grana znanosti koja se bavi istraživanjem vrlo sitnih struktura, tzv. 

nanomaterijala čiji prefiks „nano“ označava faktor 10‒9, a obuhvaća dimenzije od 0,1 nm do 100 nm 

(Mody i sur., 2010; Williams, 2010). Nanomaterijali su materijali s vanjskim dimenzijama ili 

unutarnjim strukturama mjereni u nanometrima te imaju drugačija svojstva i ponašanje u odnosu na 

grublje i veće materijale sličnog kemijskog sastava. Prema Abdalluaeva (2017) nanomaterijali se 

prema njihovim morfološkim svojstvima mogu podijeliti na konsolidirane nanomaterijale i 

nanodisperzije u koje spadaju nanočestice, a na temelju njihovog kemijskog sastava svrstavaju u pet 

kategorija, a to su nano-metali, nano-oksidi, ugljikovi nanomaterijali, kvantne točke i ostali, 

primjerice organski polimeri (Wang F. i sur., 2019). Istraživanja o nanomaterijalima nisu novost. 

Koncept „nanometra“ prvi je predložio Richard Zsigmondy koji je 1925. godine dobio Nobelovu 

nagradu za kemiju. Moderna nanoznanost začeta je 1959. godine kad je Richard Feynman, dobitnik 

Nobelove nagrade za fiziku, održao predavanje pod naslovom „Ima puno prostora na dnu: poziv na 

ulazak u novo polje fizike“ (eng. There's Plenty of Room at the Bottom), u kojem je predstavio svoj 

koncept manipuliranja tvari na atomskoj razini (Hulla i sur., 2015). Grana inženjerstva koja se bavi 

proizvodnjom nanomaterijala naziva se nanotehnologija. Prva osoba koja je upotrijebila pojam 

„nanotehnologija“ bio je Norio Taniguchi 15 godina nakon slavnog Feynmanovog predavanja. Nakon 

toga je 1980-ih godina prošlog stoljeća počelo tzv. zlatno doba nanotehnologije otkrićem fulerena.  

Nanočestice (eng. nanoparticles, NP), jedan od najčešće korištenih tipova nanomaterijala, su 

prema odluci Europske komisije 2011/696/EU definirane kao prirodne, slučajno stvorene ili 

proizvedene strukture koje se sastoje od čestica u slobodnom stanju ili spojenih kao agregati ili 

aglomerati, gdje je barem 50% čestica dimenzija od 1 do 100 nm. Kuglaste nanočestice su 

trodimenzijske na nanoskali, tj. svaka prostorna dimenzija je između 0,1 i 100 nm (Ivanković, 2011). 

Nanočestice metala su nanočestice pripravljene od čistih metala (npr. zlato, srebro, titan, cink, platina, 

željezo, cerij, talij) ili metalnih spojeva (oksida, hidroksida, sulfida, fosfata, fluorida, klorida). Postoje 

u prirodi, ali su ih ljudi počeli i umjetno sintetizirati zbog njihovih jedinstvenih svojstava te 

mogućnosti upotrebe u raznim područjima kao što su medicina, inženjerstvo, kemijska kinetika, 

sanacija okoliša, itd. Mogu se sintetizirati kemijskim, fizikalnim i biološkim metodama (Iravani i sur., 

2014). Kemijske metode najčešće obuhvaćaju sintezu kemijskom redukcijom koristeći organske i 

anorganske reducirajuće agense, dok fizikalne metode primjenjuju procese evaporacije, kondenzacije 
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i laserske ablacije. Biološke metode su najnovije i u sintezi koriste mikroorganizame, biljke, biljne 

ekstrakte i gljive; ove se metode sve češće koriste jer su ekološki prihvatljive budući da u proizvodnji 

ne nastaju toksični nusprodukti (Keat i sur., 2015). Danas nanotehnologija utječe na svakodnevni 

život čovjeka. Iako proizvodnja i korištenje nanočestica u raznim domenama čovjekovog života 

donosi puno prednosti, postoji socijalna i ekološka zabrinutost zbog povećane izloženosti čovjeka i 

okoliša nanomaterijalima. Zbog tih se razloga razvila nova znanstvena disciplina - nanotoksikologija.  

 

1.1.1. Upotreba nanočestica srebra i njihov utjecaj na okoliš 

 

U posljednjih 11 godina, vlade diljem svijeta ukupno su uložile više od 67,5 milijardi 

američkih dolara u razvoj i napredak nanotehnologije. Prema najnovijim podacima iz baza podataka 

(Danish Consumer Council, The Nanodatabase) na europskom tržištu se trenutno nalazi 4365 

proizvoda koji sadrže nanočestice, od kojih 433 proizvoda sadrži nanočestice srebra (AgNP), koje su 

posebno zanimljive proizvođačima zbog svojih antimikrobnih svojstava (Lima i sur., 2012). AgNP 

pronalaze primjenu u različitim granama industrije kao što su poljoprivreda, automobilska industrija, 

građevina, kozmetička industrija, prehrambena industrija, tekstilna industrija, medicina, a proizvodi 

koji sadrže AgNP su npr. materijali za pakiranje prehrambenih proizvoda, kontejneri za pohranu 

hrane, pročišćivači voda, čarape i donje rublje otporne na miris, razni sprejevi, deterdženti, perilice 

rublja, losioni za tijelo i sapuni, proizvodi za intimno zdravlje i njegu žena, kirurški instrumenti, 

medicinski povoji i mnogi drugi (Yu i sur.,2013).  

S obzirom na navedenu široku upotrebu AgNP, postavlja se pitanje predstavljaju li one 

prijetnju u okolišu te kakav je njihov utjecaj na biljni i životinjski svijet, te u konačnici na ljudsko 

zdravlje. Najveća prijetnja okolišu je mogućnost ispuštanja AgNP u vode namijenjene za piće. Naime, 

svjetska zdravstvena organizacija (SZO, 2003) potvrdila je prisustvo srebra u prirodnim izvorskim 

vodama u kojima je njegova koncentracija iznosila između 0,2 i 0,3 μg L‒1, dok je koncentracija u 

vodama za piće bila u rasponu između „nemoguće detektirati“ i 5 μg L‒1 (Domingo i sur., 2019). Iako 

se smatra da je srebro relativno bezopasno za ljude, dokazano je da izloženost srebrovim spojevima 

u višim koncentracijama kod ljudi izaziva argiriju, rijedak poremećaj koji se javlja zbog dugotrajnog 

kontakta s česticama ili spojevima srebra (Hill, 1941; Rosenman i sur., 2007). Trenutno nema dokaza 

koji pokazuju da su ljudi izloženi štetnom utjecaju AgNP, no što je više proizvoda na tržištu koji 

sadržavaju ove nanočestice, to je veća mogućnost da se one pojave u okolišu u povišenim 

koncentracijama, što pak dovodi do otapanja srebra, stvaranja srebrovih iona (Ag+) i bioakumulacije 

srebra u živim organizmima (Luoma, 2008).  
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Svojstva AgNP koja treba uzeti u obzir pri procjeni opasnosti su veličina, oblik, 

aglomeracijsko stanje, topljivost, omotač korišten za stabilizaciju te površinska svojstva (veličina 

površine, naboj) (Warheit i sur., 2008). AgNP su zbog svoje velike površine u odnosu na mali 

volumen vrlo reaktivne, a zbog male veličine mogu prolaziti kroz stanične membrane. Stoga 

posljednih godina raste broj istraživanja vezanih za ispitivanje potencijalnih štetnih učinaka AgNP 

na žive organizme. Prema Levard i sur., (2012) postoje dva mehanizma toksičnosti AgNP u živim 

organizmima: prvi je pojava oksidacijskog stresa stvaranjem reaktivnih oblika kisika (eng. reactive 

oxygen species, ROS); drugi je interakcija Ag+ s tiolnim skupinama enzima i proteina, pri čemu utječu 

na procese u stanici kao što su stanično disanje i transport iona preko stanične membrane, rezultirajući 

uglavnom staničnom smrću ili apoptozom. Dokazano je da ioni Ag+ koji nastaju raspadom 

nanočestica srebra ostaju trajno u vodenom mediju u okolišu te su vrlo toksični za prokariotske 

organizme, slatkovodne i morske beskralješnjake te ribe (Bianchini i sur., 2002; Erickson i sur., 1998; 

Fisher i Wang, 1998; Hogstrand i Wood, 1998). Gambardella i sur. (2015) su pokazali kako AgNP 

mogu utjecati na organizme na različitim trofičkim razinama u morskom ekosustavu, uključujući 

alge, žarnjake, rakove i bodlijkaše.  

 

1.1.2. Stabilizacija AgNP dodatkom omotača  

 

Nanočestice je zbog njihove velike reaktivnosti potrebno stabilizirati. Termodinamički se to 

postiže dodatkom različitih omotača koji se vežu za površinu čestica (de Lima i sur., 2012). Za 

termodinamičku stabilizaciju AgNP primjenjuju se npr. polivinilpirolidon (PVP), koji pruža steričku 

stabilizaciju, te cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) i citrat, koji ih elektrostatički stabiliziraju 

(Silva, 2011). Biološki učinci omotača na AgNP nisu dovoljno istraženi stoga je daljnim 

istraživanjima potrebno utvrditi njihov doprinos ukupnoj toksičnosti nanočestica. 

U ovom diplomskom radu AgNP su pripravljene kemijskom metodom, redukcijskim postupkom iz 

otopine srebrovog nitrata (AgNO3) uz dodatak natrijevog tetraborhidrida (NaBH4) kao reducirajućeg 

agensa i polivinilpirolidona (PVP) kao stabilizirajućeg omotača. Slika 1. prikazuje AgNP 

stabilizirane omotačem od PVP-a (AgNP-PVP). 
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Slika 1.  Nanočestice srebra stabilizirane omotačem od polivinilpirolidona (AgNP-PVP) snimljene 

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Preuzeto iz Biba i sur. (2020). 

 

 

1.2. Oksidacijski stres 

 

Pojava fotosintetskih organizama na Zemlji za posljedicu je imala stvaranje atmosfere bogate 

kisikom, što je dovelo do nastanka mnogih novih vrsta koje su razvile aerobni metabolizam. Aerobni 

organizmi energiju su počeli dobivati razgradnjom hrane, a postepeno su se razvili višestanični 

organizmi. Iako je metabolizam temeljen na kisiku evolucijski i energetski povoljniji ima i neke 

nedostatke. Kao nusprodukti takvog metabolizma u raznim dijelovima stance nastaju molekule ROS, 

koje mogu biti slobodni radikali kao što su hidroksilni (OH∙), peroksilni (RO2
‒), superoksidni (O2

.‒) 

ili reaktivni neradikalni derivati kao singletni kisik (1O2) i vodikov peroksid (H2O2) (Sies, 1985).Ti 

su oblici uobičajeni međuprodukti koji u biljkama nastaju u fotosintetskom transportnom lancu 

elektrona (Arora et al., 2002) te ih u fiziološki povoljnim uvjetima neutraliziraju antioksidacijski 

mehanizmi koji održavaju reducirajući mikrookoliš unutar stanica (Das i sur., 2014; Poljsak i sur., 

2013). Molekule ROS imaju veliku važnost u mnogobrojnim staničnim procesima, primjerice u 

unutarstaničnoj signalizaciji, proliferaciji, apoptozi te imunološkom odgovoru (Matés i  Sánchez-

Jiménez, 1999). 

Na sve žive organizme utječu razni biotički i abiotički čimbenici koji na organizme mogu 

djelovati stresno (Balachandran i sur.,1997; Mittler, 2006). Takvi čimbenici su primjerice razni 

patogeni organizmi, teški metali u okolišu, suša, obilna kiša, ekstremno niske ili visoke temperature, 
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UV zračenje, manjak nutrijenata, povišeni salinitet itd., a  predstavljaju izazov u preživljavanju i 

održavanju stanične homeostaze. Takvi uvjeti nisu fiziološki povoljni i dovode do pojačanog 

stvaranja molekula ROS-a, što može dovesti do pojave oksidacijskog stresa čiju je definiciju dao Sies 

(1985), a definira ga kao neravnotežu između oksidansa i antioksidansa u smjeru oksidansa.  

Primjerice, kloroplasti u biljkama i algama su stanični organeli vrlo podložni oksidacijskom stresu 

zbog povećane koncentracije kisika, protoka elektrona i prisustva metala u njihovom mikrookolišu 

(Foyer, 1996). U uvjetima snažnog osvjetljenja, koje predstavlja stres, apsorbira se više svjetlosti no 

što se može iskoristiti te se energija prenosi na molekule kisika (O2) i nastaju molekule u pobuđenom 

stanju, npr. singletni kisik koji je snažan elektrofil i vrlo lako oksidira druge molekule u blizini. 

Nadalje, O2
. je reaktivni oblik koji može nastati redukcijom kisika u fotosustavu I (Mehlerova 

reakcija) i može lako difundirati u citoplazmu gdje se pretvara u O2, ali i H2O2 koji je također ROS 

molekula. H2O2 može ući u reakciju s reduciranim ionima metala i kao produkt dati OH. koji je snažan 

oksidans i može dalje reagirati i oštetiti mnoge biološke komponente u stanici (Okamoto i sur., 2001).  

Toksičnost koju ROS molekule izazivaju leži u njihovoj sposobnosti da izazivaju kaskade 

reakcija koje dovode do oštećenja biološki važnih molekula i genetičkog materijala te konačno do 

smrti stanice (Mittler 2002). Naime, ako je izloženost stresorima dugotrajna i snažna, ROS molekule 

mogu ući u oksidacijske ili redukcijske reakcije s lipidima i šećerima, ali i makromolekulama poput 

proteina i molekule DNA te tako uzrokovati razna oštećenja u stanici (Esterbauer i sur., 1991).  

 

1.2.1. Lipidna peroksidacija 

 

Peroksidacija lipida je oksidacijska razgradnja lipida. Slobodni radikali koji su nastali zbog 

učinka oksidacijskog stresa reagiraju s lipidima u staničnoj membrani što rezultira oštećenjem stanica 

zbog razgradnje višestruko nezasićenih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA), 

narušavanja cjelovitosti stanične membrane te naknadnih oštećenja bioloških makromolekula 

produktima peroksidacije (Štefan i sur., 2007). Slobodni radikali reagiraju s PUFA zato što one sadrže 

nezasićenu (dvostruku) vezu između kojih se nalaze metilenske skupine (-CH2-) čiji su vodikovi 

atomi podložni reakciji. 

Reakcija lipidne peroksidacije odvija se mehanizmom lančane reakcije slobodnih radikala i 

može se podijeliti u tri faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju. Faza inicijacije započinje napadom 

molekula ROS-a, sposobnih da izdvoje reaktivni atom vodika iz metilenske skupine (-CH2-). Tako iz 

molekula PUFA nastaju slobodni lipidni radikali (oksidansi) kao OH.. Ugljikovi radikali koji su 

nastali napadom molekula ROS-a nastoje se stabilizirati oblikujući konjugirane diene (Halliwell, 
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1991). U uvjetima gdje ima kisika konjugirani dieni se mogu spajati s O2 te stvarati peroksilne 

radikale (LOO.), koji dalje reagiraju s atomima vodika susjednih bočnih lanaca molekula PUFA. 

Dolazi do oblikovanja lipidnih hidroperoksida (LOOH) i reaktivnih ugljikovih radikala, koji zatim 

nastavljaju mehanizam lančane reakcije slobodnih radikala. Lipidnu peroksidaciju katalizira hemski 

i nehemski vezano željezo i tijekom faze propagacije dolazi do disocijacije LOOH na LO. I LOO., što 

rezultira nakupljanjem konačnih produkata peroksidacije (Štefan i sur., 2007). Neki aldehidi koji 

nastaju kao konačni produkti lipidne peroksidacije su malondialdehid (MDA), propanal, heksanal i 

4-hidroksinonenal (HNE).  

Lipidna peroksidacija predstavlja izuzetno destruktivan proces u stanicama ukoliko se one ne 

uspiju obraniti, zato što lipidni peroksidi staničnu membranu oštećuju i direktno i indirektno putem 

radikala. Stoga su stanice razvile mehanizme za obranu od lipidne peroksidacije, a to su 1) prevencija 

disocijacije LOOH da se onemogući stvaranje novih radikala i 2) uklanjanje slobodnih radikala koji 

propagiraju mehanizam lančane reakcije (Cheeseman, 1993). Razina lipidne peroksidacije se zato 

koristi kao indikator oksidacijskog oštećenja staničnih membrana. Kao indikatori oksidacijskog stresa 

su općenito prihvaćeni kranji produkti lipidne peroksidacije, ponajviše MDA i HNE. Količina MDA 

se može odrediti spektrofotometrijski, reakcijom MDA i tiobarbituratne kiseline (TBA) nakon 

izlaganja stanica stresnim uvjetima (Shulaev i Oliver, 2006).  

 

1.2.2. Oksidacija proteina 

 

Oksidacija proteina se definira kao kovalentna modifikacija proteina potaknuta reakcijom 

proteina s molekulama ROS-a ili reakcijom proteina sa sekundarnim međuproduktima oksidacijskog 

stresa (Zhang i sur., 2013). Javlja se kao dio normalnih regulatornih procesa u stanicama, kao jedna 

linija obrane protiv oksidacijskog stresa ili kao proces koji je izrazito štetan za stanice ako je 

antioksidacijski mehanizam obrane protiv stresa nadjačan.  

Većina oksidacijskih modifikacija proteina događa se na bočnim lancima aminokiselina, što 

uključuje tiolnu oksidaciju, aromatsku hidroksilaciju i stvaranje proteinskih karbonila (Stadtman, 

1990). Od svih aminokiselina, metionin i cistein su najpodložniji oksidaciji jer sadrže atom sumpora 

(Shacter, 2000). Osim na bočnim lancima aminokiselina oksidacijsko cijepanje može zahvatiti i 

polipeptidne okosnice. Njih uglavnom oksidiraju ROS molekule te uzrokuju njihovu fragmentaciju i 

konformacijske promjene (Zhang i sur., 2013). Navedene promjene utječu na fizikalna i kemijska 

svojstva proteina npr. topljivost, hidrofobnost, kapacitet zadržavanja vode i drugo. Proteinski 

karbonili kao produkti ne nastaju oksidacijom histidina, fenilalanina i triptofana, ali nastaju 
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oksidacijom aminokiselina arginin, histidin, lizin, prolin, treonin i glutaminska kiselina, 

oksidacijskim cijepanjem polipeptida, vezanjem aldehida nastalih u lipidnoj peroksidaciji ili 

redukcijskom reakcijom šećera. Zbog toga, kao i zbog svoje stabilnosti, određivanje količine 

proteinskih karbonila koristi se kao najčešći način mjerenja razine oksidacije proteina. Ta se metoda 

vrši spektrofotometrijski na valnoj duljini od 370 nm, a zasniva na reakciji 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH) i proteinskih karbonila čiji su produkti hidrazoni (Levine i sur., 1994).  

 

1.2.3. Antioksidacijski enzimi 

 

Antioksidans je bilo koja tvar koja može odgoditi, spriječiti i ukloniti oksidacijsko oštećenje 

određene molekule (Gutteridge i Halliwell, 2007). Stanice su razvile učinkovitu obranu protiv 

oksidacijskih oštećenja, a antioksidacijska obrana može djelovati na više načina: sprečavanjem 

nastanka slobodnih radikala, neutralizacijom nastalih radikala, povećanim uklanjanjem oštećenih 

molekula te sprečavanjem popravka oštećenih molekula (Štefan i sur., 2007). Za kontrolu razine 

molekula ROS-a više biljke i alge posjeduju antioksidanse male molekulske mase (askorbinska 

kiselina, reducirani glutation, karotenoidi, tokoferoli), i enzimske antioksidanse, kao što su 

superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), pirogalol peroksidaza (PPX) te askorbat peroksidaza 

(APX), koji djeluju specifično i selektivno s reduciranim kisikovim međuproduktima (Gutteridge i 

Halliwell, 1988). Mnoga istraživanja su pokazala da je održavanje što većeg antioksidacijskog 

kapaciteta u stanici povezano s većom tolerancijom na stres  (Dat i sur., 1998; Pedrajas i sur., 1993; 

Thomas i sur., 1999). No dokazano je i da povećanje aktivnosti antioksidacijskih enzimskih ukazuje 

i na prisutnost oksidacijskog stresa uvjetovnog nekim okolišnim čimbenicima. Stoga se aktivnost 

antioksidacijskih enzima koristi kao biomarker oksidacijskog stresa (Bajguz, 2010). 

Katalaza (eng. catalase, CAT) je tetramerni enzim prisutan u prokariotskim i eukariotskim 

stanicama. Svaka njezina podjedinica sadrži molekulu hema na koju je vezan atom željeza, što 

omogućuje ovom enzimu da reagira s H2O2. Najčešće se nalazi u peroksisomima koji su mjesto 

najveće produkcije H2O2 , no prisutna je i u mitohondrijima, citosolu, izvan stanice kao slobodni 

enzim ili vezana za staničnu membranu. CAT svojom aktivnošću uzrokuje raspad H2O2 na H2O i O2 

prema jednadžbi kemijske reakcije (Das i Roychoudhury, 2014):  

 

 

2 H2O2                                   2 H2O + O2 

 

CAT 
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PPX 

APX 

Njena aktivnost može se spektrofotometrijski izmjeriti praćenjem utroška H2O2. CAT je katalitički 

visoko učinkovit enzim, ali ima izrazito nizak afinitet prema supstratu jer je za reakciju raspada H2O2 

potreban simultani dolazak dvije takve molekule u aktivno mjesto (Willekens i sur., 1995).  

Peroksidaze su skupina enzima koje se svrstavaju u tri razreda. Askorbat peroksidaza (APX) 

pripada peroksidazama razreda I, lignin peroksidaza (LiP) pripada peroksidazama razreda II, a 

pirogalol peroksidaza (PPX) pripada peroksidazama razreda III.  

PPX je enzim koji spada u skupinu nespecifičnih peroksidaza (POX). One kataliziraju 

pretvorbu H2O2 u H2O. Enzimi POX dobivaju ime prema suspstratu kojeg oksidiraju; prema tome 

enzim PPX je svoj naziv dobio zato što kao donor elektrona koristi pirogalol. Jednadžba pretvorbe 

H2O2 u H2O uz pirogalol kao donor elektrona je sljedeća:  

 

pirogalol + H2O2                                            purpurogalin + 2 H2O 

 

APX posjeduje molekulu hema u svom aktivnom centru (Welinder, 1992.) Sastavni je dio 

glutation-askorbat ciklusa, metaboličkog puta kojim se rješava višak H2O2, a koji nastaje kao otpadni 

produkt metabolizma. APX ima visok afinitet prema H2O2, stoga je njegova uloga uklanjanje H2O2 

njegovom redukcijom u H2O, koristeći pritom askorbinsku kiselinu (eng. ascorbic acid, AA) kao 

specifični donor eletktrona; kao produkti nastaju još dvije molekule monodehidroaskorbinske kiseline 

(eng. monodehydroascorbate acid, MDHA) prema jednadžbi: 

 

2 AA + H2O2                                                2 MDHA + 2 H2O 

 

1.3. Zelena alga Chlorella vulgaris kao model u toksikološkim istraživanjima 

 

Zelene alge su osobito važna skupina organizama jer izvode fotosintezu i proizvode kisik, a i 

izvor su hrane mnogim vrstama u morskim i slatkovodnim ekosustavima. S obzirom da su zelene alge 

široko rasprostranjene u vodenim ekosustavima i brzo reagiraju na prisustvo zagađivača, prikladan 

su modelni organizam za utvrđivanje onečišćenja voda (Špoljarić,  2013). Izlaganje algi nepovoljnim 

okolišnim uvjetima pospješuje nastanak ROS molekula , što dovodi do pojave oksidacijskog stresa 

(Holzinger i Pichrtová, 2020). 

Zelena alga Chlorella vulgaris Beijerinck pripada rodu Chlorella, porodici Chlorellaceae, 

koljenu Chlorophyta, carstvu biljaka te domeni eukariota. Članovi roda Chlorella tradicionalno 

pripadaju porodici Chlorellaceae, koja je nedavno podijeljena u dva klada: klad Parachlorella i klad 
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Chlorella (Krienitz et al. 2004; Luo et al. 2010), a vrsta C. vulgaris pripada kladu Chlorella. Ovu 

vrstu opisao je 1980. godine prošlog stoljeća znanstvenik Martin Willem Beijerinck. Naziv Chlorella 

dolazi od grčke riječi chloros (Χλωρός) što znači „zeleno“, a latinski sufiks ella odnosi se na njezinu 

mikroskopsku veličinu. To je jednostanična slatkovodna alga koja je prisutna na Zemlji još od doba 

prekambrija, doba prije 2,5 milijardi godina. 1990-ih godina prošlog stoljeća njemački su 

znanstvenici otkrili da sadrži bogat udio proteina i otada se ova alga spominje kao mogući 

prehrambeni proizvod, a danas se koristi kao dodatak prehrani (Safi i sur, 2014.) Chlorella se koristi 

i kao lijek jer se pokazalo da ima učinak na poboljšanje imuniteta i posjeduje anti-tumorska svojstva 

(Konishi i sur., 1985; Singh i sur., 1999). Alga C. vulgaris je sferičnog oblika i radijusa veličine 2-10 

μm (Illman i sur., 2000; Yamamoto i sur., 2004). Stanicu obavija čvrsta stanična stijenka koja ima 

zaštitnu ulogu protiv patogena ili okolišnog stresa. Iako se smatralo da C. vulgaris ima jednoslojnu 

staničnu stijenku, Martinez i sur. (1991) su dokazali prisutnost sporopoleninskog sloja zbog kojeg je 

stanična stijenka tako čvrsta. Citoplazma se sastoji od vode, topivih proteina, minerala i lipidnih 

kapljica, a u njoj se nalaze mitohondriji, jezgra, vakuola, jedan kloroplast i Golgijevo tijelo (Slika 2). 

Kloroplast je vrčastog oblika i ispunjava gotovo cijelu citoplazmu. Sadrži omotač s dvostrukom 

membranom čiji su osnovni sastojci fosfolipidi; vanjska membrana je propusna za metabolite i ione, 

a unutarnja membrana je polupropusna za specifične proteine (Safi i sur., 2014). Kloroplast sadrži 

tilakoide čiji su dominantni fotosintetski pigmenti klorofil a i b koji za fotosintezu koriste Sunčevu 

svjetlost valne duljine od 450-475 nm i 630-675 nm. U fotosintezi sudjeluju i karoteinodi koji 

apsorbiraju valne duljine od 400-550 nm, što znači da crvena (600-700 nm) i plava (500-500 nm) 

svjetlost stimuliraju rast alge (Blair i sur., 2014).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz ultrastrukture stanice alge C. vulgaris. Preuzeto iz Safi i sur. (2014). 
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Alga C. vulgaris je zbog brzog i lakog uzgoja u kulturi postala idealni model u istraživanju 

fiziologije biljaka i algi (Mariano i sur., 2020.; Silva i sur., 2019). U novije vrijeme C. vulgaris je 

postala i objekt u istraživanjima koja prate nastanak oksidacijskog stresa nastalog nakon izlaganja 

česticama AgNP (Qian i sur., 2016; Zheng i sur., 2019; Hazeem i sur., 2019). U istraživanju Wang i 

sur. (2019) istražen je transport AgNP u stanice algi te se smatra da nakon ulaska u stanicu AgNP 

mogu uzrokovati razna stanična oštećenja te negativno utjecati na metabolizam i reprodukciju samih 

stanica. Slika 3. prikazuje utjecaj AgNP na stanicu alge.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Shematski prikaz utjecaja AgNP na dijelove stanice alge. Preuzeto iz Wang F. i sur. (2019). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA  

 

Ovim istraživanjem željela sam ispitati učinak nanočestica srebra (AgNP) stabiliziranih omotačem 

od polivinilpirolidona (AgNP-PVP) na rast i antioksidacijski odgovor alge vrste Chlorella vulgaris, 

a ciljevi su bili: 

 

1. Utvrditi stabilnost ispitivanih koncentracija AgNP-PVP u tekućoj hranjivoj podlozi.  

2. Utvrditi utječu li ispitivane koncentracije AgNP-PVP na rast stanica algi.  

3. Utvrditi uzrokuju li ispitivane koncentracije AgNP-PVP na oštećenje biološki važnih 

molekula (lipida i proteina) tj. pojavu oksidacijskog stresa u stanicama algi.  

4. Utvrditi uzrokuju li ispitivane koncentracije AgNP-PVP promjene u aktivnosti i ekspresiji 

antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), pirogalol peroksidaze (PPX) i askorbat peroksidaze (APX).  
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Materijal 

  

3.1.1. Fikološki materijal 

 

Kultura alge Chlorella vulgaris, soj SAG/211-11b, koja je korištena u istraživanju uzgojena 

je u istraživačkom institutu Albrecht-von-Haller-Institut für Pflanzenwissenschaften Sveučilista u 

Göttingenu (Georg-August-Universität Göttingen) te  kultivirana u Zavodu za molekularnu biologiju 

Biološkog odsjeka Prirodoslovno-matematičkog fakulteta  Sveučilišta u Zagrebu.  

 

3.2. Metode  

 

3.2.1. Kultura alge Chlorella vulgaris  

 

3.2.1.1. Uvjeti  uzgoja 

 

Kultura algi C. vulgaris nasađena je na tekuću hranjivu podlogu (Bischoff i Bold, 1963; BBM) 

(Tablice 1 i 2) u prethodno autoklaviranim, sterilnim staklenkama zatvorenim  plastičnim čepovima 

u laminaru i održavana na tresilici smještenoj u komori za uzgoj biljaka pri fotoperiodu od 16 sati 

svjetlosti i 8 sati tame, temperaturi od 24 °C i intenzitetu svjetlosti od 20 μmol m−2s−1 (Slika 4). 

Kultura algi održavana je presađivanjem na svježu tekuću podlogu BBM svakih 14 dana kako bi se 

osigurao dovoljan broj stanica algi za eksperiment.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4. Kulture alge C. vulgaris na tresilici u uzgojnoj komori (fotografija: K. Terlević).
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge BBM pH 6,6 (Bischoff i Bold, 1963) 

 

Sastojak γ (gL−1 dH2O) 

Volumen 

sastojka  za 

pripremu 1 L 

medija (mL) 

Volumen 

matične otopine 

(mL) 

NaNO3 25 10 1000 

CaCl2 x 2H20 2,5 10 1000 

MgSO4 x 7H2O 7,5 10 1000 

K2HPO4 7,5 10 1000 

KH2PO4 17,5 10 1000 

NaCl 2,5 10 1000 

otopina EDTA* * 1 1000 

Zakiseljena otopina željeza** ** 1 1000 

H3BO3 11,42 1 1000 

Otopina metala u tragovima*** *** 1 1000 

 

Tablica 2. Detaljan sastav otopine EDTA, zakiseljene otopine željeza i otopine metala u tragovima, 

koje su korištene za pripremu podloge BBM. 

 

*EDTA otopina Količina sastojka 

 

Volumen matične 

otopine (mL) 

 

EDTA 50 g 1000 

KOH 31 g 1000 

   

**Zakiseljena otopina željeza   

FeSO4 ×7H2O 4,98 g 1000 

H2SO4 (96%) 1 mL 1000 

   

***Otopina metala u tragovima   

ZnSO4 × 7H2O 8,82 g 1000 

MnCl2 × 4H2O 1,44 g 1000 

MoO3 0,70 g 1000 

CuSO4 × 5H2O 1,56 g 1000 

CoCl2 × 6H2O 0,50 g 1000 
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ln(N2/N1) 

t2−t1 

3.2.1.2. Praćenje rasta kulture alge C. vulgaris i određivanje suhe tvari 

  

Rast kulture alge C. vulgaris praćen je brojanjem stanica u Bürker-Türk-ovoj komorici pod 

svjetlosnim mikroskopom na povećanju od 40× u vremenskom periodu od 14 dana, svakog dana u 

isto vrijeme. Iz 12 replika nasađenih kultura algi izdvojen je alikvot od 1 mL i pripremljena su 

razrjeđenja za brojanje. Razrjeđenja su pripremljena tako da se pomiješalo 100 μL kulture alge i 500 

μL deH2O. Stanice algi brojane su uz pomoć ručnog brojača (hand tally counter, Heathrow scientific, 

SAD). Konačni rezultati su izraženi umnoškom srednje vrijednost broja izbrojanih stanica u Bürker-

Türk-ovoj komorici, razrjeđenja i vrijednosti 104. Vrijednost 104 (izraženo u mL) jest volumen 

kvadratnog polja unutar kojeg se broje stanice, stoga se konačni rezultat množi s 104. Rast kulture 

algi pratio se brojanjem stanica kroz 14 dana kako bi se odredilo trajanje eksponencijalne faze rasta 

stanica algi.  

Prirast kulture algi nakon tretmana praćen je na isti način kako je prethodno opisano, ali u 

periodu od 24 sata. Stanice su brojane na dan kad su alge postavljene na tretman (nulti dan) i nakon 

24 sata (prvi dan) u isto vrijeme, kako bi se utvrdila promjena broja stanica algi nakon tretmana. 

Prirast je izračunat prema formuli (Allaguatova i sur., 2019): 

 

m = 

 

pri čemu je: 

m ‒ prirast kulture 

ln – prirodni logaritam 

N2/N1 – razlika broja stanica n-tog dana brojanja i nultog dana brojanja 

t2 – n-ti dan brojanja stanica 

t1 – nulti dan brojanja stanica 

 

Rast kultura algi je osim brojanjem stanica u Bürker-Türk-ovoj komorici praćen i 

spektrofotometrijski, mjerenjem optičke gustoće suspenzija stanica kroz vremenski period od 14 

dana, svaki dan u isto vrijeme. Na temelju dobivenih podataka optičke gustoće na valnoj duljini od 

750 nm mjerene svakog dana kroz vremenski period od 14 dana izračunata je masa suhe tvari (mg 

L−1) algi, što zapravo predstavlja njenu biomasu. Mjeri se zato da bi se utvrdilo u kojem će se trenutku 

biomasa algi početi smanjivati te se dobiveni podaci koriste za određivanje trajanja eksponencijalne
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faze kulture algi. U plastičnu kivetu prebačen je 1 mL suspenzije te je mjerena apsorbancija uzoraka 

spektrofotometrom pri valnoj duljini od 750 nm (OD750).  

Suha tvar (eng. dry weight, DW) je izračunata prema formuli regresijske analize (Lukavsky, 1992): 

 

DW (mg L−1) = 3,31 + 179,45 × A750 + 617,45 × A7502 

 

pri čemu je: 

A750 – apsorbancija uzoraka izmjerena spektrofotometrom pri 750 nm 

3,31 ‒ odsječak na osi y 

179,45 ‒ koeficijent nezavisne varijable 1 

617,45 ‒ koeficijent nezavisne varijable 2 

Rezultati su prikazani kao krivulja rasta (biomasa algi kroz vremenski period od 14 dana). 

 

3.2.1.3. Izlaganje kulture alge C. vulgaris otopinama AgNP različitih koncentracija 

 

Za tretman su uzete stanice algi u eksponencijalnoj fazi rasta (14. dan kulture) s početnom 

koncentracijom stanica od 1 × 107 stanica po mL podloge. U 300 mL stanične suspenzije u podlozi 

BBM dodan je odgovarajući volumen matične otopine 0,8983 mM AgNP-PVP kako bi se postigle 

koncentracije od 5, 10 i 20 μM AgNP, u kojima su alge zatim tretirane 24 sata.  

 

 

3.2.2. Spektrofotometrijsko određivanje stabilnosti AgNP-PVP 

 

3.2.2.1. Spektrofotometrijsko određivanje stabilnosti AgNP-PVP u podlozi za izlaganje 

 

Stabilnost nanočestica srebra određena je spektrofotometrijski, metodom prema Peharec 

Štefanić i sur. (2018). Tekuća podloga BBM pripremljena je prema Tablicama 1. i 2. i autoklavirana 

u čistoj bočici od 50 mL. Jedan mL podloge  prebačen je u tri različite kivete u koje su pipetom dodani 

određeni volumeni matične otopine AgNP-PVP kako bi se postigle koncentracije od  5, 10 i 20 μM. 

Otopina AgNP-PVP u sterilnoj Milli Q vodi, odgovarajuće koncentracije, korištena je kao kontrola. 

U svakoj otopini izmjerena je apsorbancija u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm u vremenskim 

intervalima od 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 minuta te 1, 2, 3, 4, 5, 24 sati. Dobiveni setovi podataka su 

analizirani te su konačni rezultati prikazani kao grafovi stabilnosti AgNP u podlozi BBM.
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3.2.2.2. Spektrofotometrijsko određivanje stabilnosti AgNP-PVP u kulturi alge C. vulgaris 

 

Nakon rasta kulture algi u tekućoj podlozi BBM 14 dana na tresilici u komori za uzgoj biljaka, 

uzeti su alikvoti podloge te je po 1 mL podloge prebačen u kivete. U svaku kivetu je potom dodan 

određeni volumen matične otopine 0,8983 mM AgNP-PVP kako bi se postigle koncentracije od  5, 

10 i 20 μM. Jedan mL kulture algi bez dodane matične otopine AgNP-PVP korišten je kao kontrola. 

U svakoj otopini izmjerena je apsorbancija u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm u vremenskim 

intervalima od 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 minuta te 1, 2, 3, 4, 5, 24 sati. Dobiveni setovi podataka su 

analizirani te su konačni rezultati prikazani kao grafovi stabilnosti AgNP u kulturi alge. 

 

3.2.3. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina  

 

Za ekstrakciju topljivih proteina, 300 mL svake tretirane i kontrolne kulture algi 

centrifugirano je 10 minuta na 1702 g pri 22 °C u Falcon epruvetama od 50 mL, nakon čega su 

supernatanti bačeni. Talozi  su resuspendirani u 1 mL hladnog 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0). 

50 mL tog pufera pripremljeno je tako da se pomiješa 1,925 mL 1 M KH2PO4, 3,075 mL 1 M K2HPO4 

(omjer 1:2) i nadopuni s reH2O. Talozi su potom centrifugirani 1 × 10 minuta na 1702 g pri 22 °C. 

Supernatanti su bačeni, a talozi resuspendirani u 500 μL hladnog 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 

7,0). Stanice algi u talozima smrvljene su zatim u uređaju za razbijanje stanica (Constant Cell 

Disruption Systems, UK) nakon pet uzastopnih ponavljanja usitnjavanja pri tlaku od 37,000 psi (2,500 

bar). Homogenati su zatim centrifugirani 15 minuta pri 20854 g i 4 °C, nakon čega su supernatanti 

prebačeni u čiste tubice te ponovo centrifugirani 45 minuta pri 20854 g i 4 °C. Tako pripremljeni 

uzorci prebačeni su u čiste tubice i pohranjeni na temperaturi od −20 °C kako bi se očuvali za sljedeće 

analize: određivanje sadržaja malondialdehida i proteinskih karbonila, spektrofotometrijsko 

određivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima te određivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima u 

gelu.  

 

3.2.4. Određivanje koncentracije proteina 

 

Koncentracija proteina određena je spektrofotometrijski metodom prema Bradfordu (1976), 

koja se temelji se na reakciji između Bradfordovog reagensa i proteinskog ekstrakta. U plastičnim 

tubicama pripremljena je reakcijska smjesa za mjerenje, koja je sadržavala je 20 μL proteinskog 

ekstrakta i 980 μL Bradford radne otopine (2,58% (v/v) etanol, 5,28% (v/v) H3PO4, te 6% (v/v)
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Bradford matična otopina koja se sastoji od 0,01% CBB G-250 (eng. Coomassie Brilliant Blue G-

250, CBB), 31,35% (v/v) etanol te 58,6% (v/v) H3PO4). Za slijepu probu je umjesto proteinskog 

ekstrakta dodano 20 μL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0). Tubice s reakcijskim smjesama kratko 

su promiješane na vortexu i ostavljene u mraku 10 minuta, nakon čega je njihov sadržaj prebačen u 

kivete. Spektrofotometrom je mjerena apsorbancija na valnoj duljini od 595 nm. Koncentracija 

proteina izražena u mg mL−1, izračunata je iz baždarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije u 

reakciji Bradfordovog reagensa i niza otopina albumina goveđeg seruma (eng. bovine serum albumin, 

BSA) poznatih koncentracija (0,2 – 2,0 mg mL−1). 

 

3.2.5. Detekcija molekula ROS i određivanje vijabilnosti u stanicama algi in situ primjenom 

fluorescentnih boja  

 

 3.2.5.1. Detekcija molekula ROS primjenom boje dihidroetidij  

 

Razina oksidacijskog stresa u stanici mjerena je detekcijom molekula ROS-a, primjenom 

fluorescentne boje dihidroetidij (DHE), koja primarno reagira sa superoksidnim anionom (O2
.−). Boja  

DHE prolaskom kroz staničnu membranu reagira sa O2
.‒ pri čemu nastaje 2−hidroksietidij, koji 

fluorescira. Stoga, što je veća količina molekula O2
.‒ u stanici, veći je i intenzitet fluorescencije. 

Nastanak O2
.‒ mjeren je u 500 μL suspenzije stanica algi nakon 24 h tretmana s 5, 10 i 20 μM 

AgNP-PVP. Kontrolni uzorak bila je kultura algi koje nisu bile izložene česticama AgNP-PVP. 

Uzorci od svake ispitane koncentracije su prvo inkubirani u 8 μL 10 μM otopine boje DHE tijekom 

5 minuta u plastičnoj tubici na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci su pipetom prenijeti na 

predmetno stakalce, promatrani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51, fotografirani 

visokorezolucijskom kamerom Olympus DP70 te su fotografije spremljene za analizu. Preparati su 

fotografirani pri povećanju objektiva od 60× i filteru 3 (ekscitacija zeleno svjetlo, emisija crveno 

svjetlo) pri ekspoziciji od 1,5 sec. Analiza intenziteta fluorescencije izvedena je računalnim 

programom Lucida 6.0 koji mjeri srednji intenzitet obojenja 100 nasumično odabranih stanica po 

predmetnom stakalcu. Rezultati su prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak.  
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3.2.5.2. Detekcija molekula ROS primjenom boje 2’,7’-diklorohidrofluorescin diacetat 

 

Razina oksidacijskog stresa u stanici mjerena je detekcijom molekula ROS-a i primjenom 

fluorescentne boje 2’,7’-diklorohidrofluorescin diacetat (H2DCF-DA), koja se primarno koristi za 

detekciju H2O2 u stanici. Molekula H2DCF-DA prolazi kroz staničnu membranu, reagira s H2O2 te 

nastaje 2’-7’diklorohidrofluorescin koji fluorescira.  

Nastanak H2O2
 mjeren je u 500 μL suspenzije stanica algi nakon 24 h tretmana s 5, 10 i              

20 μM AgNP-PVP. Kontrolni uzorak bila je kultura algi koje nisu bile izložene česticama AgNP-

PVP. Uzorci od svake ispitane koncentracije su prvo inkubirani u 8 μL 10 μM otopine boje H2DCF-

DA tijekom 5 minuta u plastičnoj tubici na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci su pipetom prenijeti 

na predmetno stakalce, promatrani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51, fotografirani 

visokorezolucijskom kamerom Olympus DP70 te su fotografije spremljene za analizu. Preparati su 

fotografirani pri povećanju objektiva od 60× i filteru 2 (ekscitacija plavo svjetlo, emisija zeleno 

svjetlo) pri ekspoziciji od 0,25 sec. Analiza intenziteta fluorescencije izvedena je računalnim 

programom Lucida 6.0 koji mjeri srednji intenzitet obojenja 100 nasumično odabranih stanica po 

predmetnom stakalcu. Rezultati su prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak.  

 

3.2.5.3. Određivanje vijabilnosti stanica primjenom propidijevog jodida 

 

Vijabilnost stanica algi mjerena je detekcijom oštećenja stanica primjenom fluorescentne boje 

propidij jodid (PI), koja je korištena kao indikator vijabilnosti. Boja PI u normalnim uvjetima ne može 

prodrijeti kroz staničnu membranu, no ukoliko prođe kroz nju, može se pretpostaviti da je ta stanica 

oštećena ili mrtva. Ukoliko je to slučaj, takve stanice fluoresciraju crveno.  

Vijabilnost stanica analizirana je u 500 μL suspenzije stanica algi nakon 24 h tretmana s 5, 10 

i 20 μM AgNP-PVP. Kontrolni uzorak bila je kultura algi koje nisu bile izložene česticama AgNP-

PVP. Uzorci od svake ispitane koncentracije su prvo inkubirani u 8 μL 1 μM otopine boje PI tijekom 

5 minuta u plastičnoj tubici na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci su pipetom prenijeti na 

predmetno stakalce, promatrani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51, fotografirani 

visokorezolucijskom kamerom Olympus DP70 te su fotografije spremljene za analizu. Preparati su 

fotografirani pri povećanju objektiva od 60× i filteru 3 (ekscitacija zeleno svjetlo, emisija crveno 

svjetlo) pri ekspoziciji od 1,2 sec. Analiza intenziteta fluorescencije izvedena je računalnim 

programom Lucida 6.0 koji mjeri srednji intenzitet obojenja 100 nasumično odabranih stanica po 

predmetnom stakalcu. Rezultati su prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak.



19 

 
 

3.2.6. Određivanje sadržaja malondialdehida 

 

Prije određivanja sadržaja malondialdehida bilo je potrebno je ekstrahirati lipide, za što je po 

6 replika stanične suspenzije algi svakog tretmana smrvljeno u 700 μL ekstrakcijske smjese (0,5% 

(w/v) tiobarbituratna kiselina (TBA) u 20% (w/v) trikloroctenoj kiselini (TCA)). Dobiveni ekstrakti 

prebačeni su u plastične tubice za daljnju analizu. 

Spektrofotometrijsko određivanje količine malondialdehida (Heath i Packer, 1968) koristi se 

kao metoda za određivanje razine lipidne peroksidacije. Prethodno dobiveni ekstrakti zagrijavani su 

u termomikseru na temperaturi od 95 °C 30 minuta. Pri zagrijavanju potrebno je ostaviti tubice 

otvorenima jer smjesa vrije. Nakon zagrijavanja, ekstrakti su ohlađeni u ledenoj kupelji te 

centrifugirani 30 minuta na 20854 g pri 4 °C. Dobiveni supernatanti su prebačeni u kivete, nakon 

čega im je spektrofotometrom izmjerena apsorbancija na valnim duljinama od 532 nm i 600 nm. 

Vrijednost apsorbancije mjerena na 532 nm oduzeta je od vrijednosti mjerene na 600 nm i tako je 

napravljena korekcija za nespecifično zamućenje. Koncentracija lipidnih peroksida izražena je kao 

sadržaj MDA u nmol g−1 svježe tvari, a formula glasi:  

 

sadržaj MDA =                                 [nmol g−1 svježe tvari] 

 

pri čemu je: 

A532 ‒ apsorbancija izmjerena na valnoj duljini od 532 nm 

A600 ‒ apsorbancija izmjerena na valnoj duljini od 600 nm 

m ‒ masa tkiva (g) 

ɛ ‒ molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM
-1 

cm
-1

)       

l ‒ duljina puta (cm) 

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna pogreška. 

 

3.2.7. Određivanje sadržaja proteinskih karbonila 

 

Spektrofotometrijsko određivanje količine proteinskih karbonila (Levine i sur., 1994) koristi 

se kao metoda za određivanje oksidacije proteina. Za određivanje sadržaja proteinskih karbonila 

pripremljena su dva seta tubica; u jedan set je stavljeno 200 μL proteinskog ekstrakta (poglavlje 

3.2.3.) i 300 μL 10 mM dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCl, a u drugi set, koji je služio kao 

kontrola, stavljeno je 200 μL proteinskog ekstrakta i 300 μL 2 M HCl. Sadržaji tubica su promiješani

A532 – A600 

m × ɛ × l  
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ΔA(s.v.)×6×V(s.r.)×F.R. 

V(uz)×ε×l 

na vortexu i ostavljeni u mraku sat vremena uz povremeno potresanje. Nakon 1 sata u sve uzorke 

dodano je 500 μL 10 % (w/v) TCA za precipitaciju proteina. Uzorci su potom stavljeni 5 minuta u 

hladnjak na temperaturu od ‒20 °C i potom centrifugirani 10 minuta na 20854 g pri 4 °C. Nakon 

centrifugiranja supernatanti su bačeni, a talozi su isprani 3 × 500 μL otopine etanol/etilacetat u omjeru 

od 1:1 kako bi se uklonio nevezani reagens. Isprani talozi su na kraju otopljeni u 1 mL 6 M otopine 

uree u 20 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 2,4) uz miješanje na vortexu zbog lakšeg otapanja taloga. 

Pri mjerenju apsorbancije svaki uzorak s DNPH imao je svoju slijepu probu bez DNPH, a 

apsorbancija je mjerena pri valnim duljinama od 370, 280 i 260 nm. Apsorbancija se mjeri na valnim 

duljinama od 280 i 260 nm radi korekcije zbog moguće prisutnosti molekule DNA. Formula za 

izračunavanje sadržaja proteinskih karbonila jest: 

                         

     sadržaj karbonila =                                   [μmol g−1 svježe tvari] 

 

 

pri čemu je: 

A370 ‒ apsorbancija izmjerena na valnoj duljini od 370 nm 

m ‒ koncentracija proteina (mgproteina mL‒1) 

ɛ ‒ molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM
-1 

cm
-1

)       

l ‒ duljina puta (cm) 

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna pogreška. 

 

3.2.8. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima  

 

3.2.8.1. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti katalaze 

 

Za spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti katalaze (CAT) (Aebi, 1984) pripremljena je 

reakcijska smjesa na način da je u 50 mL 50 mM kalij-fosfatog pufera (pH 7,0) dodano 51 μL 30%-

tne otopine H2O2. Za slijepu probu 950 μL reakcijske smjese pomiješano je s 50 μL 0,1 M kalij-

fosfatnog pufera (pH 7,0), dok je za mjerenje uzoraka 950 μL reakcijske smjese pomiješano s 50 μL 

proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.3.) Aktivnost enzima katalaze mjerena je na valnoj duljini od 

240 nm svakih 10 sekundi tijekom 2 minute čime se prati utrošak H2O2. Aktivnost katalaze izražena 

je formulama: 

 

CAT =                                                   [μmol min-1mL-1

A370 

m × ɛ × l  
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ΔAμmol/min mL 

mg(proteina)/mL 

ΔA(s.v.)×4×V(s.r.)×F.R. 

V(uz)×ε×l 

ΔAμmol/min mL 

mg(proteina)/mL 

 

 

CAT =                                            [μmol H2O2 min-1 mg-1 proteina] 

 

pri čemu je: 

ΔA(s.v.) – srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nm u 10 sekundi 

6 – faktor korekcije za ΔA(s.v.) za izražavanje rezultata u minuti 

V(r.s.) – volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. – faktor razrjeđenja uzorka (1) 

V(uz) – volumen uzorka (0,05 mL) 

ε – molarni apsorpcijski koeficijent (40 mM-1 cm-1) 

l – duljina optičkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika ± standardna pogreška. 

  

3.2.8.2. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze 

 

Za spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX) (Nakano i Asada, 

1981) pripremljena je reakcijska smjesa na način da je u 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 

7,0) otopljeno 0,126 g pirogalola te je neposredno prije njenog korištenja dodano 5,5 μL 30%-tne 

otopine H2O2. Reakcijsku smjesu je potrebno zamotati u aluminijsku foliju ili uliti u tamnu bocu zbog 

osjetljivosti na svjetlost. Za slijepu probu korištena pomiješano je 980 μL reakcijske smjese i 20 μL 

0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0), dok je za mjerenje uzoraka pomiješano 980 μL reakcijske 

smjese i 20 μL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.3.). Aktivnost enzima pirogalol peroksidaze 

mjerena je na valnoj duljini od 430 nm svakih 15 sekundi tijekom 1 minute čime se prati nastanak 

produkta purpurogalina. Aktivnost enzima PPX izražena je formulama: 

 

 

PPX =                                                 [μmol min-1mL-1] 

 

 

PPX =                                           [μmolprodukta min-1 mg-1
proteina] 
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ΔAμmol/min mL 

mg(proteina)/mL 

ΔA(s.v.)×4×V(s.r.)×F.R. 

V(uz)×ε×l 

pri čemu je: 

ΔA(s.v.) – srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nm u 15 sekundi 

4 – faktor korekcije za ΔA(s.v.) za izražavanje rezultata u minuti 

V(r.s.) – volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. – faktor razrjeđenja uzorka (1) 

V(uz) – volumen uzorka (0,02 mL) 

ε – molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mM-1 cm-1) 

l – duljina optičkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika ± standardna pogreška. 

 

3.2.8.3. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti askorbat peroksidaze 

 

Za spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) (Nakano i Asada, 

1981) pripremljene su sljedeće otopine: 10 mM EDTA, 50 mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,0), pufer 1 

sastavljen od 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) i 500 μL 10 mM EDTA, 12 mM H2O2 te 

10 mM askorbinska kiselina otopljena u 10 mL pufera 1. Slijepa proba pripremljena je miješanjem 

800 μL pufera 1, 180 μL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0), 10 μL 10 mM askorbinske kiseline, 

a  neposredno prije mjerenja dodane 10 μL 12 mM H2O2. Za mjerenje uzoraka korištena je smjesa 

800 μL pufera 1, 180 μL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.3.), 10 μL 10 mM askorbinske kiseline 

i neposredno prije mjerenja dodane 10 μL 12 mM H2O2. Aktivnost enzima askorbat peroksidaze 

mjerena je u kvarcnim kivetama na valnoj duljini od 290 nm svaku sekundu tijekom 15 sekundi čime 

se prati nastanak produkta oksidacije askorbinske kiseline. Aktivnost enzima APX izražena je 

formulama: 

 

 

APX =                                                 [μmol min-1mL-1] 

 

 

APX =                                          [μmolprodukta min-1 mg-1
proteina] 

 

 

pri čemu je: 

ΔA(s.v.) – srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm u 15 sekundi 

4 – faktor korekcije za ΔA(s.v.) za izražavanje rezultata u minuti
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V(r.s.) – volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. – faktor razrjeđenja uzorka (1) 

V(uz) – volumen uzorka (0,18 mL) 

ε – molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mM-1 cm-1) 

l – duljina optičkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika ± standardna pogreška. 

 

3.2.9. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom  

 

Enzime u stanicama te različite izoforme enzima moguće je razdvojiti i analizirati nativnom 

elektroforezom zato što pokretljivost proteina u poliakrilamidnom gelu ovisi o gustoći naboja 

molekule proteina, izoelektričnoj točki i molekulskoj masi (Balen i sur., 2011). Otopine za gelove 

(Tablica 3) pripremljene su i izlivene u sendvič napravljen od staklenih ploča prema postupku koji je 

opisan u Balen i sur. (2011). Prvo je pripremljen gel za razdvajanje i ostavljen da se polimerizira 1 h 

na sobnoj temperaturi. Nakon toga je pripremljen gel za koncentriranje i umetnuti češljevi za izradu 

jažica. Gel je ostavljen da se polimerizira 1 h na sobnoj temperaturi, nakon čega je zamotan u 

plastičnu foliju i pohranjen u hladnjak na +4°C do sljedećeg dana. Staklene ploče s gelovima su 

prenesene na elektrodni nosač i uronjene u kadicu ispunjenu elektrodnim puferom (otopljeno 1,408 

g askorbinske kiseline u 4 L 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0). Prije nanošenja u jažice na gelu  

proteinski ekstrakti (poglavlje 3.2.3.) su pomiješani s bojom 0.005% (w/v) bromfenol plavo (eng. 

bromophenol blue, BFB) zbog vidljivosti i praćenja tijeka elektroforeze i 10 μL 0,5%-tne otopine 

saharoze koja osigurava pravilno i sigurno sjedanje uzoraka u jažice. Na gel je naneseno 60 μg 

proteina po jažici.  Elektroforeza je izvedena u kadici PROTEAN® II xi cell (Bio-Rad) na 4 °C, prvih 

45 minuta tekla je pri 100 V, nakon čega je napon povišen na 220 V do kraja elektroforeze. 
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Tablica 3. Sastav gelova za razdvajanje proteina poliakrilamid gel elektroforezom u nativnim 

uvjetima. 

 

sastav 

 

gel za koncentriranje (4%) 

 

 

gel za razdvajanje (10%) 

reH2O 6,1 mL 16,8 mL 

Tris-HCl 0,5 M; pH 6,8; 2,5 mL 1,5 M; pH 8,8; 10 mL 

akrilamid/bisakrilamid 

(AA/Bis) 
1,3 ml 13,2 mL 

10% amonijev peroksodisulfat 

(APS) 
50 μL 200 μL 

tetrametiletilendiamin 

(TEMED) 
10 μL 20 μL 

 

 

3.2.9.1. Određivanje aktivnosti i broja izoformi antioksidacijskih enzima u gelu 

 

3.2.9.1.1. Određivanje aktivnosti i broja izoformi katalaze 

 

Po završetku elektroforeze, gel je ispran 3 × po 15 minuta u deH2O nakon čega je inkubiran 

10 minuta u 100 mL deH2O u koju je dodano 102 μL 30%-tne otopine H2O2. Potom su pripremljene 

dvije otopine, otopina K3Fe(CN)6 (0,5 g K3Fe(CN)6 otopljeno u 50 mL deH2O) i otopina FeCl3 (0,5 g  

FeCl3 otopljeno u 50 mL deH2O) koje su pomiješane na magnetskoj mješalici neposredno prije 

upotrebe. U ovoj otopini gel je inkubiran sve dok se na plavo obojanoj pozadini nisu pojavile žute, a 

kasnije plave vrpce koje predstavljaju izoforme CAT (Woodbury i sur., 1971). Gel je potom skeniran 

i analiziran.  

 

3.2.9.1.2. Određivanje aktivnosti i broja izoformi pirogalol peroksidaze 

 

Gel za određivanje aktivnosti i broja izoformi pirogalol peroksidaze tretiran je prema metodi 

Chance i Maehly (1955). Gel je prvo inkubiran 30 minuta u 100 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera 

(pH 7,0), a zatim u 100 mL 50 mM kalij fosfatnog-pufera (pH 7,0) s dodatkom 0,252 g pirogalola i
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40 μL 30%-tne otopine H2O2 10 minuta, odnosno dok se na žutoj pozadini nisu pojavile smeđe vrpce 

koje predstavljaju izoforme PPX. Gel je nakon pojave vrpci skeniran i analiziran. 

 

3.2.9.1.3. Određivanje aktivnosti i broja izoformi askorbat peroksidaze 

 

Gel za određivanje aktivnosti i broja izoformi askorbat peroksidaze tretiran je prema metodi 

koju su objavili Mittler i Zilinskas (1993). Gel je inkubiran 3 × po 10 minuta u otopini pripremljenoj 

otapanjem 0,212 g askorbinske kiseline u 50 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 7,0). Nakon toga gel je 

inkubiran 20 minuta u otopini 100 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) u kojoj je dodano još 

0,14 g askorbinske kiseline i 41 μL 30%-tne otopine H2O2. Gel je zatim ispran 1 minutu u 100 mL 50 

mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0)  nakon čega je uslijedila inkubacija u otopini 100 mL 50 mM 

kalij-fosfatnog pufera (pH 7.8) sa 860 μL TEMED-a i 0,3 g NBT-a, u trajanju od 10 do 15 minuta. 

Kad su se na ljubičastoj podlozi pojavile akromatske vrpce koje predstavljaju izoforme APX, gel je 

skeniran i analiziran. 

 

 

3.3. Statistička obrada podataka 

 

Podaci u ovom diplomskog radu su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardne 

pogreške. Za statističku obradu rezultata korištena je jednosmjerna analiza varijance (eng. analysis 

of variance – ANOVA), nakon čega je proveden post-hoc Duncan test. Pri tumačenju statistički 

obrađenih rezultata značajnom se smatrala razlika p ≤ 0,05 za što je korišten računalni program 

Statistica 10.0 (Stat Soft Inc., SAD). 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Krivulja rasta i biomasa kulture alge C. vulgaris  

 

Krivulja rasta kulture alge C. vulgaris prikazana je na Slici 5. Praćenje rasta stanica algi u 

Bürker-Türk-ovoj komorici pod mikroskopom jasno prikazuje povećanje broja stanica algi svakog 

dana kroz vremenski period od 14 dana (Slika 5). Do statistički značajnog povećanja broja stanica 

došlo je u 3., 6., 7., 9., 10. i 13. danu u odnosu na nulti dan. Srednja vrijednost broja stanica nultog 

dana iznosila je 66,69 x 104, a četrnaestog dana 808,99 x 104. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Krivulja rasta kulture alge C. vulgaris praćena brojanjem stanica algi u Bürker-Türk-ovoj 

komorici pod mikroskopom u periodu od 14 dana. Rezultat za svaki dan pojedinačno dobiven je 

izračunom srednje vrijednosti broja stanica od 12 replika nasađenih kultura algi. Različita slova 

označavaju statistički značajnu razliku (p≤0,05; Duncan test). 

 

 

Krivulja rasta kulture alge C. vulgaris također je praćena povećanjem biomase alge C. 

vulgaris u periodu od 14 dana (Slika 6). Biomasa alge vidljivo je rasla kroz navedeni vremenski 

period, s time da se statistički značajno povećala nakon šestog dana rasta, potom nakon jedanaestog 

dana rasta i naposlijetku nakon trinaestog dana rasta. U četrnaestom danu zabilježen je blagi, ali ne 

statistički značajan pad biomase.
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Slika 6. Krivulja rasta kulture alge C. vulgaris praćena povećanjem biomase kulture alge u periodu 

od 14 dana. Rezultat za svaki dan pojedinačno dobiven je izračunom srednje vrijednosti suhe tvari od 

12 replika nasađenih kultura algi. Različita slova označavaju statistički značajnu razliku (p≤0,05; 

Duncan test). 

 

 

4.1.1. Prirast kulture alge C. vulgaris na tretmanu od 24 h 

 

Nakon 24 sata tretmana koncentracije od 5 i 10 μM AgNP nisu pokazale statistički značajnu 

promjenu broja stanica algi u odnosu na kontrolu, dok je tretman s 20 μM AgNP rezultirao statistički 

značajnim padom broja stanica u usporedbi s kontrolom  (Slika 7). Vrijednosti su dobivene brojanjem 

stanica u Bürker-Türk-ovoj komorici pod mikroskopom na dan kad su alge postavljene na tretman i 

nakon 24 sata. 
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Slika 7. Prirast kulture alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u trajanju od 24 h. 

Stupci označeni različitim slovima statistički se značajno razlikuju (p≤0,05; Duncan test). K – 

kontrola, AgNP 5 – prirast stanica nakon tretmana s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – prirast stanica 

nakon tretmana s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – prirast stanica algi nakon tretmana s 20 μM AgNP-

PVP. 

 

 

4.2. Stabilnost AgNP 

 

4.2.1. Stabilnost AgNP u hranjivoj podlozi BBM 

 

Apsorpcijski spektri 5, 10 i 20 μM otopine AgNP-PVP u BBM hranjivoj podlozi prikazani su 

na Slici 8. U otopini AgNP u Milli Q vodi, koja je korištena kao kontrola, zabilježen je pik na 450 

nm, čija se apsorbancija povećavala s porastom koncentracije AgNP-PVP (Slika 8a, b i c). U 5 µM 

otopini AgNP-PVP u BBM hranjivoj podlozi s vremenom je zabilježen je blagi pomak pika prema 

manjim valnim duljinama i porast apsorbancije; nakon 24 h pik je zabilježen na 436 nm s 

maksimalnom apsorbancijom od 0,018 (Slika 8a). Sličan uzorak u transformaciji čestica AgNP-PVP 

pokazala je i 10 µM otopina AgNP-PVP u BBM hranjivoj podlozi, s tim da je nakon 24 h pik dobiven 

na 435 nm s maksimalnom apsorbancijom od 0,044 (Slika 8b). U 20 µM otopini AgNP-PVP u BBM 

hranjivoj podlozi od nulte minute do 1 h izmjerena je jednako niska apsorbancija kao u Milli Q vodi 

bez značajne promjene u valnoj duljini pika, dok je od 2 h nadalje zabilježen značajan porast 

apsorbancije i pomak pika prema manjim valnim duljinama. Nakon 24 h pik je zabilježen na valnoj 

duljini od 430 nm s maksimalnom apsorbancijom od 0.080 (Slika 8c). 
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Slika 8. Apsorpcijski spektri a) 5 μM, b) 10 μM te c) 20 μM AgNP-PVP u BBM hranjivoj podlozi u 

vremenskim intervalima od 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 minuta te 1, 2, 3, 4, 5, 24 sati izmjereni u rasponu 

valnih duljina od 300 do 800  nm. 

b 

a 

c 
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4.2.2. Stabilnost AgNP u kulturi alge C. vulgaris  

 

Apsorpcijski spektri kontrolne suspenzije stanica algi te spektri suspenzija nakon izlaganja  5, 

10 i 20 μM AgNP-PVP prikazani su na Slici 9. Apsorpcijski spektar u kontrolnoj suspenziji stanica 

algi pokazao je dva pika; manji pik na valnoj duljini od 445 nm te veći pik na valnoj duljini od 684 

nm. Od nulte minute do 5 h zabilježen je kontinuirani pad apsorbancije, a značajno je porasla nakon 

24 h, iako se položaj pikova nije promijenio (Slika 9a). 

Apsorpcijski spektri suspenzije stanica algi nakon izlaganja 5, 10 i 20 μM AgNP-PVP 

pokazali su iste pikove na 445 nm i 684 nm, ali je u ovim otopinama zabilježena manja apsorbancija 

u odnosu na kontrolnu suspenziju. U sve tri otopine apsorbancija je kontinuirano padala od 0 minute 

sve do 24 h, kada je zabilježena i najmanja vrijednost (Slike 9b, c i d). Iznimka je jedino bila 

suspenzija algi sa   10 μM AgNP-PVP u kojoj je nakon 3 h zabilježen porast apsorbancije u odnosu 

na nultu minutu (Slika 9c). Položaj pikova u sve tri suspenzije nije se promijenio, ali se njihov 

intenzitet smanjio s vremenom (Slike 9b, c i d). U suspenziji stanica algi s dodatkom najveće ispitane 

koncentracije AgNP-PVP nakon 24 h pikovi više nisu bili vidljivi (Slika 9d). 

Apsorpcijski spektar suspenzije stanica algi nakon izlaganja 5 μM AgNP-PVP pokazao je dva 

pika, na 445 nm i na 684 nm. Od nulte minute pa sve do 24 h apsorbancija pada te je najniža nakon 

24 h. Položaj pikova se ne mijenja (Slika 9d).  
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Slika 9. Aporpcijski spektri a) kontrolne suspenzije stanica algi C. vulgaris u BBM hranjivoj podlozi 

te suspenzija nakon izlaganja b) 5 μM, c) 10 μM te d) 20 μM AgNP-PVP u intervalima od 0, 1, 2, 5, 

10, 20, 30 minuta te 1, 2, 3, 4, 5, 24 sati izmjereni u rasponu valnih duljina od 300 do 800  nm.

b 

c 

d 
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4.3. Detekcija molekula ROS i određivanje vijabilnosti u stanicama algi in situ primjenom 

fluorescentnih boja  

 

 4.3.1. Detekcija molekula ROS primjenom boje dihidroetidij 

 

Dihidroetidij (DHE) je fluorescentna boja koja se koristi za detekciju molekula ROS, 

primarno  superoksidnog aniona (O2
.‒), što je omogućilo utvrđivanje razine oksidacijskog stresa u 

stanicama algi nakon tretmana s AgNP-PVP primijenjenih u 5, 10 i 20 μM koncentraciji u trajanju 

od 24 h. Nakon navedenih tretmana u stanicama algi nije zabilježen statistički značajan porast razine 

ROS molekula u odnosu na kontrolu (Slika 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 10. Razina molekula ROS detektirana primjenom fluorescentne boje DHE u stanicama algi C. 

vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP-PVP u trajanju od 24 h. Rezultati, prikazani kao 

relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak, srednje su vrijednosti intenziteta fluorescencije 

izmjerenog u 100 stanica ± standardna pogreška. Stupci označeni istim slovima pokazuju da nema 

statistički značajne razlike između tretmana (p≤0,05; Duncan test).  K – kontrola, AgNP 5 – tretman 

s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman s 20 μM AgNP-

PVP. 
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4.3.2. Detekcija molekula ROS primjenom boje 2’,7’-diklorohidrofluorescin diacetat 

 

2’,7’-diklorohidrofluorescin (H2DCF-DA) je fluorescentna boja koja se koristi za detekciju 

molekula ROS, primarno vodikovog peroksida (H2O2), a u svom istraživanju također sam je koristila 

za ispitivanje razine oksidacijskog stresa u stanicama algi nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP-PVP 

u trajanju od 24 h. Nakon navedenih tretmana, u stanicama algi nije zabilježen statistički značajan 

porast razine molekula ROS u odnosu na kontrolu (Slika 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11. Razina molekula ROS detektirana primjenom fluorescentne boje DCFH u stanicama algi 

C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP-PVP u trajanju od 24 h. Rezultati, prikazani kao 

relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak, srednje su vrijednosti intenziteta fluorescencije 

izmjerenog u 100 stanica ± standardna pogreška. Stupci označeni istim slovima pokazuju da nema 

statistički značajne razlike između tretmana (p≤0,05; Duncan test).  K – kontrola, AgNP 5 – tretman 

s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman s 20 μM AgNP-

PVP. 
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4.3.3. Određivanje vijabilnosti stanica primjenom propidijevog jodida 

 

Propidij jodid (PI) je fluorescentno interkalirajuće sredstvo koje se može upotrijebiti za 

bojenje stanica i nukleinskih kiselina, a veže se na molekulu DNA interkalacijom između baza s malo 

ili nikakve preferencije u sekvenci. Zaostaje samo u mrtvim, nekrotičnim stanicama i one 

fluoresciraju crveno. U ovom istraživanju koristila sam ga kao indikator vijabilnosti stanica. Nakon 

izlaganja suspenzije algi 5, 10 i 20 μM koncentraciji čestica AgNP-PVP u trajanju od 24 h zabilježila 

sam statistički značajno povećanje oštećenja u svim tretmanima u usporedbi s kontrolom, s tim da je 

značajno najveće oštećenje izmjereno nakon tretmana s 5 μM AgNP-PVP (Slika 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12. Postotak oštećenja u stanicama alge C. vulgaris u odnosu na kontrolu detektiran je 

primjenom fluorescentne boje PI nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP-PVP u trajanju od 24 h. 

Rezultati, prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na kontrolni uzorak, srednje su vrijednosti 

intenziteta fluorescencije izmjerenog u 100 stanica ± standardna pogreška. Stupci označeni različitim 

slovima statistički se značajno razlikuju (p≤0,05; Duncan test).  K – kontrola, AgNP 5 – tretman s 5 

μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman s 20 μM AgNP-PVP. 
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Slika 13. Primjeri analiziranih fotografija pri detekciji molekula ROS i vijabilnosti stanica alge C. 

vulgaris nakon tretmana od 24 h. Fotografije su snimljene fluorescencijskim mikroskopom pri 

povećanju od 400×. Linija predstavlja 50 μm. A – kontrolna suspenzija stanica u reakciji s bojom 

DHE, B – suspenzija stanica nakon tretmana s 20 μM AgNP-PVP u reakciji s bojom DHE, C – 

kontrolna suspenzija stanica u reakciji s bojom H2DCF-DA, D – suspenzija stanica nakon tretmana s 

20 μM AgNP-PVP u reakciji s bojom H2DCF-DA, E – kontrolna suspenzija stanica u reakciji s bojom 

PI, F – suspenzija stanica nakon tretmana s 20 μM AgNP-PVP u reakciji s bojom PI. 
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4.4. Sadržaj malondialdehida 

 

Sadržaj malondialdehida (MDA) u stanicama alge C. vulgaris određivala sam zbog toga što 

je MDA organski spoj koji u stanicama nastaje prilikom lipidne peroksidacije i označava pojavu 

oksidacijskog stresa. Sve ispitane koncentracije čestica AgNP-PVP izazvale su statistički značajno 

povećanje sadržaja MDA u stanicama algi u odnosu na kontrolu (Slika 14). Najveće vrijednosti 

zabilježene su nakon izlaganja 10 μM koncentraciji AgNP-PVP, i te su vrijednosti bile značajno veće 

od sadržaja MDA izmjerenog nakon izlaganja tretmanu s 20 μM AgNP-PVP.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14. Sadržaj MDA u stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u trajanju 

od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna pogreška. Stupci 

označeni različitim slovima statistički se značajno razlikuju (p≤0,05; Duncan test). K – kontrola, 

AgNP 5 – tretman s 5 μM  AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman 

s 20 μM AgNP-PVP. 
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4.5. Sadržaj proteinskih karbonila  

 

Sadržaj proteinskih karbonila u stanicama alge C. vulgaris određivala sam jer je njihov 

povećan sadržaj jedan od biljega oksidacijskog oštećenja proteina. Nanočestice AgNP-PVP, 

primijenjene u 5 i 10 μM koncentraciji, nisu izazvale statističku značajnu promjenu u razini oksidacije 

proteina u usporedbi s kontrolom, dok je najveća testirana koncentracija AgNP-PVP (20 μM), 

rezultirala značajnim povećanjem proteinskih karbonila u usporedbi s kontrolom i oba tretmana s 

nižim koncentracijama AgNP-PVP (Slika 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 15. Sadržaj proteinskih karbonila u stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM 

AgNP u trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna 

pogreška. Stupci označeni različitim slovima statistički se značajno razlikuju (p≤0,05; Duncan test). 

K – kontrola, AgNP 5 – tretman s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 

20 – tretman s 20 μM AgNP-PVP. 
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4.6. Aktivnost antioksidacijskih enzima 

 

4.6.1. Aktivnost katalaze 

 

Katalaza (CAT) je enzim koji svojom aktivnošću uzrokuje raspad H2O2, kao jedne od 

molekule ROS-a, na vodu i O2. Njena aktivnost je spektrofotometrijski mjerena praćenjem utroška 

H2O2. Nakon navedenih tretmana, u stanicama alge C. vulgaris nije zabilježen statistički značajan 

porast aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (Slika 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16. Aktivnost katalaze u stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u 

trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna pogreška. Stupci 

označeni istim slovima pokazuju da nema statistički značajne razlike između tretmana (p≤0,05; 

Duncan test). K – kontrola, AgNP 5 – tretman s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM 

AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman s 20 μM AgNP-PVP. 
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4.6.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze 

 

Pirogalol peroksidaza (PPX) je enzim koji svojom aktivnošću uzrokuje pretvorbu H2O2 u 

vodu. Njena aktivnost je spektrofotometrijski mjerena praćenjem nastanka purpurogalina.  Zabilježen 

je linearni porast aktivnosti enzima PPX s povećanjem koncentracije čestica AgNP-PVP. Naime, 

najniža koncentracija (5 μM AgNP-PVP) izazvala je blago povećanje aktivnosti enzima PPX, koje 

nije bilo statistički značajno u usporedbi s kontrolom; 10 μM koncentracija AgNP-PVP rezultirala je 

statistički značajnim povećanjem u aktivnosti enzima PPX u usporedbi s kontrolom; dok je najviša 

ispitana koncentracija AgNP-PVP (20 μM) pokazala i najveću aktivnost PPX, koja se statistički 

značajno razlikovala od kontrole i tretmana s 5 μM AgNP-PVP (Slika 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 17.  Aktivnost pirogalol peroksidaze u stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 

μM AgNP u trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna 

pogreška. Stupci označeni različitim slovima statistički se značajno razlikuju (p≤0,05; Duncan test). 

K – kontrola, AgNP 5 – tretman s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 – tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 

20 – tretman s 20 μM AgNP-PVP. 
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4.6.3. Aktivnost askorbat peroksidaze 

 

Askorbat peroksidaza (APX) je enzim koji svojom aktivnošću uzrokuje uklanjanje H2O2 iz 

stanice, preko askorbat-glutationskog ciklusa (Halliwell-Asada). Njena aktivnost je 

spektrofotometrijski mjerena praćenjem nastanka produkta oksidacije askorbinske kiseline. Nakon 

navedenih tretmana, u stanicama alge C. vulgaris nije zabilježen statistički značajan porast aktivnosti 

APX u odnosu na kontrolu (Slika 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 18. Aktivnost askorbat peroksidaze u stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 

μM AgNP u trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika ± standardna 

pogreška. Stupci označeni istim slovima pokazuju da nema statistički značajne razlike između 

tretmana (p≤0,05; Duncan test). K – kontrola, AgNP 5 – tretman s 5 μM AgNP-PVP, AgNP 10 –

tretman s 10 μM AgNP-PVP, AgNP 20 – tretman s 20 μM AgNP-PVP. 
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4.7. Aktivnost antioksidacijskih enzima u gelu 

 

4.7.1. Aktivnost katalaze u gelu 

 

Aktivnost i izoforme enzima CAT u gelu prikazane su na Slici 19. Na gelu se uočava samo 

jedna izoforma ovog enzima, označena kao CAT1, koja je detektirana u kontrolnim stanicama te 

stanicama algi koje su bile izložene najnižoj testiranoj koncentraciji AgNP-PVP (5 μM) s jednakim 

intenzitetom.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 19. Aktivnost i izoforme enzima CAT razdvojene u gelu nativnom PAG elektroforezom u 

stanicama algi C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u trajanju od 24 h. K – kontrola,     

1 – 5 μM AgNP-PVP , 2 – 10 μM AgNP-PVP , 3 – 20 μM AgNP-PVP. 
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4.7.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze u gelu 

 

Aktivnost i izoforme enzima PPX u gelu prikazane su na Slici 20. Na gelu se uočavaju tri 

izoforme ovog enzima (PPX1, PPX2, PPX3) koje su detektirane u svim uzorcima, ali s različitim 

intenzitetom. Izoforme PPX1 i PPX2 pokazale su jaču ekspresiju u kontrolnom uzorku u usporedbi s 

tretmanima, s tim da je izoforma PPX2 u uzorku 3 (20 μM AgNP-PVP) jedva zamjetna. Izoforma 

PPX3 imala je jednak intenzitet u kontroli i uzorcima 1 i 2 (tretmani s 5 i 10 μM AgNP-PVP), dok je 

nakon izlaganja stanica algi 20 μM koncentraciji AgNP-PVP bila slabije eksprimirana (Slika 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Aktivnost i izoforme enzima PPX razdvojene u gelu nativnom PAG elektroforezom u 

stanicama algi C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u trajanju od 24 h. K – kontrola, 1 

– 5 μM AgNP-PVP , 2 – 10 μM AgNP-PVP , 3 – 20 μM AgNP-PVP. 
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4.7.3. Aktivnost askorbat peroksidaze u gelu 

 

Aktivnost i izoforme enzima APX u gelu prikazane su na Slici 21. Na gelu se uočava šest 

izoformi ovog enzima (APX1, APX2, APX3, APX4, APX5, APX6). U kontrolnom uzorku 

detektirano je pet izoformi (APX1 – APX5), čija je ekspresija bila jača u usporedbi s tretmanima. 

Nakon izlaganja algi 5, 10 i 20 μM koncentraciji AgNP-PVP, zabilježene su  izoforme APX1, APX2 

i APX3, no sa znatno slabijim intenzitetom nego u kontroli. Svi tretmani pokazali su izoformu APX6, 

koja u kontroli nije bila vidljiva (Slika 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 21. Aktivnost i izoforme enzima APX razdvojene u gelu nativnom PAG elektroforezom u 

stanicama alge C. vulgaris nakon tretmana s 5, 10 i 20 μM AgNP u trajanju od 24 h. K – kontrola, 1 

– 5 μM AgNP-PVP , 2 – 10 μM AgNP-PVP , 3 – 20 μM AgNP-PVP. 
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5. RASPRAVA  

 

Čestice AgNP danas imaju vrlo široku primjenu i koriste se u medicini, poljoprivredi, 

kozmetičkoj industriji, ali i mnogim drugim granama industrije (Tong i sur., 2014; Baetke i sur., 

2015; Jo i sur., 2016; Biffi i sur., 2015). Zbog njihove velike uporabe, AgNP različitim putevima 

dospijevaju u okolna tla, vode i zrak gdje dolaze u interakciju sa živim organizmima. Stoga se 

povećava broj istraživanja o ponašanju AgNP u biološki relevantnim medijima te utjecaju na 

organizme u okolišu. Iako postoji veliki broj istraživanja toksičnosti AgNP na mikroorganizme, biljke 

te animalne i humane stanice u uvjetima in vitro (Kim i sur., 2009; Ma i sur., 2010; Yin i sur., 2011; 

Jiravova i sur., 2016; Cvjetko i sur., 2017; Peharec i sur., 2018; Biba i sur., 2020), relativno je mali 

broj istraživanja učinka AgNP na mikroalge (Navarro i sur., 2008; Li i sur., 2015; Navarro i sur., 

2016; Sendra i sur., 2017; Bahador i sur., 2019; Nam i An, 2019), a osobito na algu C. vulgaris (Qian 

i sur. 2016; Hazeem i sur., 2019; Mariano i sur., 2020).  

U ovom istraživanju, alge su izlagane tretmanima s AgNP u eksponencijalnoj fazi rasta, 

odnosno za izlaganje je izabran 14. dan. U određivanju eksponencijalne faze rasta alge C. vulgaris,  

Allaguvatova i sur. (2019) zabilježili su najveći rast 12. dana uzgoja, dok je u istraživanju Kalimurthi 

i sur. (2019) najveći broj stanica zabilježen 15. dan, što približno odgovara rezultatima mog 

istraživanja. Alge se tretiraju u eksponencijalnoj fazi rasta jer prema Källquist (2001) kulture u 

eksponencijalnoj fazi imaju brz i uravnotežen rast koji nije limitiran ni intenzitetom svjetlosti ni 

koncentracijom hranjivih tvari, a kulture su vrlo osjetljive na promjene u okolišu i brzo reagiraju.  

 Kao jedan od indikatora toksičnosti neke tvari na stanice algi koristi se test inhibicije rasta. 

Takav test temelji se na internacionalnim standardima, a za inhibiciju rasta stanica algi to je OECD 

(eng. Organisation for Economic Co-operation and Development) test broj 201: Slatkovodne alge i 

cijanobakterije, test inhibicije rasta (2011). Prirast kulture algi može se odrediti na više načina, a to 

su brojanje stanica, mjerenje gustoće stanica ili određivanje biomase algi izražene kroz suhu tvar, 

suhu tvar bez pepela i sadržaj klorofila a (Moheimani i sur., 2013). U ovom istraživanju za 

određivanje prirasta koristila sam brojanje stanica u Bürker-Türk-ovoj komorici uz pomoć 

mikroskopa. Rezultati su pokazali da niže ispitane konc. AgNP (5 i 10 μM) nemaju učinak na rast 

alge C. vulgaris, dok je izlaganje 20 μM AgNP pokazalo značajnu ihibiciju nakon 24 sata. Zheng i 

sur. (2019) su pokazali negativan utjecaj AgNP na algu C. vulgaris, uz redukciju sadržaja klorofila te 

inhibiciju rasta stanica, a slični rezultati dobiveni su i nakon izlaganja algi Chlamydomonas 

reinhardtii (Wang J. i sur., 2014) te Pseudokirchneriella subcapitata (Wang S. i sur., 2016) česticama 

AgNP. Negativan učinak AgNP na rast algi u svojim istraživanjima pokazali su i Gambardella i sur.
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(2015), koji su zabilježili značajnu inhibiciju rasta stanica alge Dunaliella tertiolecta nakon tretmana 

s AgNP (IC50 0,9 mg L‒1) u trajanju od 72 h, dok je istraživanje Aline i sur. (2015) pokazalo da je 

izlaganje alge P. subcapitata česticama AgNP, koje su bile stabilizirane omotačem od polivinil 

alkohola (eng. polyvinyl alcohol, AgNP-PVA), također inhibiralo rast. Osim toga, Fazelian i sur. 

(2020) pokazali su smanjenje rasta alge Nannochloropsis oculata, gdje je prirast bio najniži nakon 

tretmana s najvećom ispitanom koncentracijom AgNP (50 mg L‒1). S druge strane, u istraživanju 

Bahador i sur. (2019) tretmani s 5 i 15 pM AgNP nisu imali utjecaja na rast alge Dunaliella salina, 

ali se broj stanica značajno smanjio nakon tretmana s 25 pM AgNP u trajanju od 48 h. Iz rezultata 

ovih istraživanja, vidljivo je da je utjecaj tretmana s AgNP na rast mikroalgi direktno povezan s 

primijenjenom koncentracijom AgNP, što je pokazalo i moje istraživanje. 

Analiza stabilnosti AgNP pruža uvid u to kako površinska svojstva i sastav hranjive podloge utječu 

na aglomeraciju, agregaciju te otpuštanje iona Ag+ s AgNP, što je povezano sa njihovom toksičnošću 

te nužno za razumijevanje trajanja i pohrane nanomaterijala koji sadržavaju AgNP (Valenti i 

Giacomelli, 2017). Treba napomenuti da se još uvijek ne može potvrditi jesu li AgNP toksične per se 

ili njihova toksičnost potječe i od otpuštanja iona Ag+. U istraživanju Navarro i sur. (2008), stanice 

alge C. reinhardtii pokazale su manju produktivnost fotosinteze nakon izlaganja česticama AgNP 

koncentracija od 10 do 100,000 nM u usporedbi s tretmanima s 100 do 10,000 nM AgNO3, nakon 

čega su zaključili da toksičnost AgNP ne potječe isključivo od iona Ag+. Čestice AgNP su nestabilne 

u većini bioloških medija zbog svoje velike površinske reaktivnosti te su podložne promjenama ili 

reakcijama s drugim aktivnim supstancama (Phan i Haes, 2019.),  stoga im se dodaju različiti omotači 

koji služe kao stabilizatori (Xu i sur., 2018). Karakteristike stabilizatora mogu utjecati na rast i 

morfologiju NP te na topljivost u različitim otapalima, površinsku stabilnost i kinetiku rasta (Koczkur 

i sur., 2015). U ovom istraživanju ispitana je stabilnost AgNP-PVP u hranjivoj podlozi BBM, prije 

izlaganja alge C. vulgaris česticama AgNP te stabilnost u kulturi alga. U otopinama čestica AgNP-

PVP u hranjivoj podlozi BBM, zabilježen je porast apsorbancije i pomak maksimalne vrijednosti 

apsorbancije prema manjim vrijednostima valnih duljina za sve ispitane koncentracije AgNP u 

usporedbi s rezultatima dobivenim u Milli Q vodi, što pokazuje da su čestice AgNP u ovoj hranjivoj 

podlozi djelomično agregirale, ali i da je došlo do otpuštanja iona Ag+. Slični rezultati dobiveni su za 

AgNP-PVP (Biba i sur., 2020) i za AgNP-citrat (Peharec Štefanić i sur., 2018) pri ispitivanju 

stabilnosti nanočestica u tekućoj hranjivoj podlozi MS (Murashige i Skoog, 1962), koja se koristi za 

uzgoj biljaka. Zanimljivo je da su Biba i sur. (2020) pokazali kako su AgNP stabilizirane omotačem 

od CTAB (eng. cetrimonium bromide, CTAB) bile stabilnije u hranjivoj podlozi MS u usporedbi s 

AgNP-PVP, što pokazuje kako i sam omotač doprinosi stabilnosti nanočestica jer otpuštanje molekula 
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omotača doprinosti i disocijaciji iona Ag+ s AgNP (Wojcieszek  i sur., 2020). Molekule omotača 

vezane su nekovalentnim vezama za AgNP i u kemijskoj su ravnoteži sa slobodnim molekulama 

liganda u mediju. Disperzija AgNP u mediju uzrokuje promjenu u kemijskoj ravnoteži, otpuštajući 

molekule omotača i rezultirajući aglomeracijom AgNP te otpuštanjem iona Ag+ (Biba i sur., 2020; 

Wojcieszek  i sur., 2020). 

Istraživanja su pokazala da izlaganje biljaka i algi česticama AgNP može potaknuti povećano 

stvaranje molekula ROS koji mogu reagirati s proteinima, lipidima i molekulom DNA, rezultirajući 

metaboličkim promjenama, oštećivanjem staničnih membrana i staničnom smrću (Tkalec i sur., 

2019). Postoji više metoda kojima se otkriva prisutnost molekula ROS u stanici, a u svom istraživanju 

koristila sam metode detekcije in situ primjenom fluorescentnih boja DHE i H2DCF-DA. Nakon 

izlaganja stanica alge C. vulgaris česticama AgNP-PVP nije zabilježen statistički značajan porast 

razine ROS u odnosu na kontrolu niti sa jednom od fluorescentnih boja, iako je primjena boje PI 

pokazala značajno povećanje oštećenja stanica. Negativan učinak na vijabilnost stanica zabilježen je 

i u istraživanju Hazeem i sur., (2019), nakon izlaganja  alge C. vulgaris česticama AgNP veličine 50 

i 100 nm. Osim toga, u svom radu Hazeem i sur. (2019) su utvrdili povećano stvaranje molekula 

ROS-a nakon tretmana stanica alge C. vulgaris s otopinom AgNP ispitivivanih koncentracija 10, 50, 

100 i 200 mg L‒1u vremenskom periodu od 24, 48, 72 i 96 h, a prisustvo molekula ROS su detektirali 

pomoću fluorescentne boje H2DCF-DA. Rezultati DHE testa Biba i sur. (2016) pokazali su da se 

količina molekula ROS u klijancima duhana tretiranim AgNP-citrat ispitivanih koncentracija 25, 50, 

75, 100 i 500 μM značajno povećala, a isto su pokazali i Mirzajani i sur. (2013) nakon izlaganja biljke 

Lemna gibba tretmanu s koloidnom otopinom AgNP ispitivanih koncentracija od 0,3 do 60 μg mL‒1, 

što su značajno više koncentracije od od ovih koje sam ja krositila u svom istraživanju. 

Iako primjenom fluorescentih boja nisam uspjela zabilježiti povećano stvaranje ROS molekula, 

spektrofotometrijsko mjerenje sadržaja MDA i proteinskih karbonila, parametara koji se uobičajeno 

analiziraju za detekciju oksidacijskog stresa, ipak je pokazalo značajno povećane vrijednosti u odnosu 

na kontrolu, osobito pri najvećoj testiranoj koncentraciji (20 µM). MDA se koristi kao pokazatelj 

oštećenja bioloških membrana jer one sadrže veliku količinu višestruko nezasićenih masnih kiselina, 

a njihova intezivna peroksidacija dovodi do gubitka fluidnosti, opadanja vrijednosti membranskoga 

potencijala, povećanja propusnosti za vodikove ione te do mogućeg raspada stanice i ispuštanja njena 

sadržaja (Štefan i sur. 2007). Dosadašanja istraživanja pokazala su da nanočesticae bakrovog oksida 

(CuONP) izazivaju lipidnu peroksidaciju i time induciraju stvaranje novih pora u membrani zelene 

alge C. reinhardtii, uslijed čega membrana postaje više propuisna i manje selektivna (Melegari i sur., 

2013), dok se nanočestice cinkovog oksida (ZnONP) akumuliraju u membrani zelene alge 
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Scenedesmus obliquus, što dovodi do narušavanja strukture stanične stijenke, promjene u propusnosti 

membrane i u konačnici do stanične smrti (Bhuvaneshwari i sur., 2015). Istraživanje Ozkaleli i sur. 

(2018) pokazalo je povećanje lipidne peroksidacije i oštećenja stanične membrane mikroalge 

Raphidocelis subcapitata nakon izlaganja nanočesticama titanijevog oksida (TiO2NP). U mom 

istraživanju značajno povećanje sadržaja MDA u stanicama algi C. vulgaris u odnosu na kontrolu, 

zabilježeno nakon svih ispitanih tretmana s česticama AgNP-PVP, što ukazuje na pojavu 

oksidacijskog stresa, a i u skladu je s rezultatima detekcije oštećenja stanica in situ primjenom 

fluorescentne boje PI. Nadalje, moji rezultati u skladu su i s rezultatima autora Amal i sur. (2013) na 

algi C. vulgaris, dok je povećani sadržaj MDA nakon izlaganja česticama AgNP zabilježen i u 

mikroalgama N. oculata (Fazelian i sur., 2020) i  Dunaliella tertiolecta (Amal i sur., 2013). U mojim 

rezultatima neobično je to što su najveće vrijednosti zabilježene nakon izlaganja 10 μM koncentraciji 

AgNP-PVP, koje su bile značajno veće od sadržaja MDA izmjerenog nakon izlaganja tretmanu s 20 

μM AgNP-PVP. Iako je općenito mehanizam lipidne peroksidacije u algama slabo istražen, Moji 

rezultati su u skladu s rezultatima dobivenima u istraživanju Rai i sur. (2013), u kojem su pri analizi 

učinka kromata na algu C. vulgaris najveće vrijednosti sadržaja MDA izmjerene nakon izlaganja 

tretmanu s 15 μM koncentracijom, dok su vrijednosti izmjerene nakon izlaganja 25 i 100 μM  

koncentracijama bile značajno manje. Rezultati istraživanja sadržaja proteinskih karbonila, koji 

nastaju kao kovalentna modifikacija proteina nakon djelovanja molekula ROS (Zhang i sur., 2013), 

pokazuju značajan porast pri najvećoj testiranoj koncentraciji AgNP-PVP (20 μM), što odgovara 

rezultatima dobivenima mjerenjem sadržaja MDA. Nadalje moji rezultati u skladu su i s rezultatima 

istraživanja učinka različitih metala na kloroplast algi Gonyaulax polyedra, koji su također pokazali 

značajno povećanje razine proteinskih karbonila u kloroplastu nakon akutnog izlaganja algi metalima 

(Okamoto i sur., 2001). Nažalost, podaci o sadrzaju proteinskih karbonilia u stanicama algi nakon 

izlaganja AgNP nisu dostupni u literaturi te je potonje potrebno istražiti.  

Povećana proizvodnja molekula ROS-a u stanici pokreće pojačano stvaranje molekula 

antioksidansa i povećava aktivnost antioksidacijskih enzima (Melegari i sur., 2013), koji mogu 

ukloniti višak molekula ROS-a, štiteći tako stanicu od oštećenja (Zhou i sur., 2001). U ovom 

istraživanju analizirala sam aktivnost antioksidacijskih enzima CAT, APX i PPX kako bih ispitala 

antioksidacijski odgovor stanice alge C. vulgaris nakon izlaganja česticama AgNP. Aktivnost 

katalaze nije značajno porasla nakon ispitanih tretmana, što nije u potpunosti u skladu s podacima za 

učinak nanočestica metala ispitanih na drugim vrstama algi. Naime, Lekamge i sur. (2019) zabilježili 

su povećanje aktivnosti CAT nakon 32 dana izlaganja alge P. subcapitata česticama AgNP, dok su 

Fazelian i sur. (2020) dokazali značajno povećanje aktivnosti CAT već pri najmanjoj ispitanoj
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koncentraciji (5 mg L‒1) AgNP u stanicama algi N. oculata. Nadalje, Melegari i sur. (2013) su u 

istraživanju utjecaja CuONP koncentracija 0,1, 1, 10, 100 i 1000 mg L‒1 u vremenskom periodu od 

72 h na algu C. reinhardtii izmjerili povećanu aktivnost CAT. U istraživanju učinka AgNP na vodenu 

biljku Spirodela polyrhiza, aktivnost CAT nije se značajno povećala nakon tretmana s nižim 

koncentracijama AgNP, što je u skladu s mojim rezultatima, ali je značajno povećanje zabilježeno 

nakon izlaganja višim koncentracijama (Jiang i sur., 2014).  

APX i PPX su nespecifični enzimi koji pripadaju peroksidazama, enzimima koji kataliziraju 

raspad H2O2 na vodu. U mom istraživanju, enzim PPX pokazao je značajno povećanje aktivnosti u 

većini ispitanih tretmana. Povećanje aktivnosti PPX zabilježeno je i u istraživanju učinka AgNP na 

vodenu biljku S. polyrhiza. S druge strane, Qian i sur. (2016) izmjerili su smanjenje aktivnosti PPX 

u stanicama algi C. vulgaris i D. tertiolecta nakon tretmana s AgNP u trajanju od 96 h. Aktivnost 

enzima APX u mom istraživanju nije bila značajno promijenjena nakon tretmana s AgNP-PVP, što 

nije u skladu s do sada objavljenim rezultatima. Naime, Fazelian i sur. (2020) su utvrdili značajno 

povećanje aktivnosti APX nakon tretmana s 10 i 25 mg L‒1 AgNP, dok je izlaganje 50 mg L‒1 

koncentraciji rezultiralo smanjenjem aktivnosti. Pri usporedbi rezultata mojih istraživanja s 

rezultatima drugih autora važno je napomenuti da toksični učinak nanočestica uvelike ovisi o vrsti 

alge jer debljina stanične stijenke, organski sastav stanične stijenke i volumen stanice igraju važnu 

ulogu (Roy i sur., 2016). Qian i sur. (2016) u svom su istraživanju usporedili toksičnost AgNP na 

prokariotsku slatkovodnu cijanobakteriju Mycrocistic aeruginosa i mikroalgu C. vulgaris i pokazali 

negativan učinak na rast, fotosintezu, aktivnost antioksidacijskog sustava i metabolizam 

ugljikohidrata u vrsti M. aeruginosa, dok je alga C. vulgaris učinkovito uklonila molekule ROS-a 

pomoću antioksidacijskih enzima (SOD, PPX, CAT i glutamin sintetaza). 

Ovo istraživanje utjecaja AgNP na mikroalge nudi mnogo korisnih podataka kao temelj za 

nova istraživanja, počevši od same metodologije pa do rezultata. AgNP stabilizirane omotačem od 

PVP-a su pokazale negativan učinak učinak na rast stanica alge C. vulgaris te stvaranje molekula 

ROS-a koje su inducirale oksidacijski stres i djelomično aktivirale antioksidacijske enzime. 

Najtoksičniji učinak pokazala je najviša ispitana koncentracija (20 μM) AgNP-PV, što pokazuje da 

je toksični učinak direktno ovisan o primijenjenoj koncentraciji. Budući da su u ovom istraživanju 

parametri analizirani nakon izlaganja od 24 h, za izvođenje preciznijih zaključaka o mehanizmima 

toksičnosti AgNP-PVP u mikroalgama bilo bi potrebno istražiti kakav utjecaj imaju AgNP u duljem 

vremenskom periodu, ispitati učinak AgNP stabiliziranih različitim omotačima te analizirati veći 

raspon koncentracija AgNP čestica.
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6. ZAKLJUČAK  

 

1. Smanjeni prirast kulture stanica alge C. vulgaris na najvećoj testiranoj koncentraciji AgNP-

PVP (20 μM) ukazuje da se alga u 24 h nije prilagodila uvjetima stresa te da su AgNP-PVP 

imale toksičan učinak i inhibirale rast stanica algi.  

2. Smanjenje vijabilnosti stanica, povećanje sadržaja MDA i porast karbonila u stanicama algi, 

zabilježen nakon većine tretmana, ukazuje na to da su AgNP-PVP izazvale pojavu 

oksidacijskog stresa i uzrokovale oštećenja staničnih membrana, iako povećano stvaranje 

ROS molekula nije dokazano fluorescencijskom mikroskopijom.  

3. Antioksidacijski enzimi CAT i APX nisu spektrofotometrijskim mjerenjem pokazali 

promjenu u svojoj aktivnosti, što može značiti da stres nije bio dovoljno snažan ili dovoljno 

dug (24 h) za njihovu aktivaciju.  

4. Antioksidacijski enzim PPX je spektrofotometrijskim mjerenjem pokazao povećanje svoje 

aktivnosti na svim ispitanim koncentracijama, što ukazuje na AgNP-PVP ipak barem 

djelomičano aktiviraju antioksidacijski odgovor u stanicama alge  

5. Nakon razdvajanja u gelu, sva tri antioksidacijska enzima (CAT, PPX i APX) pokazali su 

promjenu u ekspresiji izoenzima, koja je uglavnom bila smanjena na tretmanima u odnosu na 

kontrolu.  
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Dobitnica sam Rektorove nagrade za društveno koristan rad u akademskoj i široj zajednici u 

akademskoj godini 2018./2019.



 
 
 

 


